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RÉSUMÉ 

La maladie de Parkinson est une effroyable pathologie affectant plus de 
130 000 canadiens. C'est la deuxième maladie neurodégénérative, après la maladie 
d'Alzheimer. Des études récentes montrent que de plus en plus d'indices semblent 
converger vers le stress oxydant comme un des facteurs responsables des 
processus complexes de cette neurodégénerescence. Certains antioxydants aptes à 
combattre ce stress oxydant pourraient s'avérer d'excellents neuroprotecteurs. De 
nombreuses études sur la capacité antioxydante de plusieurs stéroïdes de plantes et 
de diverses hormones dans des conditions de stress oxydant ont déjà été réalisées. 
Cependant, aucune étude de ce genre n'a été réalisée sur les brassinostéroïdes 
(BRs), des phytostérols présents dans plusieurs végétaux. L'étude du potentiel 
neuroprotecteur de ces molécules est pourtant fort intéressant car, d'une part, ce 
sont des stéroïdes de plantes dont certains membres sont déjà reconnus pour 
posséder l'activité recherchée et, d'autre part, parce qu'il serait possible de les 
intégrer à un régime alimentaire sain, étant donné qu'on les retrouve dans plusieurs 
végétaux du Québec. Un problème important se pose toutefois lorsque l'on veut 
étudier ces molécules, soit la question de leur obtention . L'extraction des 
brassinostéroïdes à partir de sources végétales est laborieuse et les quantités 
extraites sont souvent très faibles. Alors, la solution s'avère la synthèse. Au sein du 
laboratoire du Pr Benoit Daoust, M. Boisvert a été le premier à travailler sur ce 
projet. Il a réussi à synthétiser une variété de BRs de la famille des 29 carbones et 
leurs précurseurs. Ces derniers étaient aptes à contrer le stress oxydant causé par 
le MPP+ (in vitro) , une toxine reproduisant la neurodégénérescence caractéristique 
de la maladie de Parkinson. Ces résultats préliminaires encourageants, nous ont 
poussés à entreprendre la synthèse d'une plus grande variété de brassinostéroïdes. 
Nous espérons que la synthèse d'un plus grand nombre de brassinostéroïdes et que 
l'utilisation de tests biologiques plus poussés nous permettront de déterminer avec 
certitude si les brassinostéroïdes pourront un jour être utilisés dans la prévention de 
la maladie de Parkinson. 

Mots clés: brassinostéroïdes, neuroprotection, synthèse asymétrique, maladie de 
Parkinson, chimie des stéroïdes. 



CHAPITRE 1 

HISTORIQUE DE LA MALADIE DE PARKINSON ET 
INTRODUCTION AUX BRASSINOSTÉROïDES 

1.1 Maladie de Parkinson 

1.1 .1 Historique 

En 1817, James Parkinson, un médecin anglais, publie une première description 

clinique d'une maladie qu'il appellera paralysis agitans(1). Son ouvrage, An Essay on 

the Shaking Plasy, basé sur une description clinique des symptômes de six de ses 

patients, fut le premier écrit sur cette maladie. Cet ouvrage décrivait clairement et en 

détail le tremblement de repos caractéristique, la posture et la démarche anormale, 

la paralysie et la diminution de la force muscul~ire tous associés à la maladie de 

Parkinson, ainsi que l'évolution de cette maladie au fil du temps. James Parkinson 

espérait que son essai stimulerait les anatomistes et médecins de son époque à se 

pencher sur les questions des lésions pathologiques dans le cerveau. " aura fallu 

attendre jusqu'en 1877 avec l'arrivée de Jean-Martin Charcot, considéré aujourd'hui 

comme le père de la neurologie, avant d'apercevoir des percées dans la 

compréhension de cette maladie. " fit entre autres la distinction entre la rigidité, la 

faiblesse, la bradykinésie en plus de décrire certains symptômes additionnels de 

cette maladie. " renomma la maladie lui donnant le nom de la maladie de Parkinson 

en l'hommage à James Parkinson(1). 
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En 1912, Frederich Lewy introduit pour la première fois la notion qu'il appellera les 

corps de Lewy dans le noyau basal de Maynert, caractéristiques aux maladies dites 

neurodégénératives. Les corps de Lewy sont des dépôts anormaux de protéines 

dans les cellules du cerveau(1). Konstantin Tretiakoff compléta , en 1919, la 

découverte de Lewy en rapportant que la substantia nigra est la principale partie du 

cerveau à être touchée chez les patients atteints de la maladie de Parkinson et que 

c'est à l'intérieur de cette partie que l'on peut observer ces corps de Lewy(1.2). 

La détermination de la voie biosynthétique impliquant la dopamine, un 

neurotransmetteur sécrété dans le locus niger, fut en grande partie réalisée grâce 

aux travaux d'Arvid Carlsson dans les années 50. Ses travaux ont essentiellement 

porté sur la détermination du rôle de la dopamine. Selon lui , le rôle de la dopamine 

n'était pas simplement d'être un précurseur de la norépinephrine. En 1959, il spécula 

lors du congrès international de pharmacologie que la dopamine s~rait en quelque 

sorte responsable de la maladie de Parkinson(3). 

Oleh Hornykiewicz publie en 1960 un article qui démontre pour la première fois une 

déplétion marquée de la dopamine dans le noyau caudé et le putamen des patients 

atteints par la maladie de Parkinson(3) . Six ans plus tard , il publie une revue majeure 

dans le domaine affirmant que la carence en dopamine est corrélée avec la plupart 

des symptômes touchant les fonctions motrices associées avec cette maladie(3). 

Il considère la L-dopa (L-3,4-dihydroxyphénylalanine), un précurseur de la 

dopamine, comme traitement possible pour le Parkinson. Ce composé, une fois 

métabolisé en dopamine dans l'organisme, pourra venir combler la carence causée 

par la perte des neurones de la voie nigostriée. Elle fut synthétisée pour la 

première fois en 1911 par Casimir Funk. 

En 1967, George Cotzias fait une percée majeure dans la méthode d'administration 

de la L-Dopa qui est encore utilisée à nos jOj.Jrs. Il administrait de faibles doses du 

médicament à ses patients pour éviter les effets secondaires gastro-intestinaux, pour 

ensuite augmenter graduellement la dose quotidienne et éventuellement monter à 
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des concentrations plus élevées(3). Les patients semblaient bien tolérer cette 

augmentation graduelle et commençaient à retrouver une qualité de vie suite à cette 

médication . 

Bien que la découverte de la L-Dopa comme traitement contre la maladie de 

Parkinson fût révolutionnaire, la prise de cette médication d'une façon prolongée 

(plusieurs années) entraina chez la plupart des patients le développement de 

mouvements involontaires nommés dyskinésie, qui sont difficiles à contrôler et 

altèrent de manière considérable leur qualité de vie(2). Jusqu'à ce jour, la dyskinésie 

demeure un grand effet secondaire de cette médication. 

1.1.2 La maladie 

Selon les statistiques de santé Canada, près de 100 000 Canadiens étaient atteints 

de la maladie de Parkinson en 2003. Le taux de prévalence (nombre de personnes 

vivant avec la maladie à une période donnée) est de 100 à 200 pour 

100 000 habitants, alors que le taux d'incidence (nombre de nouveaux cas 

diagnostiqués chaque année) s'élève à 10 à 20 pour 100000 habitants. 

Quatre-vingt-cinq pour cent des cas diagnostiqués concerne des gens âgés de 

65 ans et comme on prévoit que le pourcentage de la population appartenant à ce 

groupe d'âge s'accroîtra considérablement au cours des 30 prochaines années, 

passant de 11 ,6 % à 23,6 % de la population , l'incidence prévue de la maladie de 

Parkinson devrait croître de façon appréciable(4). 

La maladie de Parkinson est une neuropathologie progressive qui affecte 

principalement le mouvement volontaire et contrôlé(4). Elle résulte , en premier lieu, 

en une perte de neurones dopaminergiques dans une partie du cerveau appelée le 

substantia nigra pars compacta (SNpc) qui mène à l'apparition de ces effets 

néfastes(2). Elle se caractérise par plusieurs symptômes typiques(5) tels que la 

présence de tremblements involontaires au repos, une lenteur dans l'exécution de 

certains mouvements, l'apparition d'une certaine rigidité musculaire et peut même 
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entraîner certains problèmes dans la capacité du corps humain à maintenir une 

posture stable. Ces neurones sont responsables de la fabrication de la dopamine 

(un neurotransmetteur). La dopamine a plusieurs rôles à jouer dans l'organisme 

notamment dans l'exécution de mouvements de manière volontaire et dans le bon 

fonctionnement des fonctions cognitives du cerveau(5). 

La figure 1.1 (A) nous montre l'apparence de la voie normale nigrostriatal (en rouge) . 

Elle est composée de neurones dopaminergiques dont les corps cellulaires sont 

situés dans le substantia nigra pars compacta (SNpc) et projette ses afférences vers 

le striatum qui innervent les neurones possédant les récepteurs dopaminergiques 

(putamen et caudate) . Lors de l'apparition des symptômes reliés à la maladie de 

Parkinson , la dopamine du putamen est épuisée à 80 % et les neurones 

dopaminergiques de la SNpc à 60 % perdues(2) comme montré dans la figure 1.1 (8) 

par les neurones en pointillé rouge (voie nigrostriale). De plus, il est remarqué qu'il y 

a présence d'inclusion protéinique intraneuronale appelée corps de Lewy 

(figure 1.1 (C» dans les neurones dopaminergiques de la SNpc restantes(5). Afin de 

pouvoir prévenir cette mort cellulaire, il faudrait comprendre comment elle se produit. 

Figure 1.1 

A 

c . 

Syn ... c ,"''' 

Voie 
nigrostriale 

B. 

Neuropathologie de la maladie de Parkinson. (A) normale, (8) maladie 
de Parkinson , (C) neurones dopaminergiques de la SNpc. 
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1.1 .3 Hypothèses sur les causes de la mort des neurones dopaminergiques 

Jusqu'à présent, nous ignorons presque complètement comment commence et 

progresse la maladie de Parkinson. Des études neuropathologiques de la maladie 

de Parkinson liées à la neurodégénérescence suggèrent des indices possibles à la 

pathogenèse de la maladie. William Dauer et Serge Przedborski(2) résument très 

bien les trois grands facteurs qui pourraient être responsables de la perte des 

neurones dopaminergiques. Ainsi, la mortalité neuronale pourrait être causée soit 

par une défaillance de la respiration cellulaire au niveau des mitochondries, soit par 

des dommages cellulaires importants causés par le stress oxydant soit par 

l'agrégation anormale de protéines au niveau du cytoplasme des neurones. Notons 

aussi, toujours selon Dauer et Przedborski(2) que les 3 phénomènes sont toujours 

observés chez les sujets atteints de Parkinson. La grande question non élucidée est 

à savoir lequel (ou lesquels s'il y a lieu) déclenche l'apparition des autres processus 

de mortalité cellulaire. Bien qu'il existe plusieurs résultats expérimentaux prouvant 

que chacune des 3 hypothèses pourrait s'avérer exacte, nous n'examinerons que le 

cas du stress oxydant, car c'est ce phénomène sur lequel nos hypothèses de 

recherches se sont basées. 

1.2 Stress oxydant : Dérivés réactifs de l'oxygène (ORO) 

1.2.1 Définition 

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus 

biochimiques conduisant à la production dérivés réactifs de l'oxygène (ORO) et ceux 

responsables de la suppression de ces ORO, dites des espèces antioxydantes(6). 

Tous les organismes aérobiques produisent au moins un niveau minimal de ORO. 

La plupart de ces derniers provient de la production secondaire de l'ion superoxyde 

(02-.) durant la réduction de molécules d'oxygène dans la mitochondrie(7). Les 

études au cours des dernières décennies ont révélé l'implication généralisée du 

stress oxydant dans un certain nombre d'états pathologiques, notamment ceux qui 
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ont une incidence accrue avec l'âge(6) (exemples : Parkinson, Alzheimer, sclérose 

latérale amyotrophique). Le système nerveux central est particulièrement vulnérable 

face à ce stress oxydant, tenant compte du taux élevé d'utilisation de l'oxygène, la 

concentration relativement pauvre d'antioxydants classiques et de la haute teneur en 

lipides polyinsaturés qui sont vulnérables au ORO. Il est aussi vulnérable dû à une 

concentration élevée de métaux de transitions capables de catalyser la synthèse des 

DRO(6). La figure 1.2 telle que présentée par Sayre(6) permet de mieux comprendre 

l'origine et les différents facteurs menant à la formation de ORO. 

°2 
SOD ; superoxyde dismutase 
GSH : glutathione péroxydase 
CAT: cata lase 

j chaine de n'anspOli d'électrons des mirochondries 

°2. ' 

Figure 1.2 

j SOD 

CAT GSH 
H20 ~ HzOz - H20 

Métaux j 
(réaction 
de Fenton) 

. OH 

/l~ 
Endommagement EndonUlla!Zement 

de l'.WN . Endonull .. q~~lIlent d l' 'ct -
des prot~mes es Ipl e. 

Réactions métaboliques typiques du stress oxydant. 

Toute la cascade d'évènements a pour origine les mitochondries. Près de 100 % de 

l'oxygène que nous respirons y est consommé dans les processus de respirations 

cellulaires afin de maintenir la survie de l'organisme. Cependant, il y aussi formation 

de ORO comme produits secondaires. La production mitochondriale de ORO 

survient en premier lieu par un radical anion su peroxyde (02- ') provenant d'une 

réaction secondaire lors de l'interception d'un électron par O2 dans la chaine de 

transport d'électrons(6). De plus, H20 2 , produit par les oxydases telles que la 

superoxyde dismutase (SOD), peut entraîner une plus grande susceptibilité au 
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stress oxydant dans les tissus enrichis en ces enzymes(7). Ce dernier, par la réaction 

de Fenton avec réduction des ions des métaux de transition (habituellement Fe(lll) 

ou Cu(l)) peut être transformé en radical hydroxyle(6) (·OH). Ce radical est considéré 

comme le principal promoteur de dommages du stress oxydant en réagissant avec 

les biomacromolécules (ADN, protéines, lipides) de manière non discriminante 

(figure 1.2). Ces dénaturations sont généralement suffisantes pour engendrer la 

mortalité cellulaire. Il est toutefois à noter qu'en temps normal, les dommages 

causés par les ORO sont tenus en échec par une cascade antioxydante efficace, y 

compris les entités enzymatiques et non enzymatiques. 

1.2.2 Antioxydants 

Les antioxydants sont des composés riches en électrons, et donc peuvent en donner 

un ou plusieurs aux radicaux libres. En recevant cet électron , la réactivité de ce 

radical libre est neutralisée et le stress oxydant est interrompu. Les mécanismes de 

défense utilisant des antioxydants comprennent: i) l'élimination des espèces 

oxygénées réactives ou de leurs précurseurs, ii) l'inhibition de la formation de ORO, 

iii) la fixation d'ions métalliques nécessaires à la catalyse de la génération de ORO 

et iv) la régulation à la hausse des défenses antioxydantes endogènes(8). Il existe 

deux catégories d'antioxydants : les antioxydants endogènes (produits par le corps) 

et les antioxydants exogènes (provenant de l'alimentation normale ou de 

suppléments alimentaires). 

1.2.2.1 Antioxydants endogènes 

La cellule possède différentes enzymes permettant de réduire les agresseurs 

oxydants. La superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion 

peroxydase (GSH) (figure 1.2) sont des enzymes antioxydantes, qui métabolisent les 

intermédiaires oxydants toxiques. Ils ont besoin de micronutriments comme 

cofacteurs tels que le sélénium, le fer, le cuivre, le zinc et le manganèse pour leur 

activité catalytique optimale et un mécanisme efficace de défense antioxydante(9). Le 
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tableau 1.1 montre des exemples de plusieurs antioxydants endogènes réagissant 

de façon directe (trappeurs de radicaux libres) ou indirecte (ex. cofacteurs 

d'enzymes neutralisant des radicaux libres) afin de neutraliser les ORO. 

Malheureusement, ces derniers ne sont pas toujours suffisants afin de maintenir un 

équilibre adéquat pour l'élimination des ORO. Les antioxydants exogènes sont 

généralement nécessaires afin d'aider à neutraliser ce stress oxydant. 

Tableau 1.1 
Dérivés réactifs de l'oxygène et leurs antioxydants endogènes correspondants 

Antioxydants endogènes 
ORO 

Rôle direct Rôle indirect 

Radical hydroxyle 
Glutathion peroxydase 

(cofacteur sélénium) 

Peroxyde lipidique 
Glutathion peroxydase 

(cofacteur sélénium) 

Su peroxyde dismutase Ceruloplasmine (cofacteur Cu) 

Radical superoxyde (cofacteur Cu/Zn/Mn) Metallothionine (cofacteur Cu) 

Albumine (cofacteur Cu) 

Catalase Transferrine (cofacteur Fe) 

Peroxyde d'hydrogène (cofacteur Fe) Ferritine (cofacteur Fe) 

Myoglobine (cofacteur Fe) 

Thiols (GSH, acide 
Bilirubine 

lipoique, 

Pro-oxydant! N-acétyle cysteine) Acide urique 
équilibre antioxydant 

NADPH et NADH 

Ubiquinone 
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1.2.2.2 Antioxydants exogènes 

Lors des dernières années, les recherches sur les antioxydants naturels pour 

prévenir les maladies neurodégénératives se sont multipliées. Les vitamines C (1) et 

E (1) (figure 1.3) sont des antioxydants bien connus et largement utilisés pour traiter 

les patients(9). Des études cliniques et sur des animaux suggèrent que la carence en 

vitamine E contribue à la neurodégénérescence et l'apparition ou la progression de 

la maladie de Parkinson(10). La vitamine C, quant à elle, est considérée comme le 

plus important antioxydant hydrosoluble dans les liquides extracellulaires, puisqu'il 

est capable de neutraliser les ORO dans la phase aqueuse avant que la 

peroxydation lipidique soit initiée(9). La bêta-carotène et d'autres caroténoïdes ont 

aussi démontré une protection antioxydante aux tissus riches en Iipides(9). Un certain 

nombre d'autres antioxydants alimentaires existent au-delà des vitamines dites 

traditionnelles . La génistéine @ , les flavonoïdes (!) et les polyphénols du thé vert en 

sont des exemples(10). 

H~ 
HO OH 

Vitamine C (acide ascorbique) (1) Vitamine E (alpha-tocophérol) @ 

OH o 
Genisteine Q) Flavoïdes : Flavone ® 

Figure 1.3 Exemple d'antioxydants exogènes. 

Certains chercheurs(1 1,12) ont même déjà démontré que certains estrogènes 

(hormones stéroïdiennes femelles) agissent en tant que neuroprotecteur dans des 

conditions de stress oxydant. De plus, il est aussi connu(13) que plusieurs stéroïdes 
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de plantes (phytostérols) sont efficaces pour neutraliser les radicaux libres, 

notamment les brassinostéroïdes. Ces derniers sont reconnus pour leurs potentiels 

antioxydants chez les plantes. Il a été démontré qu'ils induisent des réponses 

antioxydantes dans les tomates sous des conditions de stress. En 2000, une étude 

clinique(1 4) a été effectuée mettant en comparaison un groupe de patients atteints de 

la maladie de Parkinson prenant la L-dopa et un groupe mangeant la gourgane (vicia 

faba) , qui est reconnue pour être riche en L-dopa. Cette étude a démontré que la 

consommation de vicia faba a un effet bénéfique chez les patients atteints de la 

maladie de Parkinson. Cependant, la concentration de L-dopa dans la gourgane ne 

serait pas suffisante pour expliquer l'amplitude des réponses observées. La vicia 

faba est une des plantes reconnues pour avoir le plus haut taux de concentration de 

brassinostéroïdes(15) (principalement le brassinolide (ID). C'est l'ensemble de ces 

indices qui nous ont poussés à concentrer nos efforts sur les brassinostéroïdes. 

o 
brassinolide @ testostérone <ID estradiol <Il 

o 
castastérone @ 

Figure 1.4 Ressemblances structurales entre le brassinolide, la testostérone, 
l'estradiol et la castastérone. 

1.3 Brassinostéroïdes 

1.3.1 Historique 

La plupart des plantes possèdent la capacité de synthétiser une grande variété de 

stéroïdes. C'est Mitchell(16) qui fut le premier à étudier les brassinostéroïdes. En 

1970, il réussit à isoler, grâce à une simple extraction à l'éther du pollen de Brassica 

Napus L., un mélange de composés organiques aux propriétés surprenantes. À 

cause de leur origine, il donna le nom de « Brassins» aux mystérieux composants 
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organiques du mélange. Pendant presque dix ans, les véritables structures des 

brassins de Mitchell sont demeurées indéterminées. Ce n'est qu'en 1979 que 

Grove(171 réussit à isoler et caractériser une nouvelle lactone stéroïdienne appelée 

brassinolide (ID. Cette dernière fut récoltée du pollen de Brassica Napus L. qui avait 

été recueilli par les abeilles(15,181. Trois ans plus tard , la castastérone (ID, un 

précurseur biosynthétique du brassinolide, fut isolé par Yokata(191. 

Les brassinostéroïdes (BRs), molécules faisant partie de la famille des phytostérols, 

représentent la sixième classe d'hormones végétales s'inscrivant dans le grand 

règne végétal en plus des auxines, des gibbérellines, des cytokinines, de l'acide 

abscissique et de l'éthylène(201. Ces BRs sont des régulateurs de croissance des 

plantes, de la même façon dont les hormones de croissance aident aux 

développements du corps humain. Leurs effets physiologiques chez les plantes 

incluent des actions sur la balance hormonale, la synthèse de protéines et d'acides 

nucléiques, la croissance, et, plus intéressant encore, l'augmentation de la 

résistance à des facteurs environnementaux non favorables, au stress et aux 

maladies(151. En 2007(211, on dénombrait plus de 70 brassinostéroïdes isolés et 

caractérisés. Même si chacun des membres de cette grande famille est unique, il est 

toutefois possible d'obtenir un aperçu global de leurs différences structurales. 

1.3.2 Caractéristiques structurales des brassinostéroïdes 

Comme plusieurs autres stéroïdes les brassinostéroïdes sont classés en C27, C28. 

C29 selon le nombre de carbones qu'ils possèdent (figure 1.5) . Leurs différences se 

manifestant soit au niveau de la chaîne alkyle, soit au niveau du cycle A ou du cycle 

B(201. Les variations sur les chaînes alkyles se retrouvent soit en C-23 (aucun 

groupement, un hydroxyle, ou un carbonyle), soit en C-24 (aucun groupement ou la 

présence d'éthyle, méthylène ou méthyle), soit en C-25 (t-Bu ou i-Pr) comme décrit 

dans la figure 1.5. De même, il existe plusieurs possibilités pour la configuration des 

alcools en C-2, C-3 et C-4 dans le cycle A. La figure 1.5 (cycle A) décrit la majorité 

de ces différences. En ce qui concerne l'oxydation du cycle B, les types de BRs sont 
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divisés en 7-oxalactone, 6-oxo, 6-désoxy (non oxydé) et 6-hydroxy. Yokota(23) 

démontra que les composés 6-oxo, en particulier, sont en réalité les précurseurs des 

lactones à 7 membres. Il prouva entre autres que la biosynthèse de telles molécules 

passe par une oxydation de type Baeyer-Villiger de façon à réaliser l'expansion de 

cycle. Même si ces cétones peuvent être considérées comme des précurseurs des 

brassinostéroïdes, il est généralement admis(22.23) qu'elles font tout de même partie 

de la famille des brassinostéroïdes, car d'une part elles possèdent la capacité 

d'accélérer la croissance des plantes et d'autres parts peuvent être isolées des 

plantes de la même manière que les brassinostéroïdes « classiques ». Un 

raisonnement identique s'applique aux dérivés 6-désoxy ne possédant pas de 

groupement carbonyle en C-6. Maintenant que nous connaissons les différentes 

structures possibles de ces composés, il serait approprié de connaître leurs champs 

d'application. 
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Figure 1.5 Quelques différences structurelles des brassinostéroïdes. 
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1.3.3 Propriétés et applications des brassinostéroïdes 

Depuis la découverte des brassinostéroïdes, plus de 2000 articles ont été publiés 

sur divers aspects de la recherche qui se fait sur ces composés. Durant les 

dernières décennies, les chercheurs ont réussi à démontrer le caractère hormonal 

surprenant des brassinostéroïdes en plus d'avoir mis au point, en détail , plusieurs 

modèles afin de prédire leur bioréactivité chez les plantes. Des études ont été aussi 

réalisées sur diverses autres propriétés des brassinostéroïdes, notamment leur 

capacité à stimuler la photosynthèse(24.2S). Ces hormones furent étudiées très 

largement dans le contexte de l'agroalimentaire, cependant très peu d'études ont été 

réalisées sur leur effet potentiel chez les mammifères. Quelques rares études ont 

démontré leurs propriétés anti-prolifératives(26-28) sur des cellules cancéreuses 

humaines ainsi que leur activité anti-virale(29-31). Une de leurs propriétés fut 

particulièrement étudiée avec précision , soit leur non-toxicité. En effet, les 

chercheurs de la compagnie japonaise Nippon Kayaku(23) ont démontré que la LOso 

du 24-épibrassinolide chez la souris est de plus de 1,000 mg/kg ce qui en fait un 

composé très peu toxique. Ceci ouvre donc la porte à la réalisation de différentes 

études sur ces composés forts intéressants chez les mammifères. 

Les résultats de nos recherches(32.33) suggèrent que les brassinostéroïdes ont des 

propriétés antioxydantes et anti-apoptotiques, et qu'ils jouent un rôle neuroprotecteur 

des neurones de mammifères en culture. À notre connaissance, nous sommes les 

premiers à étudier ces propriétés des brassinostéroïdes. Maintenant que nos 

hypothèses et leurs racines ont été bien définies, on se doit de formuler clairement 

les objectifs de notre projet de recherche. 
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1.4 Objectifs du projet de recherche 

1.4.1 Premier objectif 

À la section 1.3.1, nous avons rapporté que certains brassinostéroïdes se retrouvent 

dans le pollen de certaines plantes. Cependant, ils peuvent aussi se retrouver dans 

plusieurs autres parties de la plante comme les feuilles et même dans les tissus 

végétaux. Cependant, un problème de taille se présente lorsque nous voulons 

obtenir ces molécules. Tout d'abord , seulement deux molécules sont facilement 

disponibles commercialement soit le 24-épibrassinolide <.ID et le 228, 

238-homobrassinolide (1Q) (figure 1.6). 

Figure 1.6 

o 
24-epibrassinol ide a!.) 

o 
228 , 238 Homobrassinolide (1Q) 

Les deux brassinostéroïdes disponibles commercialement. 

De plus, comme les expérimentations de Mitchell(16) et Grove(17) l'ont démontré, la 

concentration effective des brassinostéroïdes dans les plantes est 'relativement 

faible. Plus précisément, les valeurs se situent généralement entre 0,0001 IJg à 

6700 IJg de brassinostéroïdes par kg de plante selon Bajguz(20). Notons aussi que 

les procédures de purifications connues(34) à partir d'extraits de plantes sont 

relativement longues et laborieuses. Le meilleur moyen d'obtenir ces molécules est 

donc d'en réaliser leurs synthèses (ou hémisynthèse). 

Ce projet de recherche a pour premier objectif la synthèse de 

deux brassinostéroïdes naturels (11 et .11) et leur isomère non naturel (ll et 1Q) de 

la famille des 29 carbones (figure 1.7) . Nous allons également tenter d'optimiser les 
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rendements globaux existants dans la littérature quant à la synthèse de ces derniers. 

Finalement, le potentiel neuroprotecteur de ces brassinostéroïdes et de leurs 

précurseurs préparés sera évalué in vitro avec un modèle toxicologique de la 

maladie de Parkinson. Nous pourrons ainsi vérifier le potentiel de nos molécules à 

combattre le stress oxydant engendré par une toxine reproduisant le plus possible la 

neurodégénérérescence caractéristique du Parkinson. Nous avons ' décidé de 

commencer par cette famille puisque celle-ci représente une suite logique des 

travaux antérieurs effectués dans notre laboratoire(35l . 

11 (X = CH2) Homocastasterone 
12 (X = OCH2) Homobrassinolide 

o 
13 (X = CH2) 228, 23S Homocastasterone 
10 (X = OCH2) 228, 238 Homobrassinolide 

Figure 1.7 Brassinostéroïdes et précurseurs cibles de la famille des 29 carbones. 

1.4.2 Second objectif 

Les BRs des familles à 27 et 28 carbones représentent les familles les plus 

abondantes et les plus diversifiées chez les plantes. Malheureusement, ils sont aussi 

les plus difficiles à préparer. La difficulté de la synthèse de ces composés réside 

dans la préparation de la chaîne dihydroxylée de façon stéréosélective. Cette chaîne 

comporte entre 8 et 10 carbones et possède 4 centres asymétriques contigus. Dans 

cet ordre d'idée, le second objectif de ce projet de recherche sera de tenter de 

reconstruire les chaînes latérales des BRs de la famille des 27 et 28 carbones à 

l'aide de la chimie des métaux allyliques. Pour ce faire, nous avons décidé de 

préparer les aldéhydes 14, 15 et 16 possédant un aldéhyde sur le carbone 22 ayant 

des niveaux de fonctionnalité différente des cycles A et B (figure 1.8). Ces derniers 
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nous permettront d'ajouter différents nucléophiles carbonés afin de reconstruire la 

chaîne alkyle appropriée pour ces familles. 

Figure 1.8 

o o OMe 

Aldéhyde 14 Aldéhyde ll Aldéhyde 16 

Aldéhydes 14, 15 et 16 désirés permettant de reconstruire les chaînes 
latérales des familles à 27 et 28 carbones. 

La synthèse comporte aussi un atout important, soit la possibilité de tester l'activité 

de neuroprotection des intermédiaires synthétiques au fur et à mesure que les 

fonctions seront ajoutées. Ainsi, il sera possible de cibler laquelle de leurs fonctions 

contribue à l'activité biologique recherchée. Comme nous le verrons dans les 

chapitres Il, III et IV, plusieurs chimistes ont déjà travaillé à la synthèse de ces 

produits naturels complexes, ainsi que leurs précurseurs, ce qui nous fournira une 

aide précieuse dans la préparation de ces hormones de plantes particulières. 



CHAPITRE Il 

SYNTHÈSE DES BRASSINOSTÉROïDES DE LA FAMILLE DES 29 CARBONES 

2.1 Choix du produit de départ 

Il existe deux approches conceptuellement différentes pour la synthèse des 

stéroïdes : la synthèse totale et la synthèse partielle (hémisynthèse). La première 

approche impliqu~ la synthèse de la molécule entière de stéroïdes à partir de 

précurseurs simples. La seconde approche repose sur la transformation d'un 

composé de départ qui possède déjà un fragment tétracylique spécifique aux 

stéroïdes. 

Malgré le grand nombre de méthodes développées en chimie organique, la synthèse 

totale s'est avérée n'être abordable que pour la préparation de stéroïdes 

relativement simples. Cependant, cette approche est essentielle pour la recherche 

de nouveaux médicaments de type stéroïdien avec un squelette modifié. Cette 

dernière peut être aussi une opportunité pour l'élaboration de nouvelles méthodes 

de synthèse, mais elle est toutefois très rarement utilisée lors de la synthèse des 

BRs(12). 

En grande majorité, les BRs fabriqués par hémisynthèse impliquant l'introduction de 

groupes fonctionnels nécessaires sur le fragment tétracylique. Toutefois, le premier 

problème auquel nous faisons face est le choix de produit de départ. Il existe 

quelques règles à suivre quant au choix du produit de départ approprié. 
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Premièrement, il faudrait préférentiellement prendre un produit avec le même 

squelette carboné que le BR cible. En second lieu, il est important que le produit de 

départ ait des groupements fonctionnels qui puissent être transformés en des 

groupements caractéristiques des BRs. Finalement, une synthèse multiétape linéaire 

nécessite généralement une grande quantité de composé de départ. Le choix d'un 

produit facilement disponible et peu couteux (si possible) devrait donc être pris en 

considération. Les produits de départ les plus utilisés(12) dans la synthèse de BRs 

sont présentés à la figure 2.1. 

17, stigmastérol (R1 = Et, R2 = H) 
18, crinostérol (R1 = Me, R2 = H) 
19, brassicastérol (R1 = H, R2 = Me) 

20, ergostérol 

Figure 2.1 Les produits de départ les plus utilisés dans la synthèse de BRs. 

Ces composés de départ sont les plus appropriés pour l'hémisynthèse des BRs 

puisqu'ils possèdent une double liaison en C-22, C-23 permettant la dihydroxylation 

caractéristique importante des brassinostéroïdes. La présence de la double liaison 

donne également la possibilité de remplacer une partie de la chaîne latérale par 

un aldéhyde au carbone 22 (voir figure 1.8). Ce dernier permettra de reconstruire 

d'une manière stéréosélective la chaîne latérale appropriée pour l'obtention de BRs 

de la famille des 27 ou des 28 carbones désirés. Il serait intéressant de pouvoir 

commencer la synthèse des BRs de la famille des 28 carbones comme la 

castastérone <ID et le brassinolide <ID à partir du crinostérol (!ID ou du brassicastérol 

(!ID, respectivement, puisque ces derniers possèdent le même squelette carboné 

que ces BRs. Cependant ces composés sont difficilement disponibles et très 

coûteux comparativement au stigmastérol (ll) ou à l'ergostérol @) (figure 2.1). 
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Nous venons ainsi de réduire nos possibilités de produit de départ à deux produits, 

soit le stigmastérol et l'ergostérol. Si nous comparons structurellement ces 

deux composés, nous pouvons constater que le stigmastérol possède déjà le même 

squelette carboné que les BRs de la famille des 29 carbones que nous voulons 

synthétiser, contrairement à l'ergostérol qui lui possède un squelette carboné des 

BRs à 28 carbones. De plus, la configuration du méthyle en C-24 n'est pas celle que 

nous désirons pour la synthèse de la castastérone 00 et le brassinolide (ID. 
Finalement, la présence du diène en C-6, C-7 chez l'ergostérol @) rend la 

transformation plus complexe. Pour toutes ces raisons, nous avons décidé de choisir 

le stigmastérol (1I) comme produit de départ pour réaliser nos synthèses. 

2.2 Article scientifique (Full paper) 

Brassinosteroids and analogs as neuroprotectors: synthesis and 

structure-activity relationships 

Jihane Ismaili, Martin Boisvert, Fanny Longpré, Julie Carange, Céline Le Gall, 

Maria-Grazia Martinoli and Benoit Daoust* 

Département de chimie-biologie, Groupe de recherche en neuroscience, Université 

du Québec à Trois-Rivières, 3351 boulevard des Forges, C.P. 500, Trois-Rivières, 

Québec, Canada G9A 5H7 

*benoit.daoust@uqtr.ca 

Keywords : Brassinosteroids, Structure-activity relationship, Neuroprotection, 

MPP+, Dopaminergic cells, Parkinson's disease 

Steroids, 2012, 71, 91-99 
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Cet article de recherche porte sur la synthèse et la caractérisation de quelques 

brassinostéroïdes de la famille des 29 carbones (homocastastérone (11) , 

homobrassinolide (ll)) et leurs précurseurs, ainsi qu'un brassinostéroïde non naturel 

(22S, 23S homocastastérone (ll)) . Ces derniers ont été utilisés afin de démontrer 

leur potentiel neuroprotecteur in vitro avec un modèle toxicologique de la maladie de 

Parkinson . Cet article montre également le travail d'optimisation effectué afin 

d'améliorer les rendements globaux existants dans la littérature quant à la synthèse 

de ces derniers. En conclusion , ce manuscrit nous permet de répondre au premier 

objectif de ce projet de recherche. 

J'ai synthétisé et caractérisé 75 % des brassinostéroïdes et leurs précurseurs 

présentés dans cet article. J'ai également rédigé la partie expérimentale (chimique). 

Martin Boivert a synthétisé et caractérisé 25 % de ces composés. Fanny Longpré, 

Julie Carange et Céline Le Gall ont effectué les tests biologiques. Fanny Longpré 

(discussion partie biologique) et Pr Benoit Daoust (discussion partie chimique) ont 

rédigé l'article. Pr Maria-Grazia Martinoli a supervisé les tests biologiques. 

Il est à noter que la numérotation des molécules présentée dans l'article ne suit pas 

la numérotation des molécules présentée dans ce mémoire. 
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ABSTRACT 

We have demonstrated previously that the brassinosteroid (BR) 24-epibrassinolide 

exerts neuroprotective effects deriving from its antioxidative properties. In this study, 

we synthesized 2 natural BRs and 5 synthetic analogs and analyzed their 

neuroprotective actions in neuronal PC12 cells, against 1-methyl-4-phenylpyridinium 

(MPP+), a neurotoxin known to induce oxidative stress and degenerescence of 

dopaminergic neurons characteristic of Parkinsonian brains. We also tested the 

neuroprotective potential of 2 commercially-available BRs. Our results disclosed that 

6 of the 9 BRs and analogs tested protected neuronal PC12 cells against MPP+ 

toxicity. In addition, our structure-activity study suggests that the steroid B-ring and 

lateral chain play an important role for their neuroprotective action. 
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INTRODUCTION 

BRs are highly oxygenated steroids isolated from several vegetables, including 

Vicia faba seeds and pollen [1-3] . To date, about 60 natural BRs have been 

identified, such as 24-epibrassinolide (1) and homocastasterone (2a) (Fig. 1), both 

oxygenated in positions 2, 3, 6, 22 and 23 [4] . Several BR non-natural analogs, such 

as 22S, 23S-homocastasterone (2 b) and 22S, 23S-homobrassinolide (3) (Fig. 1), 

have been synthesized [5 ,6]. Owing to their peculiar structural features, their 

extremely low abundance in natural sources and potent biological activity [7] , BRs 

have been the subject of numerous synthetic efforts [5 ,6,8-10]. Their 4 contiguous 

chiral centers (C-20, C-22, C-23 and C-24) represent major challenges in the 

synthesis of these steroids. The methods developed by McMorris et al. [5] , Mori et al. 

[6] and Brosa et al. [8] are especially efficient and versatile, allowing the swift 

preparation of a variety of 29-carbon BRs. Ali these protocols use stigmasterol as the 

starting product, and their synthetic scheme can be summarized in 2 main reaction 

sequences : i) transformation of the homoallylic alcohol functionality of stigmasterol 

into 2,3,6- and 3,6-oxygenated moieties, and ii) standard osmylation of the 22, 

23-alkene, resulting in 22, 23-dihydroxylated steroidal side-chains. 

BRs are being studied intensively to understand their role in plant metabolism. 

Their main physiological effects in plants include regulation of hormonal balance, 

activation of protein and nucleic acid synthesis, enzyme activity, growth promotion, 

and , most interestingly, increased resistance to unfavorable environmental factors, 

stress and diseases (for review see [7]) . BRs have also been reported to exert 

anti-oxidative actions [11 -17]. Exogenous application of natural BRs, such as 

24-epibrassinolide (1) , to plants enhances activities of the enzymatic antioxidants 

superoxide dismutase (SOD) , catalase (CAT) and peroxidase, reducing lipid 

peroxidation [11 -15]. Oral administration of homobrassinolide evokes anti-oxidative 

outcomes in mammals [16] . Recently, we determined that 24-epibrassinolide (1) 

modulates SOD, CAT and glutathione peroxidase (GPx) in mammalian cells [17]. 
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Several neurodegenerative diseases, e.g . Parkinson's disease (PD), are 

associated with oxidative stress [18]. PD is characterized by the selective 

degeneration of nigrostriatal dopaminergic neurons, resulting in dopamine (DA) 

depletion [19] . Numerous studies have demonstrated that, in post mortem samples 

of substantia nigra pars compacta , DAergic neurons exhibit markers of oxidative 

stress, su ch as lipid peroxidation , DNA oxidative damage, and carbonyl 

modifications of soluble proteins [20,21]. L-3,4-Dihydroxyphenylalanine (L-dopa) , the 

amine acid precursor of DA, is nowadays the most effective symptomatic treatment 

of PD [22] . Clinical reports indicate that consumption of Vicia faba beans and 

seedlings, which conta in L-dopa [23,24] , has beneficial effects on PD patients 

[25,26]. However, the concentration of L-dopa in Vicia faba is not suffi cie nt to explain 

the magnitude of the responses observed in PD patients [26]. Thus, it raises the 

possibility that other compounds in Vicia faba may complement the effect of L-dopa. 

It is known that Vicia faba contains BRs such as 24-epibrassinolide (1) , castasterone 

and brassinolide [1-3] . Recently, we established that 24-epibrassinolide (1) is 

neuroprotective of nerve growth factor (NGF)-differentiated PC12 (neuronal) cells 

against MPP+-induced toxicity [17] . MPP+ is the active metabolite of 1-methyl-4-

phenyl-1 ,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) , a toxin serving extensively to reproduce 

PD in animal models [27] . This neurotoxin is known to act as an in vitro and in vivo 

oxidant [28] . MPP+ is selectively taken up by DAergic neurons via high-affinity DA 

transporters expressed in NGF-differentiated PC12 cells [29,30]. The neurotoxin is 

actively transported into mitochondria where it interferes with mitochondrial 

respiration through complex 1 inhibition [31-33] . It evokes elevated levels of reactive 

oxygen species (ROS) in MPP+-treated neuronal cells [34-36] and neuronal cell 

death by apoptosis [37,38]. We recently reported that 24-epibrassinolide (1) 

modulates SOD, CAT and GPx activities and reduces MPP+-induced apoptosis and 

intracellular ROS in neuronal PC12 cells [17]. 

The aim of the present investigation study was to evaluate the neuroprotective 

effects of natural BRs and synthetic analogs and provide new insights into their 

structure-activity relationships as neuroprotective molecules in a well-known in vitro 
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model of PD, NGF-differentiated PC12 cells [29,39] . We followed the protocol of 

Brosa et al. to prepare BRs for this study [8] . This strategy was particularly 

well-suited for our work since it allowed us to freely functionalize steroid A and B 

rings as weil as C20-C29 side-chain. We were, therefore, able to synthesize 7 BRs 

with different levels of oxygenation. We demonstrated that some of these molecules 

were neuroprotective against MPP+-evoked toxicity. Structure-activity analysis 

revealed the importance of lateral chain and B ring functionalization for 

neuroprotection. We also noted that BR hydroxyl group configurations were not 

crucial for neuroprotection. Overall , our findings clearly indicate that BRs and 

analogs are new protective molecules against MPP+-induced toxicity. Therefore, 

they might be regarded as novel candidates to investigate the outcomes of 

complementary and/or preventive therapies in neurodegenerative diseases. 
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EXPERIMENTAL 

2. 1. General 

Ali reagents, including 24-epibrassinolide (1) and 22S, 23S-homobrassinolide 

(3) , were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada) unless noted 

otherwise. Ali solvents (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada) were ACS-certified , 

distilled and dried prior to use. Reactions requiring anhydrous conditions were 

conducted under positive nitrogen atmosphere in oven-dried glassware, and reaction 

flasks were fitted with rubber septa for the introduction of substrates and reagents 

via standard syringe techniques. Flash chromatography was performed on Merck 

silica gel 60 on Siliaflash P60 (0.040-0.063 mm, Silicycle, Ouebec, OC, Canada) 

under compressed air pressure. Analytical thin-layer chromatography (TLC) was 

carried out on pre-coated (0.25 mm) Merck silica gel F54 plates (VWR, Ville 

Mont-Royal, Oc, Canada) or on silica gel 60 (0.25 mm, Silicycle, Ouebec, OC, 

Canada) and developed with an acid solution of ammonium phosphomolybdate. 

1H-NMR spectra were recorded on a Varian 200 MHz NMR spectrometer with CDCI3 

(0 = 7.26 ppm) as reference. 13C-NMR spectra were traced at 50.3 MHz with CDCI3 

(0 = 77.1 ppm) as reference. For acetate 9, NMR spectra were charted on a Varian 

600-MHz spectrometer. The data reflect the following: chemical shift in ppm, 

multiplicity (d = doublet, t = triplet, q = quartet, m = multiplet, br = broad, dd = doublet 

of doublets, dt = doublet of triplets, td = triplet of doublets), number of protons, 

coupling constants in Hertz and assignation (if possible) . IR spectra were recorded 

by Nicolet Impact 420 spectrophotometer. Low resolution mass spectra (LRMS) 

were recorded on an Agilent Technologies GC system 6890N and mass detector 

5973 with helium as carrier gas. High resolution mass spectra (HRMS) were 

measured in the electrospray (ESI) mode on an HPLC 1200 system with a TOF 6210 

detector from Agilent Technologies. Melting points (mp) were recorded on an 

Electrothermal apparatus and were uncorrected. If compounds were recrystall ized 

prior to determination of their melting points, the re-crystallization solvent is indicated 

in brackets. 
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2.2. (22E, 24S)-3a,5-cyclo-stigmast-22-en-6-one (5) 

Compound 5 was prepared in 3 steps from stigmasterol (4) according to 

Brosa's method [8] . Under N2 atmosphere and anhydrous conditions, 5.25 9 

(12.1 mmol) of stigmasterol (4) 95% (Acros Organics, Fisher Scientific, Ottawa, ON, 

Canada) were dissolved in 60 ml of toluene. To this solution, 13.0 ml (93.1 mmol, 

7.7 eq) of triethylamine were added with a syringe. The mixture was then cooled to 

o oC and 2.8 ml (36.1 mmol, 3.0 eq) of MeS02CI were included drop-wise over 

10 min. After stirring at 0 oC for 1.5 h, the resulting yellow solution was diluted with 

water and extracted with toluene (3X). The organic layers were washed with 

saturated aq. NaHC03 (2X) and brine, then dried over MgS04 . Evaporation of the 

solvent provided 5.84 9 (97%) of the mesylate. This step was rep~ated several 

times, and the yields obtained were 95-97%. 1H_ and 13C-NMR data on the crude 

compound were consistent with data in the literature [8]. 

4.30 9 (8.78 mmol) of mesylate were suspended in 80 ml of water and 240 ml 

of acetone. 1.09 9 (13.2 mmol, 1.2 eq) of KHC03 was then added and the 

suspension was heated under reflux for 6 h to achieve i-sterol rearrangement. The 

solution was allowed to reach room temperature and extracted with EtOAc (3X). The 

organic layers were washed with water, saturated aq. NaHC03 and brine, then dried 

over MgS04 . Evaporation of the solvent provided 3.34 9 (93%) of yellow oil. This 

step was repeated several times and the yields obtained were 87-93%. Note that the 

1H_ and 13C-NMR data on the crude compound were consistent with data in the 

literature [8] . 

3.16 9 (7.65 mmol) of crude alcohol were dissolved in 80 ml of acetone. The 

solution was stirred and cooled to 0 oC in an ice bath. Jones reagent (8N-Cr03: 

5.33 9 of Cr03 were dissolved in 4.4 ml of concentrate H2S04 , then water was 

added to obtain a 20 ml solution) was included dropwise until the mixture became 

reddish (- 3 ml). The reaction was stirred at 0 oC for 5 min. and the solvent was 

removed under reduced pressure. The green residue was diluted with water and 

extracted with EtOAc (3X). The organic layers were combined , washed with 
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saturated aq. NaHC03 (2X) and brine, then dried over MgS04 . Evaporation of the 

solvent provided 2.82 9 (83%) of pure 5. This step was repeated several times, and 

the yields obtained were 78-83%. mp lit. 98-99 oC [8] exp. (EtOH) 95-9rC. 

1H-NMR (200 MHz, COCI3) 0 (ppm) 5.16 (dd, 1H, J=8 and 15 Hz, H-22), 5.08 (dd, 

1H, J=8 and 15 Hz, H-23), 2.42 (1H, dd, J= 8 and 14 Hz, H-7a), 2.10-1.10 (m, 25H), 

1.03 (s, 3H, H-19) , 1.02 (d, 3H, J=6 Hz, H-21), 0.98-0.78 (m, 9H) , 0.73 (s, 3H, H-18) . 

13C_NMR (50 MHz, COCI3) 0 .(ppm) 210.1 (C-6) , 138.3 (C-22) , 129.7 (C-23), 57.7, 

56.1 , 51 .5, 47.0, 46.5, 46.3, 45.0, 42.8, 40.7, 39.8, 35.6, 35.0, 33.7, 32.1, 29.1, 26.1 , 

25.6, 24.4, 23.1, 21.4, 21 .3, 19.9, 19.2, 12.5, 12.4, 11.9. IR (KBr, v (cm-1» 2943, 

2856, 1685, 1478, 1369, 1298, 1167, 966, 922. LRMS (m/z , relative intensity) 410 

(M+) (100) , 392 (10) , 367 (70) , 298 (70), 271 (75). Note that 1H_ and 13C-NMR data 

on this compound were consistent with data in the literature [8] . 

2.3. (22E, 24S)-stigmasta-2,22-dien-6-one (6) 

Under inert atmosphere, a mixture of pentacyclic ketone 5 (4.88 g, 

11.87 mmol), pyridinium chloride (0.51 g, 5.94 mmol, 0.50 eq), dry LiBr (0.69 g, 

5.94 mmol , 0.50 eq) and dimethylacetamide (OMA, 50 ml) was heated under reflux 

conditions for 4 h. The reaction was then cooled to 0 oC to initiate crystallization. The 

pure product was collected by filtration . The filtrate was also cooled to 0 oC to induce 

further crystallization, and the product was again filtered. This step was repeated 

2 more times until no crystallization was apparent. 4.67 9 (96%) of pure 6 was 

obtained. mp lit. 110-111 oC [8] exp. (EtOH) 111-112 oC. 1H-NMR (200 MHz, COCh) 

o (ppm) 5.66-5.58 (m, 2H, H-2 and H-3), 5.13 (dd, 1 H, J=8 and 15 Hz, H-22) , 

5.07 (dd, 1H, J=8 and 15 Hz, H-23), 2.40-1.20 (m, 26 H) , 1.04 (d , 1H, J=7 Hz, H-21), 

1.02-0.80 (m, 9H), 0.71 (s, 3H, H-19), 0.69 (s, 3H, H-18). 13C_NMR (50 MHz, COCh) 

o (ppm) 212.4 (C-6) , 138.3 (C-22) , 129.8 (C-23) , 125.2 and 124.8 (C-2 and C-3), 

57.1, 56.1,54.1 , 53.7, 51 .5, 47.3, 42.9,40.7, 40.3, 39.6, 37.9, 32.1 , 29.0, 25.6, 24.2, 

22.0, 21.4, 21 .3, 19.2, 13.7, 12.5, 12.4. IR (KBr, v (cm-1» 2961 , 2863, 1710, 1460, 

1389, 965. LRMS (m/z , relative intensity) 410 (M+) (100), 395 (80), 367 (25), 297 
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(25) , 269 (30) . Note that the 1H_ and 13C-NMR data on this purified compound were 

consistent with data in the literature [5,8]. 

2.4. General procedure for preparation of compounds 2a and 2b 

0.62 9 (1 .52 mmol) of diène 6 was dissolved in 30 ml of t-BuOH/H20 (1 :1). To 

this solution was added 1.26 9 (9.10 mmol, 6.00 eq) of K2C03, 3.00 9 (9.10 mmol , 

6.00 eq) of K3Fe(CN)s, 0.14 9 (0.30 mmol, 0.20 eq) of dihydroquinidine-4-

chlorobenzoate (DHQD) , 0.29 9 (3.00 mmol, 2.00 eq) of methanesulfonamide" and 

0.60 ml (0.06 mmol, 0.04 eq) of a 2.5% OS04 solution in t-butano!. The mixture was 

stirred at room temperature for 6 days. 1.20 9 of NaHS03 was then added and the 

reaction was stirred for another 18 h at room temperature. t-BuOH was removed 

under reduced pressure, and the residue was extracted with EtOAc (6X). Combined 

organic layers were washed with water, 0.25 M H2S04 (3X) and brine, then dried 

over MgS04 and concentrated under vacuum. The crude product was purified by 

flash chromatography on silica gel CH3CI/EtOH (0 --+ 6%) to provide the 2 desired 

compounds, 2a and 2b. 

2.4.1 . (22R, 23R)-homocastasterone (2a) 

81 .9 mg (13.4%). TlC: CHCI3/EtOH (9:1) Rt=0.21. mp lit. 227-230 oC [40] exp. 

223-225 oC. 1H-NMR (200 MHz, CDCb) 0 (ppm) 4.05 (m, 1 H, H-3), 3.66-3.82 (m, 

2H), 3.59 (d, 1 H, J=9 Hz), 2.69 (dd , 1 H, J=3.5 and 12.5 Hz, H-5) , 2.3 (dd , 1 H, J=4.3 

and 12.9 Hz), 0.9-2.2 (m), 0.76 (s, 3H, H-19), 0.68 (s, 3H, H-18) . 13C-NMR (50 MHz, 

CDCI3) 0 (ppm) 211 .9 (C-6), 74.5 and 72.7 (C-22 and C-23), 68.4 and 68.3 (C-2 and 

C-3), 56.5, 53.6, 52.5, 50.7, 46.7, 46.3, 42.8, 42.6, 40.2, 39.4, 37.7, 36.9, 30.9, 28.8, 

27.6, 26.3, 23.8, 21.2,19.4, 18.8,13.6, 13.4, 11 .9, 11 .9. IR (neat, 

v (cm-1» 3493, 3447, 2965, 2940, 2862, 1699. HRMS calculated for C29H51 0 5 (MH+): 

479.3737; found 479.3723. Note that the 1H_ and 13C-NMR data on this purified 

compound were consistent with data in the literature [5]. 
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2.4.2. (22S, 23S)-homocastasterone (2b) 

71 .2 mg (11.5%). TlC: CHCI3/EtOH (9:1) Rr O.29. mp lit. 204-207 oC [5] exp. 

206-208 oC. 1H-NMR (200 MHz, CDCb) 0 (ppm) 4.05 (m, 1 H, H-3) , 3.72-3.82 (m, 

1 H), 3.58-3.62 (m, 2H, H-22 and H-23), 2.68 (dd, 1 H, J=3.5 and 12.5 Hz, H-5), 2.3 

(dd , 1 H, J=4.3 and 12.9 Hz), 0.9-2.2 (m), 0.76 (s, 3H, H-19) , 0.70 (s, 3H, H-18). 13C_ 

NMR (50 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 211 .9 (C-6), 72.2 and 70.6 (C-22 and C-23) , 68.4 

and 68.3 (C-2 and C-3), 56.3, 53.7, 52.6, 50.7, 49.6, 46.7, 43.5, 42.5, 42.3, 40.2, 

39.4,37.6,27.8, 26.9,26.3,24.2,21.7, 21.2, 18.6, 17.7, 14.5, 14.1 , 13.5, 11 .9. IR 

(neat, v (cm-1» 3361 , 2948, 2869, 1713. HRMS calculated for C29Hs1 0 S (MH+): 

479.3737; found 479.3723. Note that the 1H_ and 13C_ NMR data on this purified 

compound were consistent with data in the literature [5] . 

2.5. (22E, 24S)-2a,3a-dihydroxy-5a-stigmast-22-en-6-one (7) 

0.25 9 (0.61 mmol) of diène 6 was suspended in 7.5 ml of acetone/water (9:1) 

containing 0.18 9 (1 .52 mmol, 2.50 eq) of 4-methylmorpholine N-oxide (NMO). After 

the addition of 0.20 ml of a 2.5% OS04 solution in t-butanol (0.02 mmol, 0.03 eq), 

the suspension was stirred at room temperature for 12 h. Solid sodium bisulfite was , 

then added in excess to destroy the remaining OS04 and stirred at room temperature 

for 5 h. The resulting mixture was diluted with water and extracted with EtOAc (3X). 

The organic layers were washed successively with 5% NaHS03 (2X), saturated aq . 

NaHC03 (2X) and brine (2X), then dried over MgS04. Evaporation of the solvent 

gave 217 mg of a yellow solid which was first purified by flash chromatography on 

silica gel (CHCI3/MeOH 2%) and then recrystallized from EtOH to obtain 160 mg of 

pure 7 (60%) as white filaments. mp lit. 238-240 oC [41] exp. (EtOH) 237-239 oC. 1H_ 

NMR (200 MHz, CDCb) 0 (ppm) 5.13 (dd , 1H, J=8 and 15 Hz, H-22), 5.07 (dd , 1H, 

J=8 and 15 Hz, H-23) , 4.04 (m, 1H, H-3j3) , 3.75 (m, 1H, H-2j3) , 2.65 (dd , 1H, J=3 and 

13 Hz, H-5), 2.31 (dd, 1H, J=4 and 13 Hz), 2.20-1.10 (m, 24H), 1.03 (d, 3H, J=6 Hz, 

H-21), 0.74-0.86 (m, 9H), 0.75 (s, 3H, H-19), 0.68 (s, 3H, H-18). 13C_NMR (50 MHz, 

CDCI3) 0 (ppm) 212.3 (C-6) , 138.2 (C-22), 129.9 (C-23) , 68.6 and 68.5 (C-2 and 
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C-3), 57.0, 56.1, 54.0, 51 .5, 50.9, 47.0, 43.1, 42.8, 40.6, 40.5, 39.6, 37.9, 32.1, 28.9, 

26.5, 25.6, 24.2 21.4, 21 .3, 19.2, 13.8, 12.5. IR (KBr, v (cm-1» 3384, 2954, 2856, 

1712, 1451 , 1374, 1048, 966. LRMS (m/z relative intensity) (TMS derivative) 573 

(M+-CH3) (30), 498 (15), 471 (100), 382 (30). HRMS calculated for C29H490 3 (MH+): 

445.3682; found 445.3676. Note that the 1H_ and 13C_ NMR data on this purified 

compound were consistent with data in the literature [41]. 

2.6. Homobrassinolide (8) 

A solution of homocastasterone 2a (0.106 g, 0.22 mmol) in CHCI3 (10 ml) was 

added drop-wise to a stirred solution of peroxytrifluoroacetic acid (0.22 mmol, 10 eq) 

[prepared from 30% aq. H20 2 (0.26 ml, 0.22 mmol) and (CF3COhO (1 .58 ml, 

1.85 mmol, 5 eq) in CHCI3 (5 ml) at 0 oC]. The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 2 h, diluted with CHCI3 (10 ml) , and the resulting solution was 

washed with H20 , saturated aq . Na2C03 (2X), saturated NaHS03 (2X) and brine, 

th en dried over MgS04. Evaporation of the solvent gave a colourless solid which was 

recrystallized from EtOAc to obtain 22R,23R-homobrassinolide 8 (70 mg, 65%) mp 

lit. 249-251 oC [40] exp. (EtOH) 245-247 oC. 1H-NMR (200 MHz, CDCb) 0 (ppm) 

4.05 (m, 3H), 3.71 (m, 2H), 3.57 (d , 1 H, J=8.6 Hz), 3.12 (dd , 1 H, J=5.1 and 12.1 Hz), 

0.87-2.2 (m), 0.71 (s, 3H, H-18). 13C_NMR (50 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 176.2 (C-6), 

74.4 and 72.8 (C-22 and C-23) , 70.4 and 68.1 (C2 and C-3), 68.1 (C-7), 58.2, 52.5, 

51 .3, 46.3, 42.5, 41 .5, 40.9, 39.6, 39.2, 38.3, 36.9, 31 .0, 28.8, 27.6, 24.7, 22.2, 21.2, 

19.4, 18.8, 15.5, 13.5, 11 .9, 11 .7. IR (neat, v (cm-1» 3436, 2965, 2933, 2837, 1695. 

HRMS calculated for C29Hs106 (MH+): 495.3686; found 495.3674. Note that the 1H_ 

and 13C-NMR data on this purified compound were consistent with data in the 

literature [5] . 

2.7. (22E, 24S)-3{3-acetoxy-5a-stigmastan-22-en-6-one (9) 

1.80 g (4.38 mmol , 1.00 eq) of pentacyclic ketone 5 were added to 90 ml of 

glacial acetic acid. After complete dissolution, 8.8 ml of aqueous 1 M H2S04 were 
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added. The heterogeneous solution was refluxed for 2 h. The solution was then 

cooled to room temperature, diluted with water and extracted with EtOAc (4X). The 

organic layers were combined , washed with water (6X) , saturated NaHC03 (2X) and 

brine (2X). After evaporation of the solvent, the yellow crude product was dissolved 

in 20 ml of pyridine. 1.85 ml of acetic anhydride and 18 mg of 

4-dimethylaminopyridine (DMAP) were then added. After stirring at room 

temperature for 3 h, the orange mixture was diluted with water and extracted with 

EtOAc (4X). The organic layers were combined and washed with water (3X), 

saturated NaHC03 (2X) and brine (2X). The solution was then dried over MgS04 and 

concentrated under vacuum to obtain 1.56 9 of 9 (74%) as white crystals. mp lit. 

146-147 oC [42] exp. 142-144 oC. 1H-NMR (600 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 5.13 (dd, 1H, 

J=8 and 15 Hz, H-22), 5.03 (dd , 1 H, J=8 and 15 Hz, H-23), 4.66 (m, 1 H, H-3a), 2.31 

(dd, J=5 and 13 Hz, 1H, H-5) , 2.25 (dd , J=3 and 13 Hz, 1H, H-7), 2.02 (s, 3H, H-31) , 

2.03-1 .10 (m, 27H) , 1.01 (d, J=6 Hz, 3H, H-21) , 0.80 (t, J=7 Hz, 3H, H-29) , 0.78 (d , 

J=7 Hz, 3H), 0.77 (s, 3H, H-19), 0.68 (s, 3H, H-18). 13C_NMR (150 MHz, CDCI3) 0 

(ppm) 211 .2 (C-6) , 170.6 (C-30), 137.9 (C-22), 129.6 (C-23), 72.8 (C-3), 56.8, 56.5, 

55.9, 51 .2, 46.6,42.8, 40.9, 40.4, 39.3, 37.9, 36.4, 31 .8, 28.7, 26.8, 26.1, 25.4, 24.0, 

21.4, 21.3, 21.1(2), 19.0, 13.0, 12.2(2). 1H-NOESY (a correlation was observed 

between H-5cx (2.31 ppm) and H-3cx (4.66 ppm». IR (KBr, v (cm-1» 2941 , 2876, 

1741 , 1708, 1478, 1361 , 1244, 1023, 960. LRMS (m/z , relative intensity) 470 (M+) 

(70) , 410 (60), 367 (80), 329 (100), 271 (95). HRMS calculated for C31 Hso03Na 

(M+Nat: 493.3653; found 493.3652. 

2.8. (22E, 24S)-3f3-hydroxy-5a-stigmastan-22-en-6-one (10) 

525 mg (1.12 mmol) of acetate 9 were suspended in 45 ml of MeOH. To this 

suspension were added 2.25 9 (5% w/v) of KOH, and the mixture was stirred at room 

temperature for 2 h. The resulting clear solution was concentrated under vacuum. 

The yellowish crude product was diluted with water and extracted with EtOAc (3X). 

The organic layers were combined and washed with water (3X) , saturated aqueous 

NH4CI (2X) and brine (2X). The organic layer was dried over MgS04 and 
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concentrated under vacuum to afford 447 mg of a yellowish solid. This crude product 

was filtered over a silica gel pad to eliminate coloured impurities with CHCb/EtOH 

(96:4) as eluent. 425 mg of 10 (89%) were isolated as white crystals. mp lit. 146-

147 oC [42] exp. (EtOH) 153-155 oC. 1H-NMR (200 MHz, CDCI3) (3 (ppm) 5.14 (dd, 

1 H, J=8 and 15 Hz, H-22), 5.04 (dd, 1 H, J=8 and 15 Hz, H-23), 3.58 (m, 1 H, H-3a), 

2.30 (dd, J=5 and 13 Hz, 1H, H-5), 2.23 (dd, J=3 and 13 Hz, 1H, H-7), 2.10-1.10 (m, 

28H), 1.03 (d, J=6 Hz, 3H , H-21), 0.88-0.74 (m, 9H), 0.66 (s, 3H, H-18). 13C_NMR 

(50 MHz, CDCb) (3 (ppm) 211 .2 (C-6) , 138.2 (C-22), 129.8 (C-23) , 70.9 (C-3), 57.1, 

57.0, 56.1, 54.2, 51 .5,47.0,43.1, 41 .2, 40.6, 39.6, 38.1, 36.9, 32.1, 30.9, 30.3, 29.0, 

25.6, 24.3, 21.7, 21.4,21.3, 19.2, 13.4, 12.5, 12.4. IR (KBr, v (cm-1» 3411 , 2946, 

2867, 1708, 1459, 1383, 1062, 968. LRMS (m/z , relative intensity) 428 (M+) (80) , 

410 (25) , 385 (30), 367 (60) , 316 (85) , 287 (100). HRMS calculated for C29H4902 

(MH+): 429.3737; found 429.3727. 

2.9. (22E, 24S)-3a-hydroxy-5a-stigmastan-22-en-6-one (11) 

Under inert atmosphere, in a 50-ml round-bottomed f1ask, 400 mg (0.93 mmol) 

of alcohol 10 was mixed with 978 mg (3.73 mmol , 4.00 eq) of Ph3P and 0.623 g 

(3.73 mmol, 4.00 eq) of p-nitrobenzoic acid . To this solid mixture were added 20 ml 

of anhydrous THF with a syringe.' The solution was cooled to 0 oC, and 0.75 ml 

(3.73 mmol, 4.00 eq) of diethyl azodicarboxylate (DEAD) was added drop-wise over 

15 min. The orange reaction mixture was stirred at 0 oC for 20 min and at room 

temperature for 24 h. The solution was then diluted with water and extracted with 

CHCb (3X). The organic layers were combined and washed with water (3X), 

s~turated aqueous NaHC03 (2X) and brine (2X). The organic layer was dried over 

MgS04, filtered and concentrated under vacuum. The crude product was purified by 

flash chromatography on silica gel with CHCI3 as eluent. 328 mg of nitrobenzoate 

(61 % crude) were obtained as a yellowish solid . 1H-NMR (200 MHz, CDCI3) (3 (ppm) 

8.30 (d, 2H, J=9 Hz), 8.21 (d, 2H, J=9 Hz), 5.42 (m, 1 H, H-313), 2.64 (dd , 1 H, J=4 and 

12 Hz, H-5), 2.32 (dd, 1H, J=3 and 13 Hz) , 2.10-1.10 (m, 28H), 1.02 (d, 3H , J=6 Hz, 

H-21), 0.83-0.75 (m, 9H), 0,70 (s , 3H, H-18). 13C-NMR (50 MHz, CDCI3) (3 (ppm) 
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211 .6 (C-6), 164.0, 150.7, 138.2 (C-22), 136.4, 130.8(2), 129.9 (C-23), 123.8(2), 

71 .2 (C-3), 57.1 , 56.2, 54.3, 53.1, 47.0, 43.1, 41 .6, 40.7, 39.6, 38.2, 32.9, 32.1, 29.0, 

25.6, 25.3, 24.2, 21.4, 21.3, 19.2, 12.7, 12.5. 

320 mg (0.55 mmol) of crude nitro benzoate was suspended in 30 ml of 

MeOH. 0.375 9 (1 .25% w/v) of NaOH was added to this suspension. The mixture 

was stirred at room temperature for 14 h. The yellow solution was concentrated 

under vacuum, diluted with water and extracted with EtOAc (3X). The combined 

organic layers were washed with water (3X), saturated aqueous NH4CI (2X) and 

brine (2X). The organic layer was then dried over MgS04, filtered and concentrated 

under vacuum. The yellow solid obtained (227 mg) was purified by flash 

chromatography with CHCI3/MeOH 1 % as eluent. 196 mg of 11 (49% over 2 steps) 

were isolated as white powder. mp exp. (EtOH) 194-196 oC. 1H-NMR (200 MHz, 

CDCI3) 0 (ppm) 5.14 (dd, 1H, J=8 and 15 Hz, H-22), 5.04 (dd, 1H, J=8 and 15 Hz, 

H-23), 4.17 (m, 1 H, H-313) , 2.68 (m, 1 H, H-5), 2.25 (dd, J=3 and 13 Hz, 1 H), 2.08-

1.08 (m, 28 H), 1.03 (d, J=6 Hz, 3H, H-21), 0.98-0.72 (m, 9H), 0.68 (s, 3H, H-18). 

13C_NMR (50 MHz, CDCb) 0 (ppm) 213.0 (C-6) , 138.3 (C-22), 129.8 (C-23), 65.7 

(C-3), 57.2, 56.1, 54.1, 51 .9, 51 .5, 47.1, 43.1, 41 .8, 40.6, 39.6, 38.2, 32.1, 31.9, 29.0, 

28.4, 27.9, 25.6, 24.2, 21.4, 21.3, 19.2, 12.5, 12.4. IR (KBr, v (cm-1
)) 3290, 2941 , 

2869, 1707, 1465, 1000, 966. LRMS (m/z , relative intensity) 428 (M+) (20) , 410 (80), 

367 (60), 316 (55), 271 (100). HRMS calculated for C29H490 2 (MH+): 429.3733; found 

429.3727. 

2. 10. (24S)-3{3-hydroxy-5a-stigmastan-6-one (12) 

100 mg (0.23 mmol) of sterol 10 were dissolved in 2.5 ml of EtOAc. 20 mg of 

Pd/C 10% were added to this solution. The reaction flask was equipped with a 

rubber septum, and hydrogen gas was bubbled directly irito the solution for 5 min. 

The solution was stirred for 3 h under hydrogen atmosphere at room temperature. 

The preceding step (5 min of bubbling , followed by 3 h of stirring) was repeated twice 

and stirred for another 14 h under hydrogen atmosphere. The reaction mixture was 



35 

filtered through Celite. The filtrate was washed twice with water and twice with brine. 

The organic layer was dried over MgS04 , and concentrated under vacuum. 95 mg of 

an amorphous solid were obtained. This solid was purified by flash chromatography 

with CHCliMeOH gradient (0 ~ 6%) as eluent to provide 65 mg of 12 (65%) as a 

white solid . mp 118-120 oC. 1H-NMR (200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 3.57 (m, 1H, H-3a), 

2.38 (dd, 1 H, J=5 and 13 Hz, H-5), 2.20-0.82 (m, 45H), 0.68 (s, 3H, H-18). 13C_NMR 

(50 MHz, CDCb) 0 (ppm) 211.2 (C-6), 70.9 (C-3), 57.0(2), 56.2, 54.2, 47.0, 46.0, 

43.2, 41 .2, 39.7, 38.1, 36.9, 36.3, 34.1, 30.9, 30.3, 29.4, 28.3, 26.3, 24.2, 23.3, 21.7, 

20.0,19.2, 18.9, 13.4, 12.2(2) . IR (KBr, v (cm-1» 2395, 2354, 1716,1531 , 1416, 

1052, 927. HRMS calculated for C29H s1 0 2 (MH+): 431.3889; found 431 .3887. 

2. 11. Cel! culture and treatments 

PC12 cells were obtained from the American Type Culture Collection 

(Rockville, MD) and maintained in a controlled environment at 37 oC and 5% CO2 

atmosphere. They were grown in RPMI-1640 medium supplemented with 5% fetal 

bovine serum (FBS) , 10% horse serum and gentamicin (50 I-Ig/mL). The culture 

medium was changed every 2 days, and the cells were seeded at a cellular density 

of 25,000 cells/cm2. Neuronal differentiation was induced for 4 days with 50 ng/mL of 

NGF in RPMI-1640 medium supplemented with 1% FBS. To examine the effect of 

commercially available BRs (1 and 3), synthesized natural BRs (2a and 8) and 

analogs (2b, 7, 10, 11 and 12) on MPP+-induced cellular death, neuronal PC12 cells 

were pre-treated with BRs (10-9 M) , analogs (10-9 M) or vehicle (culture medium) for 

3 h and exposed to MPP+ 5 mM for 24 h while maintaining BR or analog 

concentration at 10-9 M. After dose-response experiments, the final concentration of 

10-9 M 24-epibrassinolide (1) was chosen in our previous study as the lowest dose 

capable of rescuing cells from MPP+ -induced cellular death [17]. For comparative 

purposes, we worked with the same concentration for ail BRs and analogs used in 

this study. Ali experiments were performed in phenol red-free medium and charcoal­

stripped serum to remove steroids. 
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2. 12. Cytotoxicity measurements 

Cytotoxicity was evaluated by colorimetrie assay based on the measurement of 

lactate dehydrogenase (LDH) activity released from damaged cells into the 

supernatant [43]. LDH is a stable cytoplasmic enzyme present in ail cells. It is rapidly 

released into cell culture supernatant upon damage of the plasma membrane. The 

amount of enzyme activity detected in culture supernatant correlates with the portion 

of Iysed cells [44,45] . NGF-differentiated PC12 cells were grown and treated in 

collagen-coated 96-well plates. Then, 100 !-IL of LDH substrate mixture was added to 

50 !-IL of cell-free supernatant, as described elsewhere [46]. The plate was 

incubated, protected from light, for 20 min. Absorbance was measured at wavelength 

490 nm on a microplate reader (Thermolab System, Franklin, MA). Total cellular 

LDH was determined by Iysing the cells with 1 % Triton X-100 (high control) ; the 

assay medium served as a low control and was subtracted from ail absorbance 

measurements: 

Cytotoxicity (%) = (Experimental value - Low control) x 100 

(High control - Low control) 

2.13. Statistical analysis 

Significant differences between groups were determined by 1-way ANOVA, 

followed by Tukey's post-hoc analysis with the GraphPad Instat program, version 

3.06, for Windows© (San Diego, CA, www.graphpad.com).Alldata. at the 95% 

confidence interval, are expressed as means ± standard error of the mean (SEM) 

from 3 independent experiments. Asterisks indicate statistical differences between 

the treatment and respective control condition (*p<0.05, **p<0.01 and ***p<O,001); 

full circles show statistical differences between the treatment and MPP+ condition 

(··p<0.01 and ···p<O,001). 
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RESULTS 

3. 1. Chemistry 

Seven brassinosteroids and analogs were prepared according to the synthetic 

pathway depicted in Scheme 1. The common starting material for ail these 

compounds was ketone 5 (see Scheme 1), easily prepared from stigmasterol (4) with 

the modified protocol of Brosa et al. [8]. Ketone 5 was then reacted with lithium 

bromide and pyridinium chloride in refluxing DMA to produce dienone 6 [47] . This 

reaction consists of acid-catalyzed bromide opening of the 3-membered ring , 

followed by HBr elimination. We altered the protocol of Brosa et al. slightly to 

improve the efficiency of their method. Indeed, when preparing dienone 6 from 

stigmasterol (4) (with an overall yield of 56% over 4 steps), Brosa et al. performed 

2 laborious time-consuming chromatographie purifications. We eliminated both 

chromatographie purifications and obtain pure dienone 6 with only simple 

crystallization in the last step. The overall yield for these 4 steps was also improved 

to 72%. To form natural 22R, 23R-homocastaterone (2a), we treated compound 6 

with Sharpless' asymmetric dihydroxylation mixture (OS04, K3Fe(CN)6, K2C03 , 

MeS02NH2, DHQD)[5,48]. A 1: 1 mixture of natural 2a and non-natural 2b was 

obtained. Separation by flash chromatography yielded pure 22R, 23R­

homocastasterone (2a) (13% overall yield) and 22S, 23S-homocastasterone (2b) 

(11 % overall yield) . 22R, 23R-homobrassinolide (8) was synthesized by Baeyer­

Villiger oxidation of 2a with peroxytrifluoroacetic acid to provide a mixture of 

7-oxalactone and 6-oxalactone in a 9:1 ratio from which pure 22R, 23R­

homobrassinolide (8) was isolated by re-crystallization from EtOAc with 65% yield. 

We also prepared diol 7 devoid of any OH at positions 22 and 23. Comparing 

neuroprotective activity of 7 with 2a and 2b allowed us to evaluate the importance of 

oxygenation at positions 22 and 23. Dihydroxylation of dienone 6 with OS04 1 NMO 

at room temperature for 12 h generated a 10: 1 mixture of 2a,3a-diol 7 1 2[3,3[3-diol. 

Purification by flash chromatography gave pure compound 7 with 60% yield. 
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We th en moved on to synthesize analogs of the 3-deoxy (homoteasterone) 

family. Aqueous acetic acid opening of ketone 5 first gave a 2.5:1 mixture of 9 and 

10. Treatment of this crude mixture with DMAP, pyridine and Ac20 produced 9 with 

75% yield . Hydrolysis of 9 under basic conditions yielded alcohol 10 with 89% yield. 

Note that direct opening of ketone 5 in aqueous basic or acidic conditions (without 

the presence of any other nucleophiles) did not cleanly lead to the desired alcohol 

10. Yields were low and separation was cumbersome. Compound 10 was then taken 

to prepare 2 other BRs (see Scheme 1). First, the hydroxy group at position 3 was 

epimerized under standard Mitsunobu conditions [49,50], eliciting 3a steroid 11 with 

49% yield. Second, alcohol 10 was cleanly hydrogenated (Pd/C, H2, EtOAc) to 

compound 12 (65% yield) . 

3.2. Cytotoxicity measurements 

The ability of BRs and analogs to reverse MPP+-induced cytotoxicity was 

investigated by LDH colorimetric assay [35,51]. BRs and analogs, when used alone, 

did not cause significant cell death of neuronal PC12 cells compared to the control 

condition (Ctrl , 0.0±0.6%) except for analog 3 (11 .7±4.4%, Fig. 2B). Treatment with 

MPP+ for 24 h induced 28.8±1 .6% cell mortality (Fig. 2A) . When neuronal PC12 cells 

received compounds 1, 2 b, 2a, 7, 11 or 10, cell mortality was significantly reduced 

(8.5±2.4%; 9.7±2.2%; 13.1±2.3%; 11 .9±1 .5%; 14.6±2.0 and 11 .2±3.6%, respectively) 

3 h prior to MPP+. Analog 3, BR 8 and analog 12 did not significantly obviate MPP+­

induced cell death (24.2±3.6%; 22.2±3.5% and 24.7±3.1%, respectively) . 
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DISCUSSION 

Since BRs are present in a large number of plants, animais, including humans, 

consume BRs in their daily diet. 24-Epibrassinolide (1) is found, for example, in Vicia 

faba [2] , and homocastasterone (2a) is contained, among others, in Chinese 

cabbage Brassica campestris [52 ,53], rice Oryza sativa [52] , rye Secale cereale 

[54] , and green tea Thea sinensis [52,53]. Our recent study demonstrated the 

powerful neuroprotective properties of the natural BR 24-epibrassinolide (1) against 

MPP+-induced oxidative stress and apoptosis [17]. In the present paper, we report 

that another natural BR, homocastasterone (2a), and several analogs (2b, 7, 11 , and 

10) have neuroprotective potential at a nanomolar concentration (10-9 M). 

The BRs and analogs we investigated, when used alone at nanomolar 

concentration (10-9 M), did not cause significant cell death in neuronal PC12 cells 

except for analog 22S, 23S-homobrassinolide (3). BRs, su ch as 24-epibrassinolide 

(1) and homocastasterone (2a), were found, at micromolar concentrations, to inhibit 

growth and elicit the apoptosis of several human cancer cell linès without affecting 

the growth of normal cells [55]. Yu et al. observed the micromolar toxicity of 22S, 

23S-homobrassinolide (3) , 22R, 23R-homobrassinolide (8) , 22S, 23S­

homocastasterone (2 b) and 22R, 23R-homocastasterone (2a) on human cancer cell 

lines with the (22R, 23R) isomer shown to be significantly more toxic than the (22S, 

23S) isomer [56] . Our study discerned slight toxicity of the (22S, 23S) isomer of 

homobrassinolide (3) at nanomolar concentration in neuronal PC 12 but not with the 

(22R,23R) isomer (Fig. 2B). 

Strong as our results are with 9 BRs and analogs, we discuss here the 

influence of functionalization and stereochemistry of these phytosterols on 

neuroprotection. First, we noted that oxygenation of the B ring greatly influenced 

BRs neuroprotection against MPP+ toxicity. Indeed, while ketones 2a and 2b 

possessed neuroprotective activity, lactones 3 and 8 did not present any (Fig. 2A). 

Compound 1, differing by only 1 carbon at position 24 (ethyl vs methyl) from 3 and 8, 
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displayed neuroprotection (Fig. 2A). Therefore, a lactone in the B ring does not 

completely obviate neuroprotection against MPP+ toxicity. Second, stereochemistry 

at positions 22 and 23 did not influence the neuroprotective effect of 

homocastasterone. Indeed, natural homocasterone 2a and non-natural analog 2b 

showed similar activity. Third, the impact of lateral chain oxygenation on 

neuroprotection was studied with unsaturated compound 7 in which positions 22 and 

23 were not hydroxylated. Neuroprotection similar to hydroxylated BRs 2a and 2b 

was observed (Fig . 2A). Analog 10, which is unsaturated in 22 and 23, manifested 

neuroprotection while its saturated counterpart 12 was inactive (Fig. 2A). 

Neuroprotection seems to be dependent on the presence of hydroxyl groups or 

unsaturation at positions 22 and 23. Fourth, we analyzed the effect of hydroxylation 

of the A ring in positions 2 and 3. Comparison of neuroprotection by analogs 7 and 

11 demonstrated that the hydroxyl group in position 2 was not important for 

neuroprotection against MPP+-induced toxicity. Stereochemistry at position 3 did not 

influence neuroprotection, as observed by comparing neuroprotection of ana log 11 

(3S isomer) with analog 10 (3R isomer). 

BRs should be regarded as interesting molecules for the prevention or 

treatment of neurodegenerative disease. In this study, several natural BRs and 

analogs were found to protect neuronal cells against MPP+-induced toxicity. In 

previous experiments, we associated neuroprotection by 24-epibrassinolide (1) 

against MPP+-induced toxicity with antioxidative and anti-apoptotic properties [17] . 

Also, recent animal and human studies have shown that phytosterols get through the 

blood-brain-barrier (BBB) and accumulate in the brain [57-59]. Whether this affects 

neurocognitive functioning and mental well-being in humans was assessed in 

hypercholesterolemic individuals, and it was determined that long-term (85 weeks) 

use of plant sterols or stanols (2.5 g/d) has no impact on neurocognitive functioning 

or mood [60] . Muthuraman et al. reported that homobrassinolide modulated gene 

expression in the rat brain, indicating that phytosterol from the BR family or 

metabolites might pass through the BBB [61]. Finally, BRs have an interesting safety 

profile. 24-Epibrassinolide (1) innocuity was investigated in mice and rats. Acute 
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toxicity (LOSO) was more than 1,000 mg/kg for mice by oral administration, and more 

than 2,000 mg/kg for rats both orally and dermally [7,62]. The teratogenic potential of 

homobrassinolide 8 was evaluated in Wistar rats and it was concluded that 8 is non­

teratogenic at doses as high as 1,000 mg/kg [63]. With our results demonstrating 

the neuroprotective effect of BRs on neuronal cell cultures and studies showing 

possible passage of BRs through the BBB with their interesting safety profile, these 

compounds should thus be regarded as novel molecules in complementary and/or 

preventive therapies of neurodegenerative diseases and should be assessed in 

animal models of such disorders. 
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Fig.1. Structure of 24-epibrassinolide (1), homocastasterone (2), and 22S, 23S­
homobrassinolide (3). 
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Scheme 1. Reagents and conditions: (a) MeS02CI, EhN, toluene, 0 oC, 1.5 h; 
KHC03, acetone/H20 3: 1, reflux, 6 h; Jones' reagent, acetone, 0 oC, 5 min. (b) 
Pyr·HCI, LiBr, OMA, reflux, 4 h. (c) K2C03, K3Fe(CN)6, OS04 cat. , OHQO, 
CH3S02NH2, t-BuOH/H20 1:1, rt, 6 days. (d) CF3C03H, CHCI3, rt, 2 h. (e) NMO, 
OS04 cat. , acetone/H20 9:1, rt, 12 h. (f) H2S04, AcOH, reflux, 2 h; AC20 , pyridine, 
OMAP, rt, 3 h. (g) KOH, MeOH, rt, 2 h. (h) Ph3P, p-nitrobenzoic acid, OEAO, THF, rt , 
24 h; NaOH, MeOH, rt, 14 h. (i) H2' Pd/C 10 %, EtOAc, rt, 14 h. 
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Fig 2. Cytotoxicity measurement in neuronal PC12 cells by colorimetrie assay based 
on LDH activity. The absorbance value obtained for the untreated control was 
subtracted from ail other values, as described in the Experimental section . The data 
are expressed as percentages of values of untreated control cells and are means 
± SEM n=3. *p<0.05, **p<0.01 , ***p<0.001 vs Ct ri and ··p<0.01 , "'p<0.001 vs 
MPP+. (A) Effect of BRs or analogs against MPP+-induced cytotoxicity. Neuronal 
cells were pre-treated with BRs, analogs (10-9 M) or vehicle for 3 h and then 
exposed to MPP+ (5 mM) or not for 24 h. (B) Neurotoxicity of BRs or analogs alone 
in neuronal PC12 cells. Neuronal cells were treated with BRs or analogs (10-9 M) or 
vehicle for 27 h. 
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CHAPITRE III 

SYNTHÈSE DES PRÉCURSEURS DE BRASSINOSTÉROïDES DE 
LA FAMILLE DES 27 ET 28 CARBONES 

3.1 Rétrosynthèse 

Nous venons de voir, au chapitre précédent, la synthèse des molécules de la famille 

des 29 carbones. Nous allons maintenant nous attarder sur la synthèse des 

aldéhydes 14, 15 et 16 (figure 3.1) qui nous permettront, suite à l'ajout de différents 

nucléophiles carbonés, la reconstruction des chaînes latérales des familles à 27 et 

28 carbones (objectif 2). Nous allons dans un premier temps montrer la 

rétrosynthèse de l'aldéhyde 14. La synthèse des aldéhydes 15 et 16 sera discutée 

dans la section 3.3 et 3.4. 

o o OMe 

Aldéhyde 14 Aldéhyde ~ Aldéhyde 16 

Figure 3.1 Aldéhydes 14, 15 et 16 désirés permettant de reconstruire les chaînes 
. latérales des familles à 27 et 28 carbones. 

Nous avons opté pour ces trois aldéhydes puisque chacun offre des avantages. Les 

aldéhydes 15 et 16 peuvent être synthétisés en seulement 3 à 4 étapes; ce qui nous 
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permet de procéder plus rapidement aux tests de réactivité appropriés afin de 

construire la chaîne latérale. Cependant, ils nécessiteront plus tard la transformation 

des cycles A et B afin d'obtenir des BRs. L'aldéhyde 14, quant à lui , possède déjà 

les fonctionnalités requises dans les cycles A et B, mais il est aussi plus laborieux à 

synthétiser. 

Nous avons démontré au chapitre Il (section 2.1) que l'utilisation du stigmastérol (1I) 

comme produit de départ est le meilleur choix afin de réaliser nos synthèses. La 

figure 3.2 montre un schéma global de la rétrosynthèse de l'aldéhyde 14. 

° 
Aldéhyde ll 

Figure 3.2 

Désunion C-C 
====> ><0// .. 

Clivage oxidatif 
0\\" 

° II 

IntennédiaÎre commlUl 
avec la synthèse des 
BRs des 29 carbones. 

Plan de rétrosynthèse de l'aldéhyde 14. 

il Désunion C-Q 
(Dihydroxylation) 

° II 

Nous pouvons remarquer que par clivage oxydant de la chaîne latérale de 21 , nous 

pouvons obtenir l'aldéhyde 14 désiré. Ce dernier contient deux fonctions diols en 

C-2, C-3 et en C-22, C-23. Afin de cliver sélectivement le diol en C-22, C23, il 

faudrait donc protéger le diol en C-2, C-3 afin qu'il ne soit pas touché. Ceci serait 

possible seulement en dihydroxylant sélectivement(36) en C-2, C-3 sans toucher la 

double liaison en C-22, C-23. La rétrosynthèse nous amène donc au composé 23 

qui se retrouve aussi comme intermédiaire lors de la synthèse de la famille des 

29 carbones (chapitre Il , article). 
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3.2 Synthèse de l'aldéhyde 14 

3.2.1 Dihydroxylation asymétrique du diène 23 menant au diol 22 

Nous avons vu au chapitre Il (article) que lorsque le diène 23 est traité avec du 

tétroxyde d'osmium activé, nous obtenons au bout de 7 jours l'homocastastérone 

(1.1), ainsi que de le 22S, 23S homocastastérone (ll) possédant 

quatre groupements hydroxy en position C-2, C-3, C-22 et C-23. Nous pourrions 

penser qu'en dihydroxylant sélectivement en C-2, C-3, nous pourrions obtenir le diol 

Rdésiré. Ceci est possible grâce aux travaux de plusieurs chercheurs, notamment 

M. C. Noe(36). Il rapporta que la réaction des alcènes vis-à-vis de la dihydroxylation 

dépend de leur environnement chimique. Or, ces deux insaturations (en C-2, C-3 et 

en C-22, C-23) sont dans des environnements chimiques très différents. L'une est 

dans un cycle à 6 membres et l'autre est sur une chaîne ramifiée encombrée. Il 

serait donc logique de croire que la réactivité de chacun de ces deux alcènes soit 

très différente. D'ailleurs, lors du suivi de la double dihydroxylation de 23 par CCM, 

nous avions remarqué que dès le premier jour, tout le produit de départ était 

consommé pour donner en grande partie un seul produit ayant un Rf = 0,48. Après 

une analyse de ce dernier par RMN 1H, il s'est avéré que c'était bel et bien le diol 22. 

Ainsi , même si la double dihydroxylation nécessite 7 jours de réaction, la 

dihydroxylation du lien en C-2, C3 ne requiert qu'une seule journée. Il semble donc 

possible d'éviter la double dihydroxylation . Dans cette optique, la diminution du 

temps de réaction semblerait être un élément crucial afin d'éviter l'oxydation du lien 

C-22, C-23. De plus, nous pouvons aussi considérer de faire la réaction sans l'ajout 

d'auxiliaire chiral dans le milieu réactionnel. En effet, il est connu que ce dernier 

permet d'insérer une stéréosélection , mais également d'activer l'osmium. L'activation 

accrue de l'osmium pourrait augmenter sa réactivité face à l'alcène en C-22, C-23, 

ce que nous essayons d'éviter. Notons aussi que selon McMorris(37), l'auxiliaire chiral 

n'est pas requis pour obtenir la bonne stéréochimie des alcools du diol 22. 

En effet, nous avions remarqué que le problème de stéréosélectivité ne se faisait 

ressentir qu'en C-22 et C-23, la stéréochimie en C-2 et C-3 étant bien celle désirée 
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(confirmé avec la Iittérature(37». La raison de cette stéréochimie contrôlée en C-2 et 

C-3 est probablement le résultat d'un effet stérique présent sur le diène 23 

(figure 3.3). Nous observons que le méthyle en C-10 bloque la face du dessus de la 

molécule, il est alors probable que OS04 s'approche du diène par la face du 

dessous. 

Figure 3.3 

Attaque par 
dessus défavorisé 

H 

H H 

Attaque par 
dessous favorisé 

H 

Hypothèse sur la sélectivité en C-2, C-3 lors de la dihydroxylation du 
diène 21. 

C'est en considérant ces facteurs que nous avons décidé de lancer la réaction dans 

les conditions de dihydroxylation de McMorris(37) en utilisant le NMO comme 

co-oxydant (schéma 3.1). Le tableau 3.1 montre un résumé des essais réalisés à 

cette fin. 

OS04 NMO, , .. 
acetone/eau (9: 1) 

o o 

Schéma 3.1 
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Tableau 3.1 
Dihydroxylation asymétrique du diéne 23 menant au diol 22 

Essai Temps (heures) Rendement après 
recristallisation 

1 12 25 % (EtOH) 

2 24 35 % (EtOH) 

3 24 66 % (MeOH) 

Conditions opératroies : OS04 (0.03 éq)/ NMO (2.5 éq); t.a. ; acétone/eau (9 : 1). 

Nous avons donc dissous notre diène 23 dans un mélange acétone/eau (9 : 1), et 

ajouté l'OS04 et le co-oxydant (NMO). En suivant la réaction par CCM , nous avons 

remarqué qu'après 12 h à température ambiante (t.a) nous avons réussi à 

dihydroxyler sélectivement le lien en C-2, C-3 (tableau 3.1 essai 1). Nous avons 

ensuite remarqué que le rendement pouvait être amélioré en laissant la réaction 

pendant 24 h à température ambiante (tableau 3.1, essai 2) . Suite à quelques 

modifications au niveau de la recristallisation nous avons pu obtenir le diol 22 avec 

un rendement de 66 % (tableau 3.1, essai 3). 

Malgré qu'en CCM nous n'observions qu'une seule tache, le RMN 1H semblait nous 

indiquer qu'il y avait un mélange de produits. La figure 3.4 montre la section du RMN 

1H entre 3,4 et 4,1 ppm, région des hydrogènes sur les carbones porteurs des OH en 

position C-2 et C-3 de notre diol 22. Nous pouvons remarquer dans 

l'agrandissement de gauche la présence d'un petit pic à 3,6 ppm. Ce dernier 

proviendrait probablement du H-3a de l'isomère 213, 313 du diol, selon les données de 

la littérature(37). De plus, l'intégration du multiplet à 4,05 ppm ne correspondait pas à 

celle d'un proton , mais bien à plus qu'un proton . En nous référant encore une fois 

aux données de la littérature(37), nous avons pu identifier ces deux protons comme 

étant le H-2a et le H-313. 



Figure 3,4 
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Section entre 3,4 et 4,1 ppm du RMN 1H 200 MHz (CDCI3) de 22 
avant (gauche) et après recristallisation (droite), 

Même si le mélange était inséparable par chromatographie éclair, nous avons 

éventuellement réussi à purifier l'isomère désiré en recristallisant le mélange dans 

l'éthanol absolu. La figure 3.4 (droite) permet d'apprécier la disparition des signaux 

de l'isomère non désiré (H-2a et H-3a). La recristallisation peut cependant s'avérer 

problématique, car lors de quelques essais nous avons eu recours à plusieurs 

recristallisations successives afin d'obtenir un produit pur. Néanmoins, cette 

technique nous a permis d'obtenir le diol 22 requis pour les étapes subséquentes 

avec un rendement global de 66 %. 

3.2.2 Protection de diol 22 sous forme de dioxolane 24 

Une fois le diol 22 obtenu, nous avons procédé à sa protection sous forme de 

dioxolane 24 (schéma 3.2). Nous nous rappellerons que cette protection est 

nécessaire, car nous allons réaliser un clivage oxydant plus tard dans notre 

synthèse qui serait néfaste pour les groupements hydroxyles libres en position 2 et 

3. Le tableau 3.2 nous montre un résumé des essais réalisés à cette fin . 



° 22 

)<
0 11 • 

0\" 

DMP, CSA .. 

Schéma 3.2 

Tableau 3.2 

° 

Protection de diol 22 sous forme de dioxolane 24 

Essai Quantité du diol 22 Rendement 

1 50 mg (0,11 mmol) 56-64 % 

2 70 mg (0,16 mmol) 69-73 % 

3 700 mg (1 ,6 mmol) 96% 

Condition opératoire: DMP (12.4 éq)/ CSA (0.01 éq) ; t.a ., 1 h 30. 
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La transformation est simple et rapide. Il suffit de faire réagir 22 avec le 

2,2-diméthoxypropane (DMP) en présence d'un catalyseur acide (nous avons utilisé 

l'acide camphorsulfonique) pendant 1 h 30 afin d'obtenir le dioxolane 24. Lorsque 

l'essai est réalisé sur de faibles quantités, les rendements sont moyens comme le 

montre les essais 1 et 2 du tableau 3.2. L'essai 3, réalisé sur 700 mg conduit à un 

bon rendement (96%) comparable à celui obtenu par McMorris(37) (98 %). 

La figure 3.5 montre le spectre RMN 1H du dioxolane 24. Nous pouvons constater un 

très léger déblindage des deux protons H-2 et H-3, passant de 3,75 et 4,05 ppm à 

4,08 et 4,25 ppm respectivement. Cette différence est conforme aux données de la 

littérature(37) pour la transformation du diol 22 en dioxolane 24. 
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Figure 3.5 Spectre RMN 1H 200 MHz (CDCI3) du dioxolane 24. 

3.2.3 Dihydroxylation du dioxolane 24 menant au composé 21 

Une fois le dioxolane 24 obtenu , nous avons procédé à la dihydroxylation afin 

d'obtenir notre composé 21 requis pour le clivage oxydant. Nous avons vu, au 

chapitre Il (article) que la dihydroxylation de la double liaison en C-22, C-23 requiert 

beaucoup de temps. Heureusement, dans le cas présent la stéréosélectivité n'est 

pas importante, puisque les deux diastéréoisomères peuvent subir un clivage 

oxydant nous permettant d'obtenir l'aldéhyde 14. 

McMorris(37) réalisa cette dihydroxylation avec les conditions classiques de 

dihydroxylation en utilisant le NMO comme co-oxydant. Cependant, il ajoute une 

solution de K2C03 pour assurer un pH stable légèrement basique. Ce milieu, en plus 

d'augmenter la vitesse de la réaction de la dihydroxylation, empêche la déprotection 

de l'acétonide qui pourrait se produire en milieu acide. Le méthanesulphonamide 

(MeS02NH2) qui , rappelons-le , peut considérablement accélérer l'hydrolyse de 

l'ester osmique (IV) est également ajouté au mélange réactionnel(38,39). De plus, 

McMorris a établi que les conditions expérimentales optimales étaient obtenues en 

chauffant le mélange réactionnel à 40 oC pendant 7 jours, conduisant à un 

rendement de 85 % des deux diastéréoisomères. Finalement, il a réussi à 
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augmenter le rendement de la réaction à 98 % en utilisant le NaHC03 à la place du 

K2C03, obtenant ainsi le mélange de 22S, 23S-diol et 22R, 23R-diol désiré. 

o 

Schéma 3.3 

Tableau 3.3 
Dihydroxylation du dioxolane 24 menant au composé 21 

Essai 
Température Temps réaction 

Rendement 
CC) (temps neutralisation) 

1 40 oC 7 jours (5 h) 52 % 

2 40 oC -
8 jours (5 h) 72% 

3 40 oC 8 jours (12 h) 85% 

Nous avons donc décidé d'utiliser les conditions de McMorris(37) (schéma 3.3). Ainsi , 

lorsque le dioxolane 24 fut traité dans les conditions décrites ci-dessus, une 

disparition quasi complète du produit de départ fut observée en CCM après 7 jours 

(tableau 3.3, essai 1). En effet, nous observons l'apparition de deux tâches (Rf = 0,3 

et 0,2) qui représentent respectivement, les deux diastéréoisomères 22S, 23S-diol et 

22R, 23R-diol (composé 21). Le rendement a pu être augmenté à 72 % lorsque la 

réaction est laissée pendant 8 jours à 40 oC au lieu de 7 jours (tableau 3.3, essai 2). 

Finalement, un rendement de 85 % a pu être obtenu en augmentant à 12 h le temps 

nécessaire pour neutraliser le milieu réactionnel (tableau 3.3, essai 3) 

comparativement à 5 h pour les essais 1 et 2. Le produit brut est utilisé directement 

pour le clivage oxydant. Notons que dans la protection du diol en C-2 et C-3 a bel et 

bien résisté aux conditions expérimentales nous permettant ainsi de cliver le diol en 

C-22 et C-23. 
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3.2.4 Clivage oxydant des composés 21 (mélange diastéréoisomères) menant à 
l'aldéhyde 14 

Une fois les composés 21 (mélange de diastéréoisomères) obtenus, nous serions à 

une étape près d'obtenir l'aldéhyde 14. Il serait néanmoins pertinent de comprendre 

dans un premier temps, le mécanisme du clivage oxydant. 

Nous pouvons constater dans le schéma 3.4 que les diols vicinaux (par exemple ~ 

peuvent être clivés par un periodate, soit Nal04 ou HslOs (HI04 + 2 H20) . Lors de 

cette réaction , un alcool tertiaire devient une cétone, un alcool secondaire devient un 

aldéhyde et un alcool primaire forme une molécule de formaldéhyde. La réaction 

s'effectue en une seule étape, passant par un periodate @ comme intermédiaire. 

Lors de cette réaction, l'iode subit une réduction passant de l'état d'oxydation (VII) à 

l'iodate (V) 27. 

.. 
aq tBuOH or THF 

-----------------.----------------------------------------, 
: . ' , 
, + HsI06 , 

acide periodique 
(periodate) 

HO~+S"" O 
' 1'" 

- Il li o 

acide iodique 

periodate 

, __________ • __ • ___________ ____ _________ _______ ___ __ _ _______ J 

Schéma 3.4 

Les conditions classiques pour cette réaction (schéma 3.4) devraient alors nous 

permettre de former l'aldéhyde 14 en traitant 21 avec un periodate, soit Nal04 ou 

HsiOs. Néanmoins, la molécule comporte quelques particularités. McMorris(37) 

rapporta que des tentatives visant à cliver le composé 21 à l'aide du Nal04 dans 
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l'acétone avaient échoué. Ceci pourrait être expliqué par le fait que le periodate de 

sodium (NaI04) ou le periodate de potassium (KI04) sont difficilement solubles dans 

des solvants organiques. Il effectua alors le clivage à l'aide de l'acide periodique 

(HsIOs) dans le tétrahydrofuranne (THF), et il réussit à obtenir le produit désiré 

rapidement. Cependant, il a observé que dans ces conditions, il y a une perte 

considérable du groupement protecteur 2,3-acétonide suivi par une réaction 

ultérieure du diol en C-2, C-3. Il a constaté alors que l'ajout d'un équivalent de 

pyridine permettait d'éviter la déprotection du diol en C-2 et C-3. 

Ainsi , en tenant compte des problèmes discutés ci-dessus, nous avons pris en 

considération les ajustements mis au point par McMorris(37) afin de réaliser le 

clivage. Les composés 21 furent traités avec l'acide périodique (HsIOs), le 

bicarbonate de sodium (NaHC03) et un équivalent de pyridine à température 

ambiante. Le tout a été mis sous atmosphère d'azote dans le THF pendant 24 h 

(schéma 3.5). Nous avons obtenu des rendements 52 à 56 % de l'aldéhyde 14 après 

purification par chromatographie éclair. Nous sommes cependant loin du rendement 

de 82 % observé par McMorris. Malheureusement, nous n'avons pas eu assez de 

temps et de produit pour optimiser le rendement. 

o 

NaHC0 3 1 HslOs 
THF 1 Py . • 

atm de N2 , tp, 24h 
52-56% 

Schéma 3.5 

o 

La figure 3.6 montre le spectre RMN 1H de l'aldéhyde 14. Nous avons constaté 

l'apparition d'un nouveau signal à 9,55 ppm caractéristique de l'hydrogène H-22 de 

l'aldéhyde. Ce dernier se présente sous forme d'un doublet puisqu'il est couplé au 

proton H-20 avec une constante de couplage de 3 Hz, ce qui est typique d'un 

couplage entre un aldéhyde et un proton voisin(40). Nous avons aussi observé une 
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différence au niveau de l'intégration du multiplet à 2,3 ppm. Ce dernier intègre 

maintenant pour deux protons soit le H-20 et un des deux protons en C-7. Cela n'est 

guère surprenant puisque l'hydrogène en C-20 est maintenant en a d'un aldéhyde, il 

devient alors plus déblindé. Le deuxième proton observé correspondrait au 

proton H-7~ , selon les données de la littérature(37). De plus, le spectre RMN 13C 

montre l'apparition d'un nouveau signal à 205 ppm, qui représenterait le carbone 

C-22 de l'aldéhyde. Donc nous sommes bien en présence de l'aldéhyde 14. 

OI~/""20~O 
)<0': 3 ; 

o 
aldéhyde 1A 

H-20 et 
H-7p 

H-22 1 

J ____ / ___ ----'---____ ---'~\z._a _~"\Jv. ~ 1 

l---...l 

1 t , , 1 JI, f , , , i , 1 

~ ~ u u ~ ~ g u u u u y u u ~ u ~ u ~ M M 

Figure 3.6 Spectre RMN 1H 200 MHz (CDCb) de l'aldéhyde 14. 

3.3 Synthèse de l'aldéhyde 15 

Comme nous l'avions mentionné à la section 3.1 , l'aldéhyde 15 peut être obtenu en 

quatre étapes à partir du stigmastérol (1I) (figure 3.7). Ceci nous permet de 

procéder plus rapidement au test de réactivité approprié afin de construire la chaîne 

latérale des BRs des familles à 27 et 28 carbones. Les trois premières étapes sont 

les mêmes que pour la synthèse des BRs . de la famille des 29 carbones (voir 

chapitre Il , article). La dernière étape consiste en l'ozonolyse du composé 30 afin de 

synthétiser l'aldéhyde 15 désiré. 
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stigmastérol (11) OH ~ 

Figure 3.7 Plan de la synthèse de l'aldéhyde 15. 

3.3.1 Ozonolyse du composé 30 menant à l'aldéhyde 15 

Lors de la synthèse de l'aldéhyde 14 par dihydroxylation suivi du clivage oxydant, 

nous avons obtenu un rendement moyen sur deux étapes de 48 %. Nous avons 

donc décidé pour la synthèse de l'aldéhyde 15 de procéder à sa préparation en une 

seule étape par ozonolyse. Ceci afin d'améliorer le rendement de la réaction. 

L'ozonolyse est le clivage d'un alcène ou un alcyne avec de l'ozone pour former des 

composés organiques dans lesquels la double ou triple liaison carbone-carbone est 

remplacée par une double liaison à l'oxygène. Un alcène peut être oxydé avec de 

l'ozone pour former des alcools, des aldéhydes, des cétones, ou des acides 

carboxyliques en fonction du réducteur utilisé. Le schéma 3.6 nous montre une de 

ces voies possibles. 

Nous pouvons constater dans le schéma 3.6 que la molécule d'ozone s'attache sur 

les carbones impliqués dans une double liaison carbone-carbone par une réaction 

de cycloaddition dipolaire-1,3 pour donner un molozonide, ou ozonide primaire. Ce 

molozonide, très instable (du fait de la présence conjointe de deux liaisons cr 0-0), 

se scinde en aldéhyde ou en cétone et en oxyde de carbonyle (aussi appelé 
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intermédiaire de Criegee). Ces derniers réagissent à nouveau l'un sur l'autre dans 

une cycloaddition dipolaire-1 ,3 pour produire un ozonide intermédiaire relativement 

stable (un trioxolane) . Un réactif est ensuite ajouté pour convertir l'ozonide 

intermédiaire en deux nouveaux produits oxygénés. Ces produits peuvent être 

insaturés (carbonyles) ou saturés (alcools) (voir schéma 3.6). Les conditions de 

traitements réductrices sont beaucoup plus utilisées que les conditions oxydantes. 

L'utilisation de la triphénylphosphine, la thiourée, la poussière de zinc, le sulfure de 

diméthyle produisent des aldéhydes ou des cétones tandis que l'utilisation de 

borohydrure de sodium produit des alcools. 

o~ 
l or cycloaddition 1.3 0"" '0 retro 

R" R3 ____ .l.:~ CYCI08dditionl .3 

\...J .. R'l, r;-R' .. 
(""""""""\ , R

2 
R 

3 

R R 
molazonide 

Schéma 3.6 

oxyde de catbonyle Qntermédiaire 
de Criagee) • carbonyle 

La transformation est simple, rapide et fournit un bon rendement. Il suffit de faire 

réagir 30 avec l'ozone, dans le CH2Cb et pyridine (100 : 1) à -78 oC pendant 

15 minutes pour obtenir l'aldéhyde 15 avec un rendement de 86 % après traitement 

avec du zinc métallique afin de réduire le trioxolane formé (schéma 3.7) . 



o 

1) 0 3, CH2CI2, pyr. 

-7aoC, 15 min . 

• 2) Zn, AcOH 
t.a., lh. 

86% 

Schéma 3.7 
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La figure 3.8 montre le spectre RMN 1H de l'aldéhyde 15. Nous constatons 

l'apparition d'un signal à 9,56 ppm caractéristique de l'hydrogène H-22 de 

l'aldéhyde. Ce dernier se présente sous forme d'un doublet puisqu'il est couplé au 

proton H-20 avec une constante de couplage de 7,00 Hz, ce qui est typique d'un 

couplage entre un aldéhyde et un proton voisin(40). Nous pouvons aussi observer un 

multiplet entre 2,58 et 2,23 ppm. Ce dernier intègre pour trois protons soit le H-20 et 

les deux protons en C-7. 

, 
1.0,0 9.5 'J.O $.5 $.0 7.S 7.0 6.5 6,0 4.0 3.5 3.0 2'; 2.(i 1.5 1.0 0.5 

Figure 3.8 Spectre RMN 1H 200 MHz (CDCI3) de l'aldéhyde 15. 

Malheureusement, nous avons constaté que l'aldéhyde 15 obtenu est instable. En 

effet, après une nuit (au frigo) , on observe une dégradation en CCM et en RMN 1H 
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du produit désiré. La dégradation est accélérée lorsque ce dernier reste une nuit à 

température ambiante. Il ne serait donc pas judicieux d'utiliser un tel composé pour 

une étude systématique de réactivité . En effet, nous voulons étudier l'addition de 

différents nucléophiles carbonés sur l'aldéhyde en C-22. L'utilisation de l'aldéhyde 

15 nous ne permettra pas de déterminer avec certitude si un mauvais rendement est 

dû à la dégradation intrinsèque de 15 ou dû au milieu réactionel utilisé. 

3.4 Synthèse de l'aldéhyde 16 

Comme nous l'avions mentionné à la section 3.1, nous pouvons obtenir l'aldéhyde 

16 en 3 ou 4 étapes (figure 3.9) selon la stratégie de synthèse choisie. Comme pour 

l'aldéhyde 15, ce dernier nous permettra de procéder plus rapidement 

(comparativement à l'aldéhyde H) au test de réactivité approprié afin de construire 

la chaîne latérale des BRs des familles à 27 et 28 carbones. La majorité de ces 

réactions ont été discutées plus haut. Cependant il serait intéressant de s'attarder à 

la synthèse du composé 31 . 

stigmastérol Ul) 

.. 
OMe 12 

Figure 3.9 Plan de synthèse de l'aldéhyde 16 
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3.4.1 Réarrangement iso-stérol du mésylate de stigmastérol 28 

Nous pouvons constater une ressemblance entre le composé 31 et le composé 29 

(section 3.3) . En effet, les deux composés prQviennent d'un réarrangement 

particulier communément appelé réarrangement i-stérol (ou réarrangement 

iso-stérol) utilisé dans la synthèse des dérivés du cholestérol(41 .42). Ce dernier fut tout 

d'abord effectué sur le cholestérol et ses dérivées. Adams et Winstein(41.42) ont 

montré que lorsque le tosylate de cholestérol @ID est porté à reflux dans un 

mélange acétone/eau en présence de bicarbonate de potassium, on observe la 

formation de l'alcool 34 possédant le cyclopropane désiré (schéma 3.8). 

Acétone 1 Eau 
Refiux 

Schéma 3.8 

HOH 

Le groupement cyclopropyle est formé par le déplacement du groupement partant, et 

ce, avec inversion de la géométrie du carbone chiral. L'eau (ou OH-) attaque alors 

du même côté que le groupe partant(42) formant ainsi l'alcool 34. De plus, Winstein et 

Adams(41.42) ont montré que les réactions de déplacement du tosylate de cholestérol 

sont environ 100 fois plus rapides que les réactions du tosylate de cyclohexyle. Ils 

ont suggéré que la double liaison participe au déplacement du groupe partant pour 

former un cation allylcarbinyle, pour lequel la charge est répartie entre les 

deux extrémités du cation (figure 3.10) . 



Ci) 

\ Cation allylcarbinyle \ 
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Figure 3.10 Possibilité d'attaque par un nucléophile en C-3 et en C-6 sur le cation 
allylcarbinyle. 

Même si les expériences de Winstein et Adams ont montré que le produit le plus 

stable est celui résultant de l'attaque de l'eau en C-6, il est tout de même logique 

d'observer comme produit mineur le produit résultant de l'attaque en C-3. D'ailleurs, 

dans toutes les réactions de ce genre(43.44), on observe bien comme produit mineur 

celui résultant ·de l'attaque en C-3. 

De la même manière que pour le tosylate de cholestérol (33), nous avons procédé 

au réarrangement i-stérol. Puisque la tosylation qui fut effectuée par Martin Boivert 

dans le laboratoire du Pr Benoit' Daoust(35) donne un rendement moyen de 75 % 

pour une première étape d'une synthèse, nous avons plutôt décidé d'effectuer la 

mésylation du stigmastérol qui nous donne un rendement de 90-97 % (le mésylate, 

tout comme le tosylate est un bon groupement partant). Pour le cas présent, nous 

avons inséré un méthoxy en utilisant du méthanol comme nucléophile (même 

mécanisme que le schéma 3.8, mais en remplaçant le nucléophile H20 par CH30H) . 

Nous avons alors pu obtenir l'éther méthylé du i-stigmastérol (1) avec un 

rendement de 70 % après purification par chromatographie éclair. 



MsO 

KOAc, MeOH 
• 

reflux, 3 h 
70% 

70 

+ 

Schéma 3.9 

Malheureusement, la réaction forme aussi en moyenne 10 % de l'éther méthylé du 

stigmastérol @ID, résultant de l'attaque du méthanol en position C-3, Cela n'est pas 

surprenant, car rappelons-nous qu'un des intermédiaires de la réaction est un cation 

allylcarbinyle (figure 3.10) dont la charge positive est délocalisée entre les carbones 

en C-3 et celui en C-6. 

La figure 3.11 montre le spectre RMN 1H de l'éther méthylé du i-stigmastérol @1) 

nouvellement formé. Ce spectre nous révèle la présence de deux nouveaux signaux 

caractéristiques à cette molécule soit le signal à 2,76 ppm correspondant à 

l'hydrogène en C-6, sous forme d'un triplet, et le signal à 3,32 ppm correspondant 

aux trois protons du méthoxy, sous forme d'un singulet. 

'.5 S.O 
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Figure 3.11 Spectre RMN 1H 200 MHz (CDCI3) du i-stigmasteryl méthyl éther @1) 
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3.4.2 Ozonolyse vs dihydroxylation et clivage oxydant menant à l'aldéhyde 16 

L'aldéhyde 14 fut préparé par clivage oxydant et l'aldéhyde 15 par ozonolyse. Dans 

le cas de l'aldéhyde 16, nous avons décidé de comparer ces deux méthodes soit 

l'ozonolyse et le clivage oxydant en passant par la dihydroxylation afin de déterminer 

laquelle nous donnera le meilleur rendement et le meilleur temps de réaction . 

Nous avons constaté que nous obtenons des rendements similaires avec les 

deux méthodes (43 % pour l'ozonolyse vs 50 % pour le clivage (essai 2) 

(tableau 3.5). Cependant, l'ozonolyse est préférable puisqu'elle ne prend que 

quelques minutes comparativement au clivage oxydant (incluant la dihydroxylation) 

qui prend 10 jours. 

Oi Zn 
ou 

OMe 31 OMe 16 

Schéma 3.10 

Tableau 3.4 
Comparaison entre l'ozonolyse et le clivage oxydatif 

Méthode Essai Rendement Temps 

Ozonolyse (O;/Zn) 1 43 % 25 min 

1 20 % (après 2 réactions) 6 jours (dihydroxylation) 
Clivage oxydant 3 h (clivage) 
(1 . OS04, 2. HsIOs) 

2 50 % (après 2 réactions) 
10 jours (dihydroxylation) 
3 h (clivage) 

La figure 3.12 nous montre le spectre RMN 1 H de l'aldéhyde 16. Nous constatons 

l'apparition d'un signal à 9,56 ppm caractéristique de l'hydrogène H-22 de 
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l'aldéhyde. Ce dernier se présente sous forme d'un doublet puisqu'il est couplé au 

proton H-20. Nous pouvons aussi observer un nouveau signal sous forme d'un 

multiplet entre 2,15 et 2,30 ppm. Ce dernier intègre pour un proton. Ce signal est 

attribué au H-20. 

H-30 

/ 

H-6 
\ 

, \ 

U ~ ~ u u g u ~ u u u y u ~ u u u y u u ~ 
(ppoo) 

Figure 3.12 Spectre RMN 1H 200 MHz (CDCI3) de l'aldéhyde 16. 

Contrairement à l'aldéhyde 15, cet aldéhyde est beaucoup plus stable et ne subit 

pas de dégradation lorsqu'il est conservé au frigo. Nous avons décidé de poursuivre 

la synthèse avec ce dernier puisqu'en plus de sa stabilité il nous permet de 

synthétiser rapidement l'aldéhyde en C-22 (3 étapes), contrairement à l'aldéhyde 14 

(8 étapes) . Nous aurions aimé comparer la réactivité de 14 et de 16 lors de la 

synthèse de nos 2 familles de BRs (27 et 28 carbones) . Malheureusement, le temps 

imparti pour la maîtrise tirait à sa fin, nous n'avions plus que quelques cinquantaines 

de milligrammes de l'aldéhyde 14 et nous n'avions plus eu le temps d'entreprendre à 

nouveau les 8 étapes de synthèse menant à 14. 

Dans le prochain chapitre, nous parlerons, dans un premier temps, de la synthèse 

de la chaîne latérale des BRs de la famille des 28 carbones en utilisant la chimie des 
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allylstannanes. Notons qu'afin d'effectuer une étude systématique de réactivité , nous 

utiliserons l'aldéhyde 16 pour les raisons mentionnées ci-dessus. Dans un deuxième 

temps, nous parlerons de la synthèse de la chaîne latérale des BRs de la famille des 

27 carbones en utilisant la chimie des allyle boranes. Il est à noter que dans ce 

cas-ci une étude préliminaire de réactivité sera effectuée sur les aldéhydes 14, 15 et 

16. 



CHAPITRE IV 

NOUVELLES STRATÉGIES DE SYNTHÈSE DES CHAÎNES LATÉRALES 
CORRESPONDANT AUX BRASSINOSTÉROïDES DE 

LA FAMILLE DES 27 ET 28 CARBONES 

4.1 Rétrosynthèse 

Comme énoncé au chapitre III , ce chapitre sera dédié à de nouvelles voies de 

synthèse des chaînes latérales des BRs des familles à 27 et 28 carbones. Ces 

derniers représentent les familles de BRs les plus abondantes et les plus diversifiées 

chez les plantes. Malheureusement, ils sont aussi .Ies plus difficiles à préparer. La 

difficulté de la synthèse de ces composés réside dans la préparation de la chaîne 

alkyle dihydroxylée de façon stéréosélective. Cette chaîne comporte entre 8 et 

10 carbones et possède quatre centres asymétriques contigus. Comme nous l'avons 

constaté au chapitre précédent, nous avons été en mesure de synthétiser 

l'aldéhyde 16 qui nous permettra d'ajouter différents nucléophiles carbonés afin de 

reconstruire les chaînes alkyles appropriées pour ces familles. 

4.1 .1 Rétrosynthèse de la chaîne latérale des BRs de la famille des 28 carbones. 

Le schéma 4.1 nous donne un aperçu de la rétrosynthèse qui nous permettrait de 

reconstruire de manière stéréosélective et efficace la chaîne latérale des BRs de la 

famille des 28 carbones (le composé représentant cette famille dans le schéma 4.1 

est la castatérone). 
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Notre première étape rétrosynthétique, après quelques transformations des cycles A 

et B ainsi que de légères modifications sur la chaine, nous amène à l'intermédiaire 

36. Pour préparer ce dernier, une étape cruciale de notre stratégie intervient. Nous 

croyons possible d'effectuer l'insertion stéréosélective des carbones 24 à 26 à l'aide 

du composé 38 en utilisant la chimie des métaux allyliques ici , le stannane 37 

(schéma 4.1). Jusqu'ici ignorés dans la synthèse des brassinostéroïdes, ces 

derniers sont pourtant bien connus pour permettre la préparation de composés 

acycliques hydroxylés de façon stéréosélective. Cette sélectivité sera discutée plus 

en détail à la section 4.2.4. L'intermédiaire 38 quant à lui , pourrait provenir de 

l'homologation de l'aldéhyde 16 en trois étapes en passant par un dérivé 1,3-

dithiane 39 (schéma 4.1). 

4.1.2 Rétrosynthèse de la chaîne latérale des BRs de la famille des 27 carbones 

Comme pour la rétrosynthèse de la chaîne latérale des BRs de la famille des 

28 carbones, la chimie des métaux allyliques pourrait être considérée lors de la 

synthèse de la chaine latérale des BRs de la famille des 27 carbones, mais cette 

fois-ci sans étape d'homologation. Plusieurs chemins pourraient s'offrir à nous afin 

d'obtenir le produit désiré. Une des méthodes possibles serait tout d'abord 
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d'effectuer une ozonolyse de la double liaison de 41 . Par la suite, une réaction de 

Wittig pourrait être envisagée, afin d'obtenir le composé 40 (schéma 4.2) . 

. ~~ 
~OR= 

OMe OMe 

Schéma 4.2 

_.~O ççr + 

OMe 

Aldehyde 16 

~B(IPCh 

OR 

L'intermédiaire 41 , quant à lui , pourrait être synthétisé à partir d'une méthode 

impliquant l'addition de boranes allyliques 42 sur l'aldéhyde 16 afin d'obtenir une 

synthèse stéréosélective au niveau des 3 centres asymétriques contigus 21 , 22 et 

23 avec un minimum d'étape de synthèse (schéma 4.2). Cette chimie n'est pas 

connue dans la synthèse des brassinostéroïdes. Les raisons nous portant à croire 

que la bonne stéréochimie sera obtenue seront expliquées dans la section 4.3.1 

4.2 Synthèse de la chaîne latérale des BRs de la famille des 28 carbones 

Comme nous l'avons vu à la section 4.1.1 , le premier objectif dans la synthèse de 

cette chaîne latérale réside dans l'homologation de l'aldéhyde 16 en trois étapes en 

passant par un dérivé 1,3-dithiane afin de parvenir à l'intermédiaire 38 (Figure 4.1). 

Nous verrons par la suite l'utilisation de la chimie des allylstannanes dans la 

synthèse de stéroïdes. La figure 4.1 nous montre un aperçu d'une nouvelle stratégie 

de synthèse que nous pouvons réaliser afin d'obtenir la chaîne latérale des BRs de 

la famille des 28 carbones. 
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Plan de la synthèse la chaîne latérale des BRs de la famille des 28 
carbones. 

4.2.1 Préparation du dithioacétal 43 à partir de l'aldéhyde 16 

L'addition du 2-lithio-1 ,3-dithiane ~) à une fonctionnalité carbonyle flanquée d'un 

carbone chiral peut être hautement diastéréoséléctive. Cette réaction fut étudiée lors 

des synthèses de BRs à partir de composés possédant un aldéhyde en C-22. 

Plusieurs chercheurs tels que Takatsuto (45), Hazra(46) et WU(26), pour n'en nommer 

que quelques-uns, ont démontré que l'attaque de l'anion 1,3-dithiane sur l'aldéhyde 

16 forme majoritairement le diothioacetal 43a (schéma 4.3). 

1,3-dithiane, n-BuLi 
• 

THF, OOC à -20°C, 
89% 

OH 

Schéma 4.3 

Nous avons effectué la réaction en suivant les conditions de Hazra(46). Dans un 

premier temps le dithiane est mis à réagir avec le n-BuLi à -20 oC pendant 2 heures, 
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puis dans un deuxième temps ce mélange est additionné à l'aldéhyde 16. Nous 

n'avons observé aucune réaction (conservation de l'aldéhyde !ID (tableau 4.1, 

essai 1) contrairement à Hazra(46) qui a obtenu un rendement de 89 %. Nous avons 

alors pensé que si nous augmentions le nombre d'équivalents du 1 ,3-dithiane et du 

n-BuLi , en conservant la température à -20 oC, il pourrait y avoir une réactivité. Mais, 

encore une fois, il n'y a pas eu de réaction (conservation de l'aldéhyde 16), et ce , 

même après 36h (tableau 4.1 , essai 2). Nous avons donc décidé d'effectuer la 

réaction à température ambiante (tableau 4.1, essai 3) , tout en gardant à 2 heures le 

temps nécessaire pour la première réaction (formation du 2-lithio-1 ,3-dithiane). Nous 

avons alors observé la formation du composé 43a désiré. Puisque cet essai fut 

réalisé sur de très faibles quantités (15 mg), nous avons décidé de le reproduire 

dans les mêmes conditions en augmentant les quantités (tableau 4.1 , essai 4) . Nous 

avons alors obtenu le composé 43a avec un rendement de 49 % (70 mg). Nous 

avons, par la suite, procédé à quelques ajustements (temps pour former le 2-lithio-

1,3-dithiane ainsi que le temps de le faire réagir sur l'aldéhyde) , afin d'augmenter le 

rendement. Ces modifications nous ont alors permis d'obtenir la diothioacétal 43a 

avec un rendement de 86 % après purification par chromatographie éclair 

(tableau 4.1, essai 5) . Contrairement à Takatsuto (45), Hazra(46) et WU(26) qui 

rapportent avoir eu des diastéréosélectivité de 9 : 1 entre le dithioacétal 43a et 43b, 

nous n'avons pas réussi à observer la présence du composé 43b ni par RMN 1H ni 

par RMN 13C, et ce, même suite à la purification par chromatographie. La réaction 

semble être très diastéréosélective, et ce, même à température ambiante. 
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Tableau 4.1 
Réactivité du dithiane avec l'aldéhyde 16 

Équivalent Température 
Temps de la réaction 

Essai (heures) Rendement 
(dithiane/n-BuLi) CC) Étape 1/ Étape 2 

1 (1 .5 éq.l1.1 éq .) -20 2/5 Pas de réaction 

2 (5 éq. /5 éq.) -20 2/36 Pas de réaction 

3 (5 éq. / 5 éq.) 25 2/5 40% 

4 (5 éq. /5 éq.) 25 2/2 49% 

5 (5 éq. /5 éq .) 25 2/2 86% 

Solvant: THF. 

La stéréochimie de ce nouveau centre chiral créé en C-22 est conforme à la 

prédiction de la règle de Felkin-Ahn. La figure 4.2 nous montre l'état de transition la 

plus favorable pour l'attaque du nucléophile. En effet, l'addition de l'anion du dithiane 

se fait du côté le moins encombré (ici par le côté de l'hydrogène) en respectant 

l'angle de Dunitz-Bürgi voisin de 105°. 
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Figure 4.2 Stéréochimie de l'addition de l'anion du dithiane. 
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La figure 4.3 montre l'agrandissement du spectre RMN 1H du dithioacétal 43a. Nous 

observons dans un premier temps, la disparition du proton H-22 de l'aldéhyde 16 à 

9,58 ppm et l'apparition de deux doublets à 3,91 et 3,77 ppm qui correspondent 

respectivement au proton H-22 et H-23 du dithioacétal 43a. Ces derniers se 

présentent sous forme d'un système de spin AB avec une constante de couplage de 

10,1 Hz. Nous remarquons également la présence de deux nouveaux multiplets 

entre 3,03 et 2,82 ppm et entre 2,73 et 2,61 ppm correspondant aux signaux des 

protons H-35 et H-37 du dithiane. Le signal à 2,38 ppm représenterait, quant à lui , le 

proton de l'hydroxy en C-22. Notons également qu'en RMN 13C nous n'observons 

aucun dédoublement de carbones et que le nombre de carbones correspond bien au 

composé 43a (absence de diastéréoisomère). 

7.5 

Figure 4.3 
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Spectre RMN 1H 200 MHz (CDCI3) du diothioacétal43a. 

4.2.2 Protection du groupement hydroxyle du dithioacétal 43a 

La protection du groupe hydroxyle du dithioacétal 43a (schéma 4.4) est nécessaire 

avant la transformation de la fonctionnalité dithiacétal en aldéhyde afin d'éviter la 
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réaction connue des a-hydroxy aldéhydes dans les conditions expérimentales 

requises pour la déthioacétalisation. 

Essai 

1 

2 

3 

4 

OMe 

43a 

-

Schéma 4.4 

Tableau 4.2 

OMe 

45; R = Sn 
46; R = Ac 

Protection de la fonction hydroxyle du dithioacétal 43a 

Réactif Base Temps 
Rendement 

(et équivalent) (et équivalent) (heures) 

BnBr (2 éq.) NaH (1 .2 éq .) 24 h Pas le produit désiré 

BnBr (2 éq .) NaH (2.2 éq .) 24 h Pas le produit désiré 

BnBr (2 éq .) NaH (3.4 éq .) 24 h Pas le produit désiré 

Ac20 (excès) Pyridine (excès) 16 h 73-84 % 

En premier lieu, nous avions décidé d'opter pour une protection à l'aide d'un 

groupement benzyle. L'intérêt d.e ce groupe protecteur réside dans sa capacité à 

participer à la formation de chélate avec l'aldéhyde en C-23 lors de la réaction avec 

les métaux allyliques en présence d'un acide de Lewis bidentate comme nous allons 

le voir dans la section 4.2.4. Nous avons réalisé alors un premier essai en utilisant 

1,2 éq. d'hydrure de sodium (tableau 4.2 essai 1). Cependant, nous avons remarqué 

que la réaction semblait ne plus progresser après 5h et que le produit majoritaire 

reste le dithioacétal 43a. Nous avons déduit que ce problème pouvait être dû au 

manque d'hydrure de sodium dans le milieu. Nous avons alors augmenté le nombre 

d'équivalents d'hydrure de sodium à 2,2 éq . (tableau 4.2 essai 2) . Nous avons alors 
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observé la formation d'un produit moins polaire (Rf =0,64) que le dithioacétal 43a 

(Rf = 0,47). En analysant le spectre RMN 1H du produit brut, nous avons observé la 

présence de nouveaux signaux dans la région des aromatiques. Cependant, nous 

avons également observé une disparition des protons du dithiane. Il était donc clair 

que nous n'avions pas le produit désiré. Nous avons alors réalisé un dernier essai 

en utilisant 3,4 éq. d'hydrure de sodium (tableau 4.2 essai 3). Nous avons observé 

cette fois-ci la conservation des signaux du dithiane en RMN 1H, cependant nous 

n'avions pas de signaux dans la région des aromatiques. De plus, suite à une 

comparaison minutieuse du spectre RMN 1H de notre brut avec le spectre RMN 1H 

du produit de départ 43a, il était clair que 43a était absent de ce brut. Nous avons 

tenté d'élucider la structure de ce dernier, cependant nous n'avons pas réussi à le 

caractériser. Le temps nous pressant et la réaction de benzylation semblant 

capricieuse, nous avons décidé de protéger cette fonction hydroxy à l'aide d'un 

groupement acétate déjà connu dans la chimie des BRs(46l. Malgré le fait que 

l'oxygène sur un acétate est moins basique, nous croyons qu'il serait tout de même 

possible qu'il y ait complexation en présence d'un acide de Lewis comme l'a 

démontré Raghavan(47l . Cette transformation est simple, rapide et fournit un bon 

rendement (tableau 4.2, essai 4) . Il ne suffit que de faire réagir 16 avec l'anhydride 

acétique, dans la pyridine à température ambiante pendant 16 heures afin d'obtenir 

le composé 46 avec un rendement de 73 à 86 % après extraction (conditions de 

Hazra(46l) . Aucune purification supplémentaire n'est nécessaire. Il est à noter que 

nous avons également préparé cet acétate à partir du stigmastérol en n'effectuant 

qu'une seule purification par chromatographie éclaire à la fin (5 étapes). Nous avons 

alors obtenu un rendement global de 16 % comparativement un rendement global de 

36 % lorsqu'on a effectué les purifications au fur et à mesure. Il semble donc que 

cette voie sans purification ne soit pas avantageuse dans ce cas. 

La figure 4.4 montre le spectre RMN 1H du dithioacétal protégé 46. Nous 

remarquons la présence d'un nouveau signal à 2,08 ppm sous forme d'un singulet 

qui correspondrait aux protons H-39 de l'acétate, ainsi que la disparition du signal du 

proton de l'alcool à 2,38 ppm. De plus, nous pouvons observer le déblingage du 
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proton H-22 passant de 3,91 à 5,39 ppm ce qui est cohérant avec le fait de passer 

d'un alcool à un acétal comme groupement voisin(46,48). Le signal se présente 

maintenant sous forme d'un doublet de doublet contrairement au dithioacétale non 

protégé 43a dans lequel ce signal était sous forme d'un doublet. Il semble que la 

présence de l'acétal nous permet maintenant de voir le couplage entre le H-22 et le 

H-20 avec une constante de couplage de 1,9 Hz. 
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Figure 4.4 Spectre RMN 1H 200 MHz (CDCI3) de 46. 

4.2.3 Déthioacétalisation du dithioacétal protégé 46 menant à l'aldéhyde 38 

Nous sommes à présent à une étape d'obtenir l'aldéhyde 38 qui nous permettra de 

synthétiser la chaîne latérale des BRs de la famille des 28 carbones. Plusieurs voies 

de déthioacétalisation (permettant de transformer le dithioacétal en carboxaldéhyde) 

existent dans la littérature(46,49,50). Nous avons décidé d'explorer les deux voies les 

plus communément utilisées dans la synthèse des BRs, toujours dans le but 

d'optimiser les rendements et de diminuer le temps de la réaction. 
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Dans un premier temps, nous avons procédé à la déthioacétalisation en utilisant les 

conditions de WU(51) (tableau 4.3, essai 1). Nous avons alors obtenu un rendement 

faible de 35 %. Malgré qu'en CCM nous avions observé une disparition quasi-totale 

du dithioacétal protégé 46, la RMN 1H du brut nous a indiqué la présence du produit 

de départ en quantité appréciable. Nous avons donc décidé de reproduire la réaction 

en doublant le temps de réaction (tableau 4.3, essai 2) . Malheureusement, nous 

n'avons obtenu qu'un rendement de 40 %. Nous avons alors attribué ces 

rendements faibles au fait qu'il se produit des réactions secondaires indésirables 

(plusieurs taches observées en CCM) . Nous avons alors décidé de changer de 

stratégie et d'opter pour des conditions qui nous semblaient plus douces, soit 

l'utilisation du carbonate de barium et du N-bromosuccinimide(46). Lors du premier 

essai , nous n'avons obtenu qu 'un rendement 20 % (tableau 4.3, essai 3) . Or, dans la 

littérature(46), on rapporte des rendements de 96 %. Nous avons remarqué que le 

problème se posait au niveau de l'extraction , car en CCM la réaction semblait former 

un seul produit. Suite à quelques modifications que nous avons pu apporter à cette 

extraction (voir section expérimentale) , nous avons réussi à obtenir l'aldéhyde 38 

avec un rendement de 80 % (tableau 4.3, essai 4) . Suite à ces modifications, nous 

avons effectué cette réaction avec une plus grande quantité afin de minimiser les 

pertes engendrées par les filtrations, et par le même fait obtenir plus de produits 

pour les réactions subséquentes. Nous avons alors obtenu l'aldéhyde 38 avec un 

rendement de 93 % après 45 min de réaction (tableau 4.3, essai 5). Aucune 

purification supplémentaire n'est nécessaire. 

OMe 

46 

#:0 
Schéma 4.5 

OMe 

38 



Essai 
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2 

3 

4 
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Tableau 4.3 
Déthioacetalisation du dithioacétal protégé 46 

Conditions Temps 

HgO (3 éq)/ BF3"OEt2 (3 éq) 4h 

HgO (3 éq)/ BF3"OEt2 (3 éq) 8h 

BaC03 (15 éq)/ NBS (15 éq) 0,5 h 

BaC03 (15 éq)/ NBS (15 éq) 0,75 h 

BaC03 (15 éq)/ NBS (15 éq) 0,75 h 

85 

Rendement 

35 % 

40% 

20 % 

80 % 

93 % 

La figure 4.5 nous montre le spectre RMN 1H de l'aldéhyde 38. Nous constatons 

l'apparition d'un signal à 9,49 ppm caractéristique de l'hydrogène H-23 de 

l'aldéhyde. Ce dernier se présente sous forme d'un singulet, contrairement aux 

hydrogènes des aldéhydes en C-22 que nous avons précédemment observés (voir 

chapitre III) . Le proton H-22, quant à lui , se présente sous forme d'un doublet à 

5,11 ppm, avec une constante de couplage de 1,9 Hz. Cette constante est 

caractéristique d'un couplage H-22 et H-20 chez les BRs (voir p. 100). Le spectre 

RMN 13C montre l'apparition d'un nouveau signal à 199,3 ppm qui représenterait le 

carbone C-23 de l'aldéhyde. Donc, nous sommes bien en présence de 

l'aldéhyde 38. 
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Figure 4.5 Spectre RMN 1H 200 MHz (CDCI3) de l'aldéhyde 38 
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4.2.4 Synthèse de l'intermédiaire 36 en utilisant la chimie des métaux allyliques 

Le développement de la catalyse asymétrique, en particulier pour la formation de 

liaisons carbone-carbone, est l'une des plus difficiles en synthèse organique. 

L'addition d'un réactif organométallique à un carbonyle est d'une utilité considérable 

dans la synthèse stéréocontrôlée de composé acyclique. Parmi les divers réactifs 

organométalliques qui ont été utilisés avec succès, les allylstannanes peuvent réagir 

de manière stéréosélective avec les aldéhydes. Ainsi , avant de discuter plus 

précisément de notre stratégie de synthèse, il serait pertinent de comprendre la 

. réactivité et la sélectivité induite par l'application de tels composés lors d'une 

synthèse. 

Les états de transition par lesquels passent ces réactifs dépendent en grande partie 

de la présence ou l'absence d'acide de Lewis (A.L.) dans le milieu . La nature de 

l'aldéhyde peut également jouer un rôle dans certains cas particuliers (exemple : 

aldéhyde a-hydroxylé). Cependant, l'addition a toujours lieu via un mécanisme 

concerté , impliquant la dissociation de l'étain et la formation de liaisons C-C en 

position y. 

La réaction d'un aldéhyde avec un stannane sans acide de Lewis peut conduire à 

une certaine stéréosélection (syn versus anti) . En effet, les produits s'additionnent 

en passant par un état de transition cyclique à six membres, dans lequel l'étain sert 

d'élément d'organisation. La configuration de la double liaison dans l'allylstannane 

contrôle le sens de la diastéréosélectivité de la réaction . Donc, lorsqu'on est en 

présence du (E)-crotylstannane le produit majoritairement formé est le produit trans 

et le produit devient cis lorsque c'est le (Z)-crotylstannane qui est utilisé (figure 4.6). 
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Figure 4.6 État de transition cyclique d'un aldéhyde avec l'crotylstannane sans 
présence d'acide de Lewis. 

Dans le cas où il y a présence d'acide de Lewis la réaction se produit via un état de 

transition ouvert puisque l'acide de Lewis vient complexer l'aldéhyde et donc il 

devient impossible pour ce dernier de se complexer avec l'étain afin de former l'état 

de transition décrit dans la figure 4.6. Le model de Felkin-Anh est indépendant de 

l'état de transition. La figure 4.7 montre les états de transitions possibles pour 

l'addition de groupements (Z)-crotyle et (E)-crotyle. 

Figure 4.7 
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.A.L. 

"~ 
OH 

f. R~ 
favorisé H Me 

favorisé - -
R H .!}, " H 

Me 

~ ~ 

ML2 
Syn ML2 

Z-crotyle E-crotyle 

.A.L. +0" 
. A.L. 

+0" 

;~" 
iH 

défavorisé ~" défavorisé 

R~ .- -
B..- H 

R H 

r; 
Me 

~ Q 
ML2 Anti ML2 

État de transition non cyclique de l'addition d'un groupement crotyle 
(E et Z) sur un aldéhyde en présence d'un acide de Lewis (A.L.). 
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Premièrement, nous pouvons remarquer que l'acide de Lewis a tendance à se 

placer du côté opposé au groupement R dans les quatre états de transition afin de 

minimiser les effets stériques. Observons d'abord la réaction avec le 

Z-crotylstannane. Nous pouvons remarquer que l'état de transition C est fortement 

défavorisé à cause de l'interaction gauche entre le groupement R de l'aldéhyde et le 

groupe Me du fragment crotyle. De plus, il existe une répulsion stérique entre le 

groupement R et le groupe CH2 du fragment crotyle. Cet état de transition est 

énergétiquement élevé, il est donc défavorisé. L'état de transition A semble être plus 

bas en énergie puisque seul un faible encombrement stérique existe entre l'A.L. et le 

groupe Me du fragment crotyle. Si nous observons maintenant la réaction avec le 

E-crotylstannane, nous pouvons remarquer encore une fois l'interaction gauche (très 

défavorisée) qui a lieu dans l'état de transition D entre le groupement R de 

l'aldéhyde et le groupe Me du fragment crotyle. L'état de transition 8 devrait être 

favorisé lors de cette réaction. Il existe en effet deux encombrements stériques pour 

cet état de transition, mais ceux-ci sont moins importants que l'effet gauche observé 

enQ. 

Nous venons de voir comment nous pouvons contrôler la sélectivité relative, en 

partant avec un aldéhyde achiral. Ainsi , comme nous avons pu démontrer 

précédemment (figure 4.7), le produit syn est le produit majoritaire, et ce, 

indépendamment de la géométrie de l'alcène. Malheureusement, avec un aldéhyde 

achiral , il est impossible de contrôler la stéréochimie absolue des nouveauz centres 

chiraux puisque l'attaque par en arrière ou par en avant est équivalente. 

Dans le cas d'un aldéhyde chiral , possédant un groupement a-hydroxylé comme 

l'aldéhyde 38, les états de transitions montrés à la figure 4.7 s'appliquent. 

Cependant, un autre phénomène est également possible, à savoir la chélation qui 

est induite par l' introduction d'un acide de Lewis bidentale, ce qui rend une des faces 

plus accessible. La chélation est la coordination sur le même atome métallique 

(acide de Lewis) de deux hétéroatomes portant des doublets libres. La conformation 

la plus peuplée ne suit plus alors le modèle de Felkin-Anh, mais préfère placer le 
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groupement a-hydroxy le plus près possible de l'oxygène du carbonyle. De cette 

façon, l'acide de Lewis peut faire un pont entre les deux hétéroatomes. Cette 

conformation est la plus peuplée parce qu'elle est stabilisée par la chélation et c'est 

aussi la plus réactive parce que l'acide de Lewis augmente la réactivité du 

groupement carbonyle(50). 

Figure 4.8 

Favorisé altylation syn :;: non-cydique 

Défavorisé 

États de transitions théoriques de l'alkylation de l'aldéhyde 38 menant 
à 36. 

Nous pouvons constater, à la figure 4.8, que lorsqu'il y a chélation entre 

l'aldéhyde 38 et l'a-acétoxyle, le groupement R, qui représente le corps stéroïdien, 

pointe par en avant. Ainsi l'aldéhyde peut sélectivement être alkylé par la face 

arrière, afin d'éviter l'encombrement stérique avec le groupement R. Cela se fait en 

ajoutant des nucléophiles doux tels que les allylstannanes qui ne détruisent pas la 

chélation(52). Ce phénomène de chélation peut se produire uniquement en présence 

d'acides de Lewis (cation métallique) qui préfèrent se coordonner à deux 

hétéroatomes à la fois. 

Ainsi , si nous réalisions la synthèse à partir de l'aldéhyde 38, qui est a-acétooxylé, 

nous pourrions alors espérer avoir un contrôle sur la stéréochimie des carbones 

C-22, C-23 et C-24. Dans un premier temps, nous avons décidé de faire une étude 

de la réactivité des composés stannylés vis-à-vis les BRs puisqu'à notre 
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connaissance nous sommes les premiers à étudier cette réactivité sur les BRs. Pour 

ce faire, nous avons décidé de tester dans un premier temps l'hydrure de stannyle, 

le plus simple des nucléophiles stannyulés (NB. Le produit résultant sera un 

candidat intéressant pour notre étude biologique) . En second lieu, nous avons opté 

pour l'utilisation d'un composé stannylé facile d'accès l'allyltributylstannane, 

disponible commercialement (ce qui n'est pas le cas pour le stannane m. 
Finalement, nous pourrons tester la réactivité du stannane 37 avec l'aldéhyde 38 

nous permettant ainsi de reconstruire la chaîne latérale des BRs de la famille des 

28 carbones. 

La réduction, avec l'hydrure de tributylétain, de l'aldéhyde 38, afin de former l'alcool 

47, est simple et rapide. Il ne suffit que de faire réagir 38 avec le ZnCI2 et l'hydrure 

de stannane dans du CH 2CI2 à -78 oC pendant 1 h 30 pour obtenir 47 avec un 

rendement de 43 % après purification par chromatographie éclair (schéma 4.6). 

Notons que cette réaction a été réalisée une seule fois et qu'elle pourrait 

potentiellement être optimisée. 

OMe 38 

CHO 
SnBu3H 
ZnCI~ 

-78°C, 1h 30 
43% 

Schéma 4.6 

OAc 

OMe 47 

La figure 4.9 nous montre le spectre RMN 1H de l'alcool 47 où nous constatons la 

disparition du signal à 9,49 ppm appartenant au proton de l'aldéhyde en C-23 et 

l'apparition d'un multiplet entre 3,6 et 3,8 ppm représentant les deux protons en 

H-23. Le proton H-22, quant à lui , se présente maintenant sous forme d'un multiplet 

entre 4,9 et 5,11 ppm. La disparition du signal à 199,3 ppm de l'aldéhyde C-23 dans 
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le spectre RMN 13C et l'apparition d'un signal à 78,5 ppm correspondrait bien à la 

réduction de l'aldéhyde 38 en alcool 47. 

#
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Figure 4.9 
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Spectre RMN 1H 200 MHz (CDCI3) de l'alcool 47. 

2.0 1.5 1.0 0 .5 

Nous avons ensuite procédé aux essais de la réactivité de l'aldéhyde 38 en l'utilisant 

l'allyltributylstannane (schéma 4.7) qui rappelons-le, en plus d'être commercial , est 

reconnu pour avoir une grande réactivité . Le tableau 4.4 nous montre un résumé des 

essais réalisé à cette fin . 

OMe 

38 

OAc 

Acide de lewis 
bidentate 

Schéma 4.7 

OH 

OMe 

48 (attendu) 



Essai 

1 

2 

3 

4 

5 
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Tableau 4.4 
Réactivité de l'aldéhyde 38 avec d'allylstannanes en utilisant 

différents acides de Lewis 

Acide de Éq.de Température Temps Produit formé 
allyltributyl-

Lewis (éq) stannane 
(oC) (heure) (rendement) 

ZnCb (2 éq) 2 éq -78 oC 5h Pas de réaction 

MgBr2 (2 éq) 2 éq 
-78 oC (4h) 

28 h Pas de réaction 
Tp (24 h) 

MgBr2 (2 éq) 2 éq 
Reflux 

10 h Dégradation (55 oC) 

BF3 OEt2 
2 éq -78 oC à tp. 2 h 30 

Double substitution, 
(2 éq) composé 49 (27 %) 

BF3 0Eh 
1.05 éq -78 oC à tp. 2h 

monosubstitution 
(2 éq) (41 %) 

Nous avons, dans un premier temps, utilisé le ZnCI2 (tableau 4.4 essai 1) comme 

acide de Lewis bidentale afin d'induire la chélation entre l'aldéhyde 38 et l'a-acétate 

qui rappelons-le, est nécessaire pour nous permettre un contrôle sur la stéréochimie 

des carbones C-22, C-23 et C-24 (voir figure 4.8). Nous avons donc procédé à la 

réaction en utilisant les conditions de Breit(53l. Nous avons été déçus de ne voir 

aucune réactivité (conservation de l'aldéhyde ~, et ce, même après 5 h de 

réaction. Nous avons alors opté pour l'utilisation du bromure de magnésium (MgBr2), 

un autre acide de Lewis bidentate (tableau 4.4, essai 2). Dans les conditions 

standards de la réaction, nous n'avons eu aucune réactivité (conservation de 

l'aldéhyde ~ à -78 oC, et ce, même après 4 h. Nous avons alors laissé la réaction à 

température ambiante pendant 24 h, toujours aucune réactivité n'a pu être observée 

(conservation de l'aldéhyde ~. Nous avons décidé de «forcer» la réaction en 

portant cette dernière à reflux (tableau 4.4, essai 3). Malheureusement, nous avons 

constaté une dégradation considérable de l'aldéhyde 38. Nous avons alors décidé 

d'utiliser le BF3·OEt2 comme acide de Lewis. Ce dernier est un acide de Lewis fort et 

devrait permettre d'observer une réactivité . Évidemment, BF3 0Et2 n'est pas un 

acide de Lewis bidentate, ne devrait pas permettre de chélation et donc ne mènera 
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pas à la bonne stéréréochimie désirée. Mais ici , ce que nous voulons observer, c'est 

s'il est possible d'ajouter un allylstannane sur l'aldéhyde 38. Comme indiqué dans le 

tableau 4.4, essai 4, en utilisant deux équivalents de l'éthérate de trifluorure de bore 

(BF3'OEtz) et deux équivalents de l'allyltributylstannane (comme nous l'avions fait 

pour les bidentates) , nous avons observé en CCM la présence d'une nouvelle tache 

majoritaire moins polaire (Rf = 0,55) que l'aldéhyde 38 (Rf = 0,42). Suite à une 

purification par chromatographie éclair, nous avons procédé à une analyse de ce 

produit nouvellement obtenu . La RMN 1H, nous a confirmé la disparition du signal à 

9,49 ppm appartenant au proton de l'aldéhyde en C-23 et l'apparition d'un multiplet 

entre 3,6 et 3,8 ppm. Ce multiplet pourrait correspondre au proton H-23 voisin d'un 

hydroxyle. Nous observons également l'apparition de signaux des protons 

alcéniques entre 4,8 et 5,9 ppm qui , si l'on se fit au calcul d'intégration , 

correspondrait à six protons alcéniques et au proton H-22 qui apparaissait déjà dans 

cette région (voir figure 4.9) . Or, l'introduction d'une seule chaîne allylique devrait 

nous donner une intégration de trois protons alcéniques dans cette région et non pas 

six! Nous avons conclu que nous avons donc eu une double substitution (dû à la 

présence de 2 éq . de nucléophile). La RMN 13C nous indique également la présence 

de quatre carbones dans la région des carbones alcéniques en plus de confirmer 

que l'on a bien isolé un seul diastéréoisomère. La présence en RMN 1H des protons 

à 0,10 et 0,41 ppm qui sont des signaux caractéristiques de la présence du 

cyclopropyle (dans le cycle A) dans la molécule, nous amène à penser que le produit 

formé serait le diadduit 49 (figure 4.10). Notons que nous avons isolé, en très faible 

quantité (2 mg, soit environ 10 %), ce qui nous semble être en RMN 1H, un autre 

diastéréoisomère. 
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Figure 4.10 Spectre RMN 1H 200 MHz (CDCI3) du composé diadduit 49. 

Nous avons, par conséquent, repris la réaction en utilisant cette fois-ci 1,05 éq 

d'allyltributylst~mnane (tableau 4.4, essai 5) afin de contrôler la réactivité. Croyant 

que l'aldéhyde serait la fonction la plus électrophile de la molécule, l'utilisation de 

1,05 éq du stannane devrait nous mener au composé 48b (figure 4.11). Nous avons 

observé l'apparition en CCM d'une nouvelle tache majoritaire qui était, cette fois-ci, 

plus polaire que l'aldéhyde 38 (Rf = 0,10). À notre grande surprise, la RMN 1 H du 

produit brut, nous indiquait la la rétention du proton de l'aldéhyde en C-23. Nous 

avons également observé l'apparition de signaux des protons alcéniques entre 4,8 et 

5,9 ppm qui selon le calcul d'intégration, correspondrait à trois protons alcéniques. Il 

y a donc eu addition du nucléophile, mais rétention du groupement aldéhyde. Le 

nucléophile a donc additionné sur une autre fonction électrophile que l'aldéhyde. La 

seule autre possibilité, semble donc être la fonctionnalité cyclopropyle-OMe des 

cycles A et B. Cependant, à partir du RMN 1H du brut, nous n'avons pas réussi à 

conclure avec certitude si l'attaque avait eu lieu sur le C-6 ou le C-3. Pour y arriver, 
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nous avons effectué une purification par chromatographie éclair. Malheureusement, 

nous avons constaté que le produit s'est dégradé dans la colonne. 

OMe 

48b 

OAc 

OH 

Figure 4.11 Produit 48b attendu en utilisant 1,05 éq d'allyltributylstannane et 
BF3'OEt2 comme acide de Lewis. 

En conclusion , malgré le fait que l'aldéhyde 38 est un des aldéhydes les plus utilisés 

pour les substitutants nucléophiliques dans la chimie des BRs(1 8), dans ce cas 

précis, il semblerait plus adéquat d'opter pour l'utilisation d'un aldéhyde ne 

possédant pas les fonctionnalités présentes dans les cycles A et B (cyclopropyle, 

OMe) du composé 38 (qui semble être plus électrophile que la fonction aldéhyde en 

C-23). L'aldéhyde 14 serait un candidat plus intéressant, puisqu'en plus de ne pas 

avoir de méthoxy en C-6, il possède déjà les fonctionnalités requises chez les BRs 

dans les cycles A et B. Cependant, nous n'avions plus d'aldéhyde 14 et nous 

n'avions plus de temps (alloué pour cette maîtrise) pour en refaire. Il serait 

néanmoins intéressant dans un projet futur d'explorer cette voie en testant aussi une 

plus grande variété d'acide de Lewis bidentate. La prochaine étape sera donc 

d'étudier la réactivité du composé possédant un aldéhyde en C-23 dérivant de 

l'aldéhyde 14 avec l'allyltributylstannane. De plus, nous avons aussi l'intention 

d'explorer une plus grande variété d'acide de Lewis bidentate. Il sera ensuite temps 

d'étudier la réactivité avec le stannane 37 afin de former la chaîne latérale de la 

famille des BRs à 28 carbones. 
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4.3 Synthèse de la chaîne latérale des BRs de la famille des 27 carbones 

Comme pour les BRs de la famille des 28 carbones, la chimie des métaux allyliques 

pourrait être considérée lors de la synthèse de la chaîne latérale des BRs de la 

famille des 27 carbones. La figure 4.12 nous montre un aperçu d'une stratégie de 

synthèse que nous pouvons réaliser afin d'obtenir la chaîne latérale des BRs de la 

famille des 27 carbones. 

_.rfrO 
c:çr~ + 

OMe 16 

OH 

~B(IPC)2 

OR ---

42 OMe 41 

HO OH 

OR 

OMe 40 OMe 50 

Figure 4.12 Plan de la synthèse de la chaîne latérale des BRs de la famille des 27 
carbones. 

En partant de l'aldéhyde 16, l'intermédiaire 41 pourrait être synthétisé à partir d'une 

méthode impliquant l'addition de boranes allyliques (ici , l'allylborane ~ afin 

d'obtenir une synthèse stéréosélective au niveau des 3 centres asymétriques 

contigus de la chaîne alkyle. Pourquoi choisir la chimie des allylboranes au lieu des 

allylstannanes? L'aldéhyde 16 ne possède pas de groupement a-hydroxylé, la 

chélation induite par l'introduction d'un acide de Lewis nous ne pourrait pas avoir 

lieu. La réaction passera alors par un état de transition Felkin-Ahn (non-chélaté). Cet 

état de transition pourrait éventuellement nous mener à la bonne configuration. 

Cependant, nous savons qu'un état de transition contrôlé uniquement par un modèle 

Felkin-Ahn n'est pas aussi sélectif qu'un état de transition impliquant une chélation. 

Ce dernier permet de figer la molécule à l'aide d'un intermédiaire cyclique à 
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5 membres et donc permettre une stéréosélectivité plus efficace. Dans le cas des 

boranes allyliques, la réaction passerait par un état de transition cyclique spécifique. 

4.3.1 Synthèse de l'intermédiaire 41 en utilisant la chimie des boranes allyliques à 
partir de l'aldéhyde 16 

Afin de mieux comprendre cette réaction, nous pouvons commencer par une 

discussion plus approfondie de la chimie des allylboranes. Le bore est un composé 

dont la chimie est très répandue. Il permet de très nombreuses réactions telles que 

des couplages, des réductions, des alkylations, etc. Son utilisation présente de 

nombreux avantages notamment au point de vue de sa non-toxicité(54). 

4.3.1 .1 Type d'allylboranes 

Il existe deux grandes familles d'allylboranes soit les crotyldialkylboranes et les 

crotylboronates (figure 4 .13). Les crotyldialkylboranes sont généralement plus 

réactifs, mais ils sont aussi moins stables. Il faut donc les utiliser immédiatement et à 

basse température (-78 oC) afin d'éviter d'interconversion E/Z(55). L'utilisation de 

copules chiraux sur le bore permet néanmoins d'offrir une très bonne 

énantioséléctivité. Les crotylboroates sont, quant à eux, moins réactifs, mais 

beaucoup plus stables. Ils peuvent donc être stockés et peuvent être utilisés à des 

températures plus élevées (température ambiante) puisqu'il y a très peu avoir pas 

d'interconversion E/Z. Nous avons choisi d'opter pour l'alkylation de l'aldéhyde 16 à 

l'aide des crotyldialkylboranes. Une étude sur les crotylboronates est envisagée 

dans les projets futurs de notre laboratoire, afin d'avoir une étude comparative entre 

ces deux familles d'allylboranes. 

~B/alkYle 

1 
alkyle 

~B/OR 

1 
OR 

E et Z-crotyldialkylboranes E et Z-crotylboronates 

Figure 4.13 Types d'allylboranes. 
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4.3.1.2 Allylboration énantioséléctive 

L'utilisation de copule chirale sur le bore permet de créer un alcool optiquement actif 

avec un excès énantiomérique plus ou moins bon dépendant de la nature de la 

copule chirale porté par le bore(56) (schéma 4.8) . Plus la copule est volumineuse et 

plus l'excès énantiomérique, sur le centre nouvellement créé, est bon(57,58). 

@~ ~ 

r OH , ... B ~ 

~ V 
1 # .. ee= 95% 

rdt=83% 

Schéma 4.8 

Il est possible, en plus de la copule chirale sur le bore, de partir d'un allylborane qui 

ne soit pas un alcène terminal. Cela conduira à la formation d'un alcool optiquement 

actif pour lequel la configuration relative des deux centres stéréogéniques sera 

déterminée en fonction de la stéréochimie de la liaison C-C. La figure 4.14 nous 

montre un exemple d'une allylation en partant d'un allylborane E (.§1). Notons que 

pour faciliter la compréhension des états de transition, nous avons simplifié la 

représentation des copules chiraux sur le bore. Cette réaction se fait en passant par 

un état de transition cycle de type Zimmerman-Traxler, avec le substituant R en 

position pseudo-équatoriale. Nous pouvons constater que l'état de transition A est 

défavorisé à cause de l'encombrement stérique entre le groupement L (large) du 

copule chiral sur le bore et un hydrogène du carbone saturé du groupement crotyle. 

Ceci permet de former majoritairement un des deux alcools allyliques, en passant 

par l'état de transition B. La réaction est stéréospécifique : le produit anti est obtenu 

à partir de l'oléfine E, et le produit syn à partir de l'oléfine Z. C'est un des grands 

avantages de cette méthode. 
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-
Encombrement stérique État de transition favorisé 

! 

OH 

R~ 
Me 

Produit anti 

Figure 4.14 Mécanisme de l'allylboration énantioséléctive à partir d'un 
allyborane E. 

Le bore étant un bon acide de Lewis, il se complexe facilement à l'oxygène du 

carbonyle. Une fois la chaîne allyle introduite sur le carbonyle, il est nécessaire de 

rompre la liaison oxygène-bore nouvellement formée. Pour cela, différents produits 

peuvent être utilisés comme l'éthanol amine ou d'autres amino alcools plus 

complexes. Ce traitement permet de retirer facilement le produit secondaire sous 

format d'un précipité cristallin . 

Jusqu'à ce jour, l'allylborane chiral dérivé du a-plnene 

(B-allyldiisopinocampheylborane g)(59) (figure 4.15), s'est avéré le plus efficace en 

terme de pureté optique élevée pour une large gamme d'aldéhydes achiraux et 

chiraux. Plusieurs allylboranes d'ordre supérieur issus du a-pinène ont été préparés 

in situ ou en tant que réactifs isolables. Tous ces réactifs fournissent de très bons 

rendements des alcools correspondants homoallyliques lors d'une réaction avec des 

aldéhydes dans d'excellentes énantio- et diastéréosélectivités. Un des nombreux 
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allylboranes d'ordre supérieur développé par Brown(56) est le (B)-(Z)-y­

alkoxyallyldiisopinocampheylborane (~ (figure 4.15). 

~t~OR 
42 

Figure 4.15 Les allylboranes chiraux de Brown. 

La réaction de ce réactif 42 avec un aldéhyde donne les alcools homoallyliques 

1 ,2-syn a-alkoxy avec de très hauts rendements et d'excellents excès 

énantiomériques. L'énantiosélectivité de ces alcools homoallyliques est gouvernée 

strictement par la configuration absolue de l'énantiomère du (lpchBOMe utilisé 

(molécule 55, voir schéma 4.9). Ainsi , les diols vicinaux obtenus par l'utilisation du 

(+)-(lpchBOMe sont toujours de configuration (R,R), et le (-)-(lpchBOMe fournit des 

diols vicinaux de configuration (8 ,8)(69), et ce, indépendamment de la stéréochimie 

de l'aldéhyde utilisé. Donc, dans le cas de l'aldéhyde 16, par exemple, l'utilisation du 

(-)-(lpchBOMe devrait nous donner l'intermédiaire 41 avec la configuration 

22R, 23R. 

4.3.1.3 Préparation du (B)-(Z)-y-alkoxyallyldiisopinocampheylborane ~ et son 
application énantiosélective 

Le réactif 42 est habituellement préparé et utilisé in situ (schéma 4.9). Ainsi, le 

traitement de l'éther allylique 53 avec une base forte telle que le sec-BuLi conduit à 

la formation d'un anion (Z)-allylique 54. La coordination du lithium et de 

l'oxygène résultant en un état de transition à 5 membres explique la formation 

exclusive de la stéréochimie Z. La réaction de cet anion 54 avec le (lpchBOMe ŒID 
fournit le complexe 56, avec une conformation (Z) de l'oléfine. L'addition d'un 

acide de Lewis fort au complexe 56 libère le réactif allylborane (B)-(Z)-y­

alkoxyallyldiisopinocampheylborane (~(60). 



R 
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Nous avons, dans un premier temps, tenté de synthétiser l'éther allylique 53, en 

utilisant le méthoxyméthyle (MOM) comme groupement protecteur (R = MOM). Nous 

avons toutefois rencontré des problèmes lors de la synthèse de ce dernier. En effet, 

le composé obtenu est volatil et afin de le purifier il a fallu effectuer une distillation 

fractionnée nous permettant d'obtenir l'éther allylique désiré (tableau 4.5, essai 1). 

Cependant, la première tentative pour isoler 53 par distillation fractionnée a échoué. 

Nous avons effectué un deuxième essai en surveillant minutieusement la distillation 

(tableau 4.5, essai 2), mais encore une fois, le produit obtenu était impur (impureté: 

solvant de la réaction). Il semble donc que cet éther allylique est trop volatil ce qui 

rend difficile sa purification. Nous avons décidé d'utiliser le méthoxyéthoxy méthyle 

(MEM) comme groupement protecteur (possédant deux carbones et un oxygène 

supplémentaire) . L'éther allylique provenant du MEMCI devrait être moins volatil 

puisque ce dernier posséderait un poids moléculaire plus élevé. En effet, nous avons 

remarqué que cet éther allylique était beaucoup moins volatil. Nous avons pu isoler 

le produit pur désiré avec un rendement de 88 % (tableau 4.5, essai 3) . 

Tableau 4.5 
Protection de l'alcool allylique menant à l'éther allylique 53 

Essai R 
Réactif Base de Température Commentaire 

(éq) Hunig (éq) (temps) (rendement) 

1 MOM MOMCI (1 ,25) 1,5 
o oC à tp Problème dans la 
(3 h) distillation 

2 MOM MOMCI (1,25) 1,5 
o oC à tp Problème dans la 
(3 h) distillation 

3 MEM MEMCI (1 ,1) 1,1 
o oC à tp Produit désiré 
(3 h) (88 %) 
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Nous avons alors poursuivi en synthétisant le réactif 42, qui rappelons-le est 

habituellement préparé et utilisé in situ . Le tableau 4.5 nous montre un résumé les 

réactions entre les aldéhydes 14, 15 et 16 et le réactif 42. On peut être surpris de 

voir l'adéhyde 15 apparaitre ici puisque nous avons vu précédemment que 15 était 

instable (section 3.3.1). Pourquoi donc l'utiliser? Nous avons pensé que cette 

instabilité pourrait se traduire en plus grande réactivité vis-à-vis de ces allylboranes. 

Tableau 4.6 
Réactivité des aldéhydes 14, 15 et 16 avec l'allylborane de Brown 42 

Aldéhyde Allylborane Produit désiré 
Rend. 

(condition) 

Pas de 

@~OMEM 
'<:::::: 

réaction 

>t"· 
~2 - OMEM 

)<0'" (-78 oC, 
0'" 0'" 6 h) 

° 14 (1 éq) O l!! 

Pas de 

@~OMEM réaction 
~2 -

(-78 oC, 

o (1 éq) 
6 h et t.p, 

° 24 h) 

Pas de 

@~MEM réaction 
~2 -

(-78 oC, 

0 ,,-
(1 éq) 

6 h et t.p, 

0,,- 24 h) 

Solvant : THF. 

Nous avons dans un premier temps effectué la réaction en utilisant l'aldéhyde 14 en 

utilisant les conditions de Brown(59). Nous n'avons vu aucune réactivité (conservation 

de l'aldéhyde 14), et ce, même après 6 h de réaction à -78 oC. Nous avons par la 
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suite effectué la réaction dans les mêmes conditions pour l'aldéhyde 15 ainsi que 

l'aldéhyde 16 en simultanée. Nous avons été déçus de ne pas voir la présence du 

produit désiré pour l'un comme pour l'autre même après 6 h de réaction à -78 oC. 

Nous avons donc décidé de laisser ces deux derniers réagir à température ambiante 

pendant 24 h. Encore une fois , aucune apparition des produits désirés n'est 

observée (conservation de l'aldéhyde 16 et dégradation de l'aldéhyde !.ID. Nous 

n'avons pas eu plus de temps pour faire plus d'essais. 

Une des raisons pour laquelle on n'observe aucune réaction serait peut-être due au 

fait que nous n'arrivons pas à créer le réactif de Brown 42. Il faudrait dans le futur 

effectuer une réaction entre ce réactif 42 et un aldéhyde connu pour bien réagir avec 

ce borane nucléophile afin de vérifier si nous sommes bien capables de préparer ce 

réactif. De plus, il serait intéressant de refaire les trois essais, mais en variant le 

nombre d'équivalents de l'allylborane 42, ainsi que la température de la réaction. 

4.4 Conclusion du deuxième objectif 

Dans un premier temps, nous avons synthétisé les aldéhydes 14, 15 et 16, qui 

rappelons-le nous permettent, suite à l'ajout de différents nucléophiles carbonés, la 

construction des chaînes latérales des familles à 27 et 28 carbones. Nous avons 

opté pour ces trois aldéhydes puisque chacun offre des avantages. Les aldéhydes 

15 et 16 peuvent être synthétisés en seulement 3 à 4 étapes; ce qui nous permet de 

procéder plus rapidement au test de réactivité approprié afin de construire la chaîne 

latérale. Cependant, ils nécessiteront plus tard la transformation des cycles A et B 

afin d'obtenir des BRs. L'aldéhyde 14 quant à lui possède déjà les fonctionnalités 

requises dans les cycles A et B, mais il est aussi plus laborieux à synthétiser. Nous 

avons constaté que l'aldéhyde 15 est instable (dégradation observée en CCM et par 

RMN 1 H). Nous avons alors décidé de poursuivre le reste de la synthèse avec 

l'aldéhyde 16 puisqu'en plus de sa stabilité il est aussi plus rapide à synthétiser 

(3 étapes, avec un rendement de 34 %) que l'aldéhyde 14 (8 étapes: 18 %) . Nous 

avons alors procédé à la construction de la chaîne latérale des BRs de la famille des 
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28 carbones. Pour ce faire, nous avons dû, dans un premier temps, synthétiser 

l'aldéhyde 38 en trois étapes avec un rendement global de 67 % (en partant de 

l'aldéhyde !ID en passant par un dérivé 1,3-dithiane. En utilisant la chimie des 

métaux allyliques ici , le stannane 37 sur l'aldéhyde 38, nous croyons possible 

d'effectuer l'insertion stéréosélective des carbones 24 à 26 et ainsi construire la 

chaîne latérale des BRs de la famille des 28 carbones. Dans un premier temps, nous 

avons décidé de faire une étude de la réactivité des composés stannylés vis-à-vis 

les BRs puisqu'à notre connaissance nous sommes les premiers à étudier cette 

réactivité sur les BRs. Pour ce faire, nous avons décidé de tester dans un premier 

temps l'hydrure de stannane le plus simple des nucléophiles stannés. Nous avons 

alors réussi à synthétiser l'alcool 47 (issu de la réduction de l'aldéhyde ~ avec un 

rendement de 43 %. En second lieu, nous avons opté pour l'utilisation d'un composé 

stanné facile d'accès l'allyltributylstannane, disponible commercialement. Nous 

avons été déçus de constater qu'aucune réactivité n'est observée (conservation de 

l'aldéhyde 38) en utilisant le ZnCI2 et le MgBr2, deux acides de Lewis bidentates. 

Nous avons alors décidé d'utiliser le BF3 'OEt2 afin de tester la réactivité de l'aldéhyde 

38 envers les allylstannanes. Cependant nous avons constaté qu'en utilisant deux 

équivalents de l'allyltributylstannane nous obtenons le diadduit 49. L'utilisation de 

1,05 éq de d'allyltributylstannane mène à un composé monosubstitué en C-6 ou en 

C-3. En résumé, malgré le fait que l'aldéhyde 38 est un des aldéhydes les plus 

utilisés pour les substitutants nucléophiliques dans la chimie des BRs(16), dans ce 

cas précis, il semblerait plus adéquat d'opter pour l'utilisation d'un aldéhyde ne 

possédant pas les fonctionnalités présentes dans les cycles A et B (cyclopropyl , 

OMe) du composé 38 (qui semble être plus électrophile que la fonction aldéhyde en 

C-23). L'aldéhyde 14 serait un candidat plus intéressant, puisqu'en plus de ne pas 

avoir de méthoxy en C-6, il possède déjà les fonctionnalités requises chez les BRs 

dans les cycles A et B, Cependant, nous n'avions plus d'aldéhyde 14 et nous avions 

plus de temps (alloué pour cette maîtrise) pour en refaire. Nous avons alors entamé 

la synthèse de la chaine latérale des BRs de la famille des 27 carbones, 

mais cette fois-ci sans étape d'homologation en utilisant la chimie des allylboranes. 

L'utilisation d'allylborane d'ordre supérieur issus de a-pinène tel que 
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(B)-(Z)-y-alkoxyallyldiisopinocampheylborane ~ permet la création de diols 

vicinaux de manière énantiosélective comme dans le cas de notre intermédiaire 41 . 

Cependant, nous avons été déçus de constater qu'aucune réactivité n'a été 

observée ni avec l'aldéhyde 14, ni l'aldéhyde 15, ni avec l'aldéhyde 16 (conservation 

des aldéhydes 14 et 16 et dégradation du !ID. Ceci peut être dû à l'encombrement 

stérique des aldéhydes (14, 15 et .!.ID .qui n'est pas négligable. Afin de suivre le 

déroulement de la réaction et de déterminer les causes de la non réactivité , il serait 

intéressant dans un premier temps de vérifier la formation du réactif de Brown 42 en 

le piégeant avec un aldéhyde connu comme étant très réactif avec ce type de 

composé. Dans un deuxième temps, il faudrait refaire ces trois essais, en variant le 

nombre d'équivalents de l'allylborane 42, ainsi que la température de la réaction. 



CHAPITRE V 

CONCLUSION GÉNÉRALE 

Le premier objectif de ce travail de recherche consistait, dans un premier temps, à 

réaliser la synthèse de brassinostéroïdes de la famille des 29 carbones. Dans les 

travaux publiés du chapitre Il , nous avons présenté la préparation de 

deux brassinostéroïdes naturels : l'homocastastérone (11) et l'homobrassinolide (11) 

et un isomère non naturel; l'épi-homocastastémne (ll) à partir du stigmastérol (11.) . 

Ces trois composés ont été obtenus avec des rendements globaux entre 16 et 25 %. 

Nous avons, dans un deuxième temps, amélioré l'efficacité et le rendement global 

de la préparation du diène 23 à partir du stigmastérol (.1l). En effet, nous avons mis 

au point la purification par recristallisation ce qui permet d'éviter deux purifications 

par chromatographie colonne sur silice. Cette mise au point a permis de passer de 

56 % de rendement (comparable à la littérature(61l) à 72%. Sept des molécules 

synthétisées et deux molécules commerciales ont été testées. Seules trois des 

molécules de synthèse n'ont pas été actives. Pour les six autres, nous avons 

démontré qu'elles sont aptes à contrer le stress oxydant causé par le MPP+ (in vitro) , 

une toxine reproduisant la neurodégénérescence caractéristique de la maladie de 

Parkinson. Nous avons poursuivi par une étude de la relation structure-activité entre 

les différents composés et leur effet neuroprotecteur. Afin de valider cette étude, il 

serait intéressant de l'étendre aux BRs des familles à 27 et 28 carbones. Ces 

dernières sont les plus abondantes et les plus diversifiées chez les plantes. Enfin , 

l'objectif premier de ce travail étant atteint, l'étape suivante serait la réalisation de 

ces tests in vivo afin de confirmer leur activité. 
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Le second objectif de ce travail de recherche consistait à reconstruire les chaînes 

latérales des BRs de la famille des 27 et 28 carbones à l'aide de la chimie des 

métaux allyliques. Pour ce faire, nous avons, dans un premier temps, préparé les 

aldéhydes 14, 15 et 16 (chapitre III) possédant un aldéhyde sur le carbone 22 qui, 

on le rappelle, suite à l'ajout de différents nucléophiles carbonés nous permettent de 

construire la chaine alkyle appropriée. Nous avons constaté que l'aldéhyde 15 est 

instable (dégradation observée en CCM et par RMN 1H). Nous avons alors choisi de 

travailler avec son analogue 16, celui-ci étant stable et facile à synthètiser. Nous 

avons ensuite procédé à la construction de la chaine latérale sur ce composé 

(chapitre IV). Pour ce faire, nous avons synthétisé dans un premier temps, 

l'aldéhyde 38 en trois étapes avec un rendement global de 67 % (à partir de 

l'aldéhyde .!ID en passant par un dérivé 1,3-dithiane. Nous avons opté pour 

l'utilisation de la chimie des allylstannanes (le stannane 37) nous permettant 

l'insertion stéréosélective des carbones 24 à 26 et ainsi construire la chaine latérale 

des BRs de la famille des 28 carbones. À notre connaissance, il n'y a jamais eu 

d'étude de cette réactivité sur des BRs. Nous avons alors commencé par cette étude 

de réactivité des composés stannanés vis-à-vis les BRs. Nous avons été en mesure 

de synthétiser l'alcool 47 avec un rendement de 43 % en utilisant l'hydrure de 

stannane (le plus simple des nucléophiles stannés). L'utilisation de ZnCb ou MgBr2 

(deux acides de Lewis bitentates) en présence de l'allyltributylstannane n'a donné 

aucun résultat. Le suivi par chromatographie couche mince ne montre pas de 

formation de nouveau composé, l'aldéhyde 38 étant toujours dans le milieu. Nous 

avons alors utilisé BF3 'OEt2 comme acide de Lewis et nous avons constaté que 

l'utilisation d'un excès d'allyltributylstannane (2 éq.) conduit à un sous-produit 49. 

L'utilisation d'une quantité stoechiométrique (1 ,05 éq.) mène également à un produit 

indésirable résultant de la monosubstitution en C-6 ou en C-3. Les résultats obtenus 

montrent que la présence d'un groupement méthoxy en position C-6 entraine des 

réactions au niveau de cette position . Il semble que le groupement carbonyle de la 

fonction aldéhyde soit moins réactif. L'utilisation de l'aldéhyde 14 serait plus 

adéquate pour ce type de synthèse. L'aldéhyde 14 est un candidat plus intéressant, 

car en plus de ne pas avoir de méthoxy en C-6, il possède déjà les fonctionnalités 
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requises chez les BRs dans les cycles A et B. Les composés 47 et 49, nouvellement 

synthétisés pourraient être des candidats intéressants dans notre étude biologique. 

Nous sommes, par la suite, passés au BRs de la famille des 27 carbones. Nous 

avons utilisé les allylboranes d'ordre supérieur issus d'a-pinènes tels que (B)-(Z)-y­

alkoxyallyldiisopinocampheylborane ~, pour créer des diols vicinaux de manière 

énantiosélective. Les différentes réactions réalisées à partir des aldéhydes 14, 15 et 

16 n'ont pas montré d'évolution. L'axe de recherche qui pourrait être envisagé serait 

l'étude plus approfondie de la réactivité des allylboranes sur les BRs. En conclusion , 

la synthèse des aldéhydes 14, 15 et 16 ainsi que la préparation de l'intermédiaire 38 

à partir de l'aldéhyde 16 nous ont permis pour la première fois une étude 

systématique de la réactivité des composés stannanés vis-à-vis des BRs. La 

synthèse des composés 47 et 49, candidats intéressants pour les tests biologiques, 

ainsi que l'étude préliminaire de réactivité des allyles boranes dans la chimie des 

BRs, nous permettent de considérer le second objectif comme partiellement atteint. 



CHAPITRE VI 

PARTIE EXPÉRIMENTALE 

6.1 Remarques générales 

Les solvants utilisés furent fournis par la compagnie Fisher sous la certification ACS 

et distillés avant leur utilisation. Lorsqu'une réaction a nécessité l'utilisation d'un 

solvant anhydre, celui-ci fut asséché selon les méthodes usuelles (distillation sur 

sodium, P20 S) . Lorsque les protocoles mentionnent l'utilisation de conditions 

anhydres, ceci implique le séchage à l'étuve de la verrerie, des aiguilles et des 

agitateurs à 50 oC pendant 24 h. Les réactions furent suivies par chromatographie 

sur couche mince (CCM) sur des plaques de gel de silice déposée sur aluminium de 

la compagnie Silicycle (250 jJm, UV-Vis). Les plaques CCM furent développées avec 

une solution acide de molybdate d'ammonium (PMA). Les chromatographies éclair 

furent réalisées avec la silice Siliaflash P60 de la compagnie Silicycle (40-63 jJm, 

230-400 mesh). Le stigmastérol (1I) (utilisé comme produit de départ) fut acheté de 

la compagnie Acros Organics (95 % pur) et de la compagnie Trade TCI mark. 

Les spectres de masses à basse résolution (SM BR) furent enregistrés sur un 

système CPG-SM de la compagnie Agilent Technologies (système CPG 6890N et 

détecteur sélectif de masse 5973) en utilisant l'hélium comme gaz porteur. Les 

spectres de masses à haute résolution (SMHR) ont été enregistrés à l'UQAM sur un 

système CLHP 1200 en utilisant un détecteur TOF 6210 de la compagnie Agilent 

Technologies. Les spectres 1H ont été enregistrés sur un spectromètre 200 MHz 
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dans du CDCI3 avec le signal du CHCI3 à 7,26 ppm comme 'solvant et référence. les 

spectres RMN 13C ont été enregistrés à 50,3 MHz dans du CDCI3 (0 = 77,1 ppm) 

comme solvant et référence. le CDCb qui a été utilisé contient 0,2 % de CHCI3. les 

données du RMN sont rapportées comme suit: déplacement chimique en ppm, la 

multiplicité (d = doublet, t = triplet, q = quadruplet, m = multiplet, dd = doublet de 

doublet, dt = doublet de triplets, td = triplet de doublets), le nombre de protons, 

constantes de couplage en Hertz et assignation (si possible). les spectres IR ont été 

obtenus sur un spectromètre Impact 420 de Nicolet. Tous les IR ont été obtenus en 

mélangeant les molécules à l'étude dans du KBr anhydre et en formant une pastille 

avec ce mélange. les points de fusion furent évalués sur un appareil de la 

compagnie Electrothermal et ne sont pas corrigés. Si les solides obtenus furent 

recristallisés avant la mesure de leur point de fusion, le solvant de recristallisation 

est spécifié entre parenthèses avant la valeur du point de fusion . 

l'ensemble des spectres et des points de fusions des molécules a été comparé aux 

données de la littérature, mis à part les composés 15, 47 et 49 (nouveaux 

composés) . 

6.2 Préparation des molécules présentées au chapitre III (article) 

6.2.1 Préparation du (22E, 24S)-30, 5-cyclo-stigmast-22-en-6-one @ID 

29 

26 

27 

o 

Sous atmosphère de N2 et en condition anhydre, 5,25 g de stigmastérol C1I) 

(12,1 mmol) pur à 95 % ont été dissous dans 60 ml de toluène. À cette solution ont 
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été ajoutés 13,0 ml de triéthylamine (93,1 mmol, 7,70 éq) à l'aide d'une seringue. la 

solution a été refroidie à 0 oC avec un bain de glace et 2,80 ml de chlorure de 

méthanesulfonyle (36,3 mmol , 3,00 éq) ont été ajoutés goutte à goutte pendant 

10 minutes. le mélange résultant a été agité à 0 oC pendant 1,5 h. la solution jaune 

obtenue a été diluée à l'eau puis extraite au toluène (x 3). la phase organique a été 

ensuite lavée avec de l'eau (x 3) , une solution aqueuse saturée de NaHC03 (x 2) , 

ainsi qu'avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x 2). la phase organique a été 

ensuite séchée avec MgS04 puis filtrée. l 'évaporation sous vide nous a permis 

d'obtenir 5,84 g (95 %) de 28 sous la forme d'un solide cristallin blanc. le produit 

brut a été directement utilisé pour la prochaine réaction. les données des spectres 

RMN 1H et 13C sur le produit brut étaient conformes aux données de la littérature(61). 

4,30 g du mésylate 28 (9,78 mmol) ont été suspendus dans une solution constituée 

de 80 ml H20 et de 240 ml d'acétone. À cette solution ont été ajoutés 1,09 g de 

KHC03 (13,2 mmol, 1,20 éq). la suspension a été portée à reflux pendant 6,5 h. la 

solution a été ensuite refroidie à température ambiante puis extraite avec de l'EtOAc 

(x 3). la phase organique a été lavée à l'eau (x 3) , lavée avec une solution aqueuse 

saturée de NaHC03 (x 2) , ainsi qu'avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x 2). 

la phase organique a été ensuite séchée avec MgS04 puis filtrée. l'évaporation 

sous vide a permis d'obtenir 3,34 g (93 %) de 29 sous forme d'une huile jaune. le 

produit brut a été directement utilisé pour la prochaine réaction . les données des 

spectres RMN 1H et 13C sur le produit brut étaient conformes aux données de la 

littérature(61) . 

3,16 g de l'alcool 29 (7 ,65 mmol) ont été dissous dans 80 ml d'acétone. la solution 

a été vigoureusement agitée puis la température de la solution a été abaissée à 0 oC 

avec un bain de glace. le réactif de Jones (8N-Cr03: 5,33 g de Cr03 ont été 

dissous dans 4,40 ml de H2S04 concentré, puis de l'eau a été ajoutée pour obtenir 

une solution de 20 ml) a été ajouté goutte à goutte jusqu'à ce que la coloration 

rouge de la solution persiste (env 3,1 ml). la solution a été ensuite agitée à 0 oC 

pendant 10 min. le mélange obtenu a été ensuite concentré sous vide. le résidu 



112 

vert obtenu a été dilué à l'eau et extrait avec de l'EtOAc (x 3). la phase organique a 

été lavée avec de l'eau (x 3) , une solution aqueuse saturée de NaHC03 (x 2), ainsi 

qu'avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x 2). la phase organique a été 

ensuite séchée avec MgS04 puis filtrée. Après évaporation sous vide, on a obtenu 

2,82 g (83 %) de 30 pur sous la forme d'un solide blanc Tfus (EtOH) 95-97°C. 

RMN 1H (200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 5,16 (dd , 1H, J1 = 8 Hz, J 2 = 15 Hz, H-22), 5,08 

(dd, 1 H, J1 = 8 Hz, J 2 = 15 Hz, H-23), 2,42 (dd , 1 H, J1 =8 Hz, J 2 = 14 Hz, H-7a.) , 

2,10-1,10 (m, 25H) 1,03 (s, 3H, H-19), 1,02 (d, 3H, J = 6 Hz, H-21), 0,98-0,78 (m, 

9H), 0,73 (s, 3H, H-18). RMN 13C (50,6 MHz, CDCb) 0 (ppm) 210,1 (C-6) , 138,3 

(C-22), 129,7 (C-23), 57,7, 56,1, 51 ,5, 47,0,46,5, 46,3,45,0,42,8,40,7, 39,8, 35,6, 

35,0, 33,7,32,1,29,1,26,1,25,6, 24,4,23,1,21 ,4, 21,3,19,9, 19,2,12,5, 12,4, 11 ,9. 

IR (pastille de KBr, v (cm-1» 2943,2856, 1685, 1478, 1369, 1298,1167, 966, 922. 

5MBR (m/z, intensité relative) 410 (M+) (100), 392 (10), 367 (70) , 298 (70), 271 (75). 

Notons que les données du RMN 1H et 13C pour ce composé sont les mêmes que 

celles déjà obtenues par notre groupe de recherche(35). 

6.2.2 Préparation du (22E, 24S)-stigmasta-2,22-dien-6-one ~) 

29 

26 

4,88 g de la cétone pentacyclique 30 (11 ,9 mmol) ont été ajoutés à 50 ml de DMA. 

À cette suspension a été ajoutée 0,69 g de LiBr (5,94 mmol , 0,50 éq) et 0,51 g de 

Py-HCI (5,94 mmol, 0,50 éq). Ce mélange a été porté à reflux sous atmosphère de 

N2 pendant 4 h. la solution a été ensuite refroidie à température pièce puis à ° oC 

avec un bain de glace afin d'initier la cristallisation. Un solide blanc a alors précipité 

dans la solution orangée. le solide a été filtré sous vide et lavé avec du MeOH glacé 
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(x 3). le filtrat a été remis à ° oC dans un bain de glace pour induire encore une 

cristallisation, et le produit a été à nouveau filtré. Cette étape a été répétée deux 

autres fois jusqu'à ce qu'aucune cristallisation ne soit apparente. 4.67 9 (96 %) de 

23 pur sous la forme d'un solide poudreux blanc a été obtenu Tfus (EtOH) 111-112°C. 

RMN 1H (200 MHz, CDCI3) (') (ppm) 5,66-5.58 (m, 2H, H-2 et H-3) 5,13 (dd, 1 H, 

J1 = 8 Hz, J2 = 15 Hz, H-22), 5,07 (dd , 1 H, J1 = 8 Hz, J2 = 15 Hz, H-23) , 2,40-1 ,20 (m, 

26 H), 1,04 (d, 1H, J = 7 Hz, H-21), 1,02-0,80 (m, 9H), 0,71 (s, 3H, H-19), 0,69 (s, 

3H, H-18). RMN 13C (50,6 MHz, CDCI3) (') (ppm) 212,4 (C-6), 138,3 (C-22), 129,8 

(C-23) , 125,2 et 124,8 (C-2 et C-3) , 57,1, 56,1, 54,1 , 53,7, 51 ,5, 47,3, 42,9, 40,7, 

40,3, 39,6, 37,9, 32,1,29,0,25,6,24,2, 22,0,21,4, 21 ,3,19,2, 13,7, 12,5, 12,4. IR 

(pastille de KBr, v (cm-1» 2961, 2863, 1710, 1460, 1389, 965. SM BR (m/z, intensité 

relative) 410 (M+) (100), 395 (80), 367 (25), 297 (25) , 269 (30). Notons que les 

données du RMN 1H et 13C pour ce composé sont les mêmes que celles déjà 

obtenues par notre groupe de recherche(35). 

6.2.3 Préparation du (22R, 23R, 248)-2a, 3a, 22,23-tetrahydroxy-5 a-stigmastan-6-
one (!1) et son isomère 228, 238 (ll) 

29 29 

26 26 

o 

0,62 9 du diène 23 (1 ,52 mmol) a été dissous dans 30,0 ml de t-BuOH/H20 (1 : 1). 

À cette solution ont été ajoutés 1,26 9 de K2C03 (9,10 mmol, 6,00 éq.) , 3,00 9 de 

K3Fe(CN)6 (9,10 mmol, 6,00 éq.), 0,14 9 de DHQD (0,30 mmol, 0,20 éq .), 0,29 9 de 

méthanesulfonamide (3,00 mmol, 2,00 éq.) et 0,60 ml d'une solution de OS04 2,5 % 

dans t-BuOH (0,06 mmol, 0,04 éq.). le mélange réactionnel a été agité à 
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température ambiante pendant 6 jours. 1,20 g de NaHS03 a été ajouté et la solution 

a été laissée réagir 18 h à température ambiante. Le mélange obte~u a été dilué à 

l'eau et extrait à l'EtOAc (x 6). La phase organique set lavée avec une solution de 

H2S04 0,25 M (x3) et avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x3) . La phase 

organique et ensuite séchée avec MgS04 , filtré et évaporé sous vide. Le produit brut 

a été purifié par chromatographie sur colonne en utilisant un gradient CHCb/EtOH 

(0 ---* 6 %) afin d'obtenir les deux composés.11 et 13 désirés. 

22R, 23R-homocastastérone (.11) 

81 ,9 mg (13,4 %) . CCM : CHCI3/EtOH (9:1). R( = 0,21 . Tfus . 223-225°C. RMN 1H 

(200 MHz, CDCI 3) (3 (ppm) 4,05 (m, 1 H, H-3a), 3,82-3,66 (m, 2H), 3,59 (d , 1 H, 

J = 9 Hz), 2,69 (dd, 1 H, J1 = 3,5, J2= 12,5 Hz, H-5a), 2,3 (dd , 1 H, J1 = 4.3, 

J2= 12.9 Hz, H-7~), 2,2-0,9 (m , 17H), 0,76 (s, 3H , H-19), 0,68 (s, 3H, H-18). 

RMN 13C (50,6 MHz, CDCI3) (3 (ppm) 211 ,9 (C-6), 74,5 et 72,7 (C-22,C-23), 68,4 et 

68,3 (C-2, C-3), 56,5, 53,6, 52,5, 50,7, 46,7, 46,3, 42,8, 42,6, 40,2, 39,4, 37,7, 36,9, 

30,9, 28,8, 27,6, 26,3, 23,8, 21 ,2, 19,4, 18,8, 13,6, 13,4, 11 ,9, 11 ,9. IR (pur, 

v (cm-1» 3493, 3447, 2965, 2940, 2862, 1699. SMHR calculée pour C29Hs1 0S (MH+): 

479,3731 ; trouvée 479,3723. 

22S, 23S-homocastastérone (ll) 

71.2 mg (11.5 %). CCM: CHCI3/EtOH (9:1) Rf = 0.29. Tfus. 206-208 oC. RMN 1H 

(200 MHz, CDCI3) (3 (ppm) 4,05 (m, 1 H, H-3 a) , 3,82-3,72 (m, 1 H, H-2 a) , 3,62-3,58 

(m, 2H, H-22 et H-23), 2,68 (dd, 1 H, J1 = 3,5, J2 = 12,5 Hz, H-5a) , 2,3 (dd , 1 H, 

J1 = 4.3, J2= 12.9 Hz, H-7~) , 2,2-0,9 (m , 17H), 0,76 (s, 3H , H-19), 0,70 (s, 3H, H-18) . 

RMN 13C (50 MHz, CDCI3) (3 (ppm) 211 ,9 (C-6) , 72,2 et 70,6 (C-22, C-23) , 68,4 et 

68,3 (C-2,C-3) , 56,3, 53,7, 52,6, 50,7, 49,6, 46,7, 43,5, 42,5, 42,3, 40,2, 39,4, 37,6, 

27,8, 26,9, 26,3, 24,2, 21 ,7, 21 ,2, 18,6, 17,7, 14,5, 14,1, 13,5, 11 ,9. IR (pur, 

v (cm-1» 3361 , 2948, 2869, 1713. SMHR calculée pour C29Hs1 0 S (MH+): 479,3731 ; 

trouvée 479,3723. 
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6.2.4 Préparation de l'homobrassinolide (ll) 

29 

26 

À une solution de l'homocastasterone 11 (0,11 g, 0,22 mmol) dans CHCb (10,0 ml) 

a été ajoutée goutte à goutte une solution d'acide peroxytrifluoroacétique 

(2,20 mmol, 10 éq.) [préparé à partir de H20 2 30 % aq. (0,23 ml, 2,20 mmol) et 

(CF3COhO (0,16 ml, 1,10 mmol, 5,00 éq) dans CHCI3 (5,00 ml) à 0 oC]. le 

mélange réactionnel a été alors mis sous agitation à température ambiante pendant 
, 

2 h. Cette solution a été, par la suite, diluée dans CHCb (10,0 ml) , lavée avec l'eau, 

une solution aqueuse saturée de Na2C03 (2X) , une solution aqueuse saturée 

NaHS03 (2X) ainsi qu'avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x 2). la phase 

organique a été ensuite séchée avec MgS04 puis filtrée. l 'évaporation du solvant 

nous a donné un solide incolore, qui après recristallisation dans l'EtOAc a donné 

l'homobrassinolide (ll) (70 mg, 65 %) Tfus. (EtOH) 245-247 oC. RMN 1H (200 MHz, 

CDCb) 0 (ppm) 4,05 (m, 3H, H-3a, H-7a et H-7~) , 3,71 (m, 2H), 3,57 (d, 1 H, 

J =8,6 Hz), 3,12 (dd, 1H, Ji = 5,1 et J2= 12,1 Hz, H-5), 2,2-0,87 (m), 0.71 (s, 3H, 

H-18). RMN 13C (50 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 176,2 (C-6), 74,4 et 72,8 (C-22, C-23), 

70,4 et 68,1 (C2, C-3) , 68,1 (C-7), 58,2, 52,5, 51 ,3, 46,3, 42,5, 41 ,5, 40,9, 39,6, 39,2, 

38,3,36,9, 31 ,0, 28,8, 27,6, 24,7, 22,2, 21 ,2, 19,4, 18,8, 15,5, 13,5, 11 ,9, 11 ,7. IR 

(pur, v (cm-i)) 3436, 2965, 2933, 2837, 1695. SMHR calculée pour C29Hsi0 6 (MH+) : 

495,3680; trouvée 495,3674. 
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6.3 Préparation des molécules présentées au chapitre IV 

6.3.1 Préparation du (22E, 248)-20, 30 -dihydroxy-50 -stigmastan-6-one @ 

29 

250 mg du diène 23 (0,61 mmol) ont été suspendus dans 7,50 ml d'un mélange 

acétone/eau 9:1. À ce mélange ont été ajoutés 178 mg de NMO (1,52 mmol, 

2,50 éq) et la suspension obtenue a été agitée à température ambiante pendant 

24 h. On a ajouté ensuite un excès de NaH803 (0,15 g dans 2,50 ml d'eau) à la 

solution jaune obtenue et cette dernière a été agitée à température ambiante 

pendant 5 h. le mélange obtenu a été dilué à l'eau et extrait avec EtOAc (x 3). la 

phase organique a été ensuite lavée avec de l'eau (x 3), une solution aqueuse 

saturée de NaHC03 (x 2), ainsi qu'avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x 2). 

la phase organique a été ensuite séchée avec Mg804 puis filtrée. Après 

évaporation sous vide, 217 mg d'un solide brun clair a été obtenu. Ce solide a été 

purifié d'abord par chromatographie éclair en éluant avec un mélange CHCb/MeOH 

2 % puis recristallisé dans l'EtOH afin d'obtenir 160 mg (60 %) de 22 sous la forme 

d'aiguilles blanches Tfus (EtOH) 237- 239 oC. RMN 1H (200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 

5,13 (dd, 1 H, J1 = 8 Hz, J2 = 15 Hz, H-22) , 5,07 (dd, 1 H, J1 = 8 Hz, J2 = 15 Hz, H-23), 

4,04 (m, 1H, H-3(3) , 3,75 (m, 1H, H2(3) , 2,65 (dd, 1H, J1=13 Hz, J2 = 3 Hz, H-5), 2,31 

(dd, 1H, J1 =13Hz, J2 = 4Hz, H-7(3), 2,20-1,10 (m, 24H), 1,03, (d , 3H, J= 6Hz, 

H-21), 0,74-0,86 (m, 9H), 0,75 (s, 3H, H-19), 0,68 (s, 3H, H-18). RMN 13C 

(50,6 MHz, CDCI 3) 0 (ppm) 212,3 (C-6), 138,2 (C-22), 129,9 (C-23) , 68,6 et 68,5 

(C-2, C-3), 57,0, 56,1, 54,0, 51 ,5, 50,9, 47,0, 43,1, 42,8, 40,6, 40,5, 39,6, 37,9, 32,1, 

28,9, 26,5, 25,6, 24,221,4, 21 ,3, 19,2, 13,8, 12,5. IR (pastille de KBr, v (cm-1» 3332, 
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2954, 2856, 1712, 1451 , 1374, 1048, 966. 5MBR (m/z, intensité relative) (dérivé 

OTMS) 573 (M-CH3t (30) , 498 (15) , 471 (100), 382 (30). Notons que les données 

du RMN 1H et 13C pour ce composé sont les mêmes que celles déjà obtenues par 

notre groupe de recherche(35l . 

6.3.2 Préparation du (22E, 24S)-2a, 3a-dihydroxy-5a-stigmastan-6-one, 
2,3-acétonide (W 

29 

26 

27 
31 0 1 
\) ~/, .2 

/,\2,. 
33 0\' 3 

o 

150 mg du diol 22 (0,34 mmol) ont été suspendus dans 3,00 ml de CH3CN/CH2CI 2 

(1 :1). À cette suspension ont été ajoutés 0,50 ml de DMP (4,10 mmol, 12,4 éq) et 

0,790 mg de CSA (0,003 mmol, 0,010 éq). la solution incolore résultante a été 

agitée à température ambiante pendant 1,5 h. la solution obtenue a été diluée au 

dichlorométhane et lavée avec une solution aqueuse saturée de NaHC03 (x 2) puis 

avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x 2). On a obtenu 162 mg d'un solide 

jaune pâle. Ce solide a été purifié par chromatographie éclair et l'élution avec un 

mélange CH2CI2/EtOAc (95:5) a fourni 150 mg (92 %) de 24 sous la forme d'un 

solide blanc. RMN 1H (200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 5,16 (dd , 1H, J1 = 8 Hz, J2 = 15 Hz, 

H-22), 5,06 (dd , 1 H, J1 = 8 Hz, J2 = 15 Hz, H-23) , 4,27 (m, 1 H, H-3a), 4,06 (m, 1 H, 

H-2a), 2,51 (dd, 1 H, J1 = 13 Hz, J2= 3 Hz, H-5) , 2,26 (dd , 1 H, J1 = 13 Hz, J2=4 Hz, 

H-713), 2,10-1,42 (m, 22H), 1,49 (s, 3H, H-31 ou H-33), 1,33 (s, 3H, H-31 ou H-33), 

1,03 (d , 3H, J = 6 Hz, H-21), 0,77-0,88 (m, 9H) , 0,67-0,69 (m, 6H, H-18 et H-19). 

RMN 13C (50,6 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 211 ,7 (C-6) , 138,8 (C-22), 129,8 (C-23), 108,1 

(C-32) , 72,6 et 72,4 (C-2 et C-3) , 57,0, 56,1 , 53,6, 51 ,7, 51 ,5, 47,1,43,0, 42,7, 41 ,4, 

40,6, 39,5, 37,8, 32,1,28,9, 28,8, 26,7, 25,6,24,3, 22,8, 21,4, 21,3, 19,2, 12,9, 12,5, 
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12,4. IR (pastille de KBr, v (cm_
1
» 2970, 2860, 1702,1469,1382,1242,1218, 1063, 

962. SM BR (m/z, intensité relative) 486 (M+) (10), 469 (100), 409 (30) , 383 (80), 287 

(70). Notons que les données du RMN 1H et 13C pour ce composé sont les mêmes 

que celles déjà obtenues par notre groupe de recherche(35). 

6.3.3 Préparation du 20, 30-dihydroxy-6-oxo-50-stigmastan-22-al 2,3-acétonide 
<W 

31 0 1 
\) 1/, .2 

1,\2 ,. 
33 0" 3 

o 

430 mg d'acétonide 24 (0,90 mmol) ont été dissous dans 40 ml d'un mélange 

THF/H20 5 : 1. À cette solution ont été ajoutés 420 mg de NMO (3,60 mmol, 

4,00 éq), 37,0 mg de NaHC03 (0,45 mmol, 0,50 éq.), 86,0 mg de 

méthanesulfonamide (0,90 mmol, 1,00 éq.) et 0,36 ml ~ ' une solution de OS04 2,5 % 

dans t-BuOH (0,06 mmol , 0,04 éq.) . le mélange réactionnel a été agité à 40 oC 

pendant 6 jours. 120 mg de K2C03 et 370 mg de NaS03 aq. dans 2,00 ml d'eau ont 

alors été ajoutés et le mélange a été laissé sous agitation à 40 oC pendant 5 h. le 

solvant a été alors évaporé sous vide et le résidu a été extrait au EtOAc (x 3). la 

phase organique a été ensuite lavée avec une solution 5 % aqueuse de NaHS03 

(x 2) , une solution aqueuse saturée de NaHC03 (x 2) , ainsi qu'avec une solution 

aqueuse saturée de NaCI (x 2). la phase organique a été ensuite séchée avec 

MgS04 puis filtrée. Après évaporation sous vide on a obtenu 375 mg de 21 sous 

forme d'une poudre jaune clair. le produit brut a été directement utilisé pour la 

prochaine réaction. 
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Sous atmosphère de N2 et en condition anhydre 300 mg de 21 (0,58 mmol), 48,0 mg 

de NaHC03 (0,58 mmol, 1,00 éq.) , 130 mg de HslOs (0,58 mmol, 1,00 éq.) ont été 

dissous dans 13,0 ml de THF et 47,0 !-Il de pyridine (0,58 mmol, 1,00 éq.). le 

mélange réactionnel a été agité à température ambiante pendant 24 h. la solution a 

été filtrée afin d'enlever le précipité (HI03). le solide récupéré a été ensuite lavé 

avec du THF. le filtrat a été alors évaporé sous vide afin d'obtenir une huile jaune. 

Du NaHS03 5 % aqueux fraichement préparé a été ajouté à cette dernière et le 

mélange a été agité à température ambiante pour 30 min. Une solution de Na2C03 

10 % aqueuse a été ensuite ajoutée et le tout a été agité pour un autre 30 min à 

température ambiante. le produit a été extrait à l'aide de CH2Cb (x 3). la phase 

organique a été ensuite lavée avec une solution 5 % aqueuse de NaHS03 (x 2) , une 

solution aqueuse saturée de NaCI (x 2), et ensuite séchée avec MgS04 puis filtrée. 

Après évaporation sous vide on a obtenu 136 mg de 14 sous forme d'un solide 

jaune. Ce solide a été purifié par chromatographie éclair et l'élution avec un mélange 

Hexane/EtOAc (7: 1) a fourni 125 mg (55 %) de 14 sous la forme d'un solide blanc 

Tfus (EtOH) 196- 200 oC. RMN 1H (200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 9.55 (d , 1 H, J = 3 Hz, 

H-22), 4,27 (m, 1 H, H-3a), 4,06 (m, 1 H, H-2a), 2,50 (dd , 1 H, J1 = 13 Hz, J2 = 3 Hz, 

H-5), 2,30 (m, 2H, H-713 et H-20), 2,10-1 ,22 (m, 22H) , 1,49 (s, 3H, H-31 ou H-33) , 

1,33 (s, 3H, H-31 ou H-33), 1,03 (d , 3H, J = 6 Hz, H-21), 0,76 (s, 3H, H-19), 0,68 (s, 

3H, H-18). RMN 13C (50,6 MHz, CDCI3) 0 (ppm), 210,8 (C-6), 204,8 (C-22) , 107,4 (C-

32) , 72,2 et 72,0 (C-2 et C-3) , 55,8, 53,2, 51,4, 50,9, 49,3, 46,8, 43,4, 42,4, 41 ,1, 

38,9, 37,4,28,6, 26,9, 26,5, 24,3, 22,5, 21 ,0, 13,4, 12,6, 12,3. IR (pur, v (cm-1» 2958, 

2940, 1705, 1697, 1459, 1384, 1042, 967. 5MBR (m/z, intensité relative) 387 

(M-CH3f (100), 345 (15), 327 (35) , 281 (30) , 207 (90) . . les données des spectres 

RMN 1H et 13C étaient conformes aux données de la littérature(37). 
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6.3.4 Préparation du (20S)-3a-5-cyclo-6-oxo-5a-pregnane-20-carboxaldéhyde (!.ID 

2 

o 

2,36 g de la cétone pentacyclique 30 (5,70 mmol) ont été dissous dans 180 ml de 

CH2CI2 contenant 1,80 ml de pyridine (22,3 mmol, 3,91 éq) . la solution a été 

refroidie à -78 oS; et l'ozone a été bullé dans la solution (débit modéré). le bullage a 

été maintenu jusqu'à l'obtention d'une coloration bleue dans le mélange, puis le 

mélange a été laissé sous agitation à -78 oC jusqu'à disparition de cette coloration 

bleue (mettre un courant d'air si nécessaire). 3,70 g de zinc métallique (57,0 mmol, 

10,0 éq) et 6,00 ml d'acide acétique glacial (134 mmol, 23,0 éq) ont été alors 

introduits et le mélange réactionnel a été ramené à température ambiante. Après 1 h 

d'agitation à température ambiante, le zinc a été filtré sur celite . le filtrat a été, par la 

suite, concentré sous vide. l 'huile résultante a été diluée dans l'eau et le produit a 

été extrait à l'aide d'EtOAc (x 3). la phase organique a été ensuite lavée avec une 

solution aqueuse saturée de NaHC03 (x 2), de l'eau (2X) ainsi qu'avec une solution 

aqueuse saturée de NaCI (x 2). la phase organique a été ensuite séchée avec 

MgS04 puis filtrée. Après évaporation sous vide on a obtenu 1,79 g de 15 sous 

forme d'une huile jaune. Cette huile a été purifiée par chromatographie éclair et 

l'élution avec du benzène (100 %) a fourni 0,56 g de 15 (30 %) sous la forme d'un 

gel transparent. RMN 1H (200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 9.56 (dd , 1 H, J = 7.1, 4.1 Hz, H-

22), 2.58-2.23 (m, 3H, H-7 et H-20), 2.12-0.84 (m, 22H), 0.82-0.58 (m, 6H). 5MBR 

(m/z, intensité relative) 328 (M+) (100) , 315 (50), 310 (50) , 300 (40), 136 (98). 



6.3.5 Préparation du i-stigmastéryl méthyl éther Q1) 

o 
" 30 

29 
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26 

5,94 9 du mésylate 28 (12,1 mmol) ont été suspendus dans 220 ml de méthanol. À 

cette solution ont été ajoutés 6,50 9 d'acétate de potassium (66,6 mmol , 5,50 éq). la 

suspension a été portée à reflux pendant 3 h puis refroidie à température ambiante. 

le solvant a été évaporé sous vide et le résidu obtenu a été dilué dans l'eau. la 

phase aqueuse a été alors extraite à l'EtOAc (3X). la phase organique a été lavée 

avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x 2) , séchée avec MgS04 puis filtrée. 

Après évaporation sous vide, on a obtenu 4,3 9 de 31 sous forme d'une huile brune. 

Cette huile a été purifiée par chromatographie éclair et l'élution avec du benzène 

(100 %) a fourni 3,40 9 (67 %) de II sous la forme d'un gel transparent. T.us (EtOH) 

55-5rC RMN 1H (200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 5,08 (qd, 2H, J = 15,2, 8,1 Hz, H-22 et 

H-23), 3,32 (s , 3H, H-30) , 2,77 (t, 1 H, J = 2,7 Hz, H-6), 2,14-0,71 (m , 20H), 0,65 (t, 

2H, , J = 7 Hz, H-4), 0,43 (dd , 1 H, J = 7,9, 5,0 Hz, H-3). RMN 13C (50,6 MHz, CDCI3) 

o (ppm), 138,4 (C-22) , 129,2 (C-23) , 82,4 (C-6) , 56,6, 56,556,1, 51 ,2, 48,1, 43,4, 

42,7, 40,5, 40,2, 35,3, 35,1, 33,4, 31 ,9, 30,529,0, 25,4, 25,0, 24,3, 22,8, 21 ,5, 21 ,2, 

21,1 , 19,3, 19,0, 13,1, 12,4, 12,2. IR (pur, v (cm-1)) 3060, 2952, 2925, 2868, 1456, 

1382, 1099, 967. 5MBR (m/z, intensité relative) 426 (M+) (40) , 411 (50) , 394 (55) , 

371 (85) , 255 (90) , 83 (100) . . les données des spectres RMN 1H et 13C étaient 

conformes aux données de la littérature(51 l. 
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6.3.6 Préparation du (20S)-3a-5-cyclo-613-méthoxy-5a-pregnane-20-carboxaldéhyde 
(16) 

o 
"" 30 

2,05 9 du 31 (4,80 mmol) ont été dissous dans 30,0 ml d'un mélange THF/H20 5 : 1. 

À cette solution ont été ajoutés 2,25 9 de NMO (12,2 mmol, 4,00 éq), 0,20 9 de 

NaHC03 (2 ,40 mmol , 0,50 éq.), 0,46 9 de méthanesulfonamide (4,80 mmol , 

1,00 éq.) et 1,93 ml d'une solution de OS04 2,5 % dans t-BuOH (0,19 mmol, 0,04 

éq.). le mélange réactionnel a été agité à 40 oC pendant 10 jours. 0,58 9 de K2C03 

et 1,75 g de NaS03 aq. dans 9,00 ml d'eau ont alors été ajoutés et le mélange a été 

laissé sous agitation à 40 C pendant 5 h. le solvant a été alors évaporé sous vide et 

le résidu a été extrait à l'EtOAc (x 3). la phase organique a été ensuite lavée avec 

une solution 5 % aqueuse de NaHS03 (x 2), une solution aqueuse saturée de 

NaHC03 (x 2), ainsi qu'avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x 2) . la phase 

organique a été ensuite séchée avec MgS04 puis filtrée. Après évaporation sous 

vide on a obtenu 1,79 g de 32 sous forme d'une huile jaune. le produit brut a été 

directement utilisé pour la prochaine réaction. 

Sous atmosphère de N2 et en condition anhydre, 1,79 g de 32 (3,88 mmol) , 0,33 g 

de NaHG03 (3,88 mmol , 1,00 éq.) , 0,89 g de HslOs (3,88 mmol, 1,00 éq.) ont été 

dissous dans 20,0 ml de THF et 70 !-Il de pyridine (0.87 mmol, 0.22 éq). le 

mélange réactionnel a été agité à température ambiante pendant 3 h. la solution a 

été filtrée sous vide afin d'enlever le précipité (HI03). le solide récupéré a été 

ensuite lavé avec du THF. le filtrat a été alors évaporé sous vide afin d'obtenir une 

huile jaune. Du NaHS03 5 % aqueux fraichement préparé a été ajouté à cette 
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dernière et le mélange a été agité à température ambiante pour 30 min. Une solution 

de Na2C03 10 % aqueuse a été ensuite ajoutée et le tout a été agité 30 min à . 
température ambiante. le produit a été extrait à l'aide de CH2CI2 (x 3). la phase 

organique a été ensuite lavée avec une solution 5 % aqueuse de NaH803 (x 2), une 

solution aqueuse saturée de NaCI (x 2) , et ensuite séchée avec Mg804 puis filtrée. 

Après évaporation sous vide on a obtenu 1,42 g de 16 sous forme d'une huile jaune. 

Cette huile a été purifiée par chromatographie éclair et l'élution avec du benzène 

(100 %) a fourni 0,57 g (50 %) de 16 sous la forme d'un gel solide opaque. Tfus 

(EtOH) 80-82°C RMN 1H (200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 9,58 (d, 1 H, J = 3,2 Hz, H-22) , 

3,19 (s, 3H, H-30), 2,64 (t, 1 H, J = 2,8 Hz, H-6), 2,24 (m, 1 H, H-20), 1,88-0,60 (m , 

30H), 0,52 (t, 1 H, J = 5,1 Hz, H-4a ou H-413) , 0,31 (dd, 1 H, J = 8,0, 5,1 Hz, H-3) . . IR 

(pur, v (cm-1)), 2952, 2925, 2868, 1732, 1100, 967. RMN 13C (50,6 MHz, CDCI3) 

o (ppm), 205,2 (C-22) , 82,3 (C-6), 56,6, 55,7 51,2 , 49,5, 48,0, 43,4, 43,3, 39 ,9, 35,2, 

35,1, 33,3, 30,5, 27,1,24,9, 24,5 22,7, 21,4, 19,3, 13,4, 13,1 , 12,6. 5MBR (m/z, 

intensité relative) 344 (M+) (20), 329 (60), 312 (50), 289 (100) . . les données des 

spectres RMN 1H et 13C étaient conformes aux données de la littérature(51). 

6.3.7 Préparation du (208, 22R)-22-hydroxy-613-méthoxy-3a,5-cyclo-24-nor-5a­
cholan-23-al triméthylènedithioacétal (43a) 

0,----
30 

Sous atmosphère de N2 et en condition anhydre, 183 mg de 1,3-dithiane 

(1 ,52 mmol, 5,00 éq) ont été dissous dans 5,00 ml de THF. la solution a été 

refroidie à 0 oC dans un bain de glace puis 0,99 ml de 1,54 M n-butyllithium dans 

l'hexane (5,00 éq) a été ajouté à l'aide d'une seringue. le mélange a été laissé sous 
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agitation pendant 1 h à température ambiante puis transféré à une solution de 

l'aldehyde 16 (105 mg, 0,30 mmol) dans 2,00 ml de THF. le mélange résultant a 

été laissé sous agitation à température ambiante pendant 2 h. De l'eau a été ajoutée 

à la solution et le mélange a été agité à température ambiante pendant 15 min. le 

produit a été extrait à l'aide d'éther (x 3) . la phase organique a été lavée avec une 

solution aqueuse saturée de NaCI (x 2) , et ensuite séchée avec MgS04 puis filtrée. 

Après évaporation sous vide on a obtenu 0,22 g de 43a sous forme d'une huile 

jaune. Cette huile a été purifiée par chromatographie éclair en utilisant un gradient 

hexane/ether (0 ~ 6 %) afin de fournir 0,12 g (86 %) de 43a sous la forme d'un 

solide blanc. Tfus (EtOH) 161-163°C RMN 1H (200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 3,91 (d , 1 H, 

J = 10,1 Hz, H-22) , 3,77 (d, 1H, J = 10,1 Hz, H-23), 3,32 (s, 3H , H-30), 3,03-2,82 (m, 

2H, H-35 ou H-37), 2,77 (m , 1 H, H-6) , 2,73-2,61 (m, 2H, H-35 ou H-37), 2,38 (s, 1 H, 

OH), 2,12-0,80 (m , 28H) , 0,75 (s, 3H , H-18), 0,64 (t, 1H, J= 4,6 Hz, H-4) , 0.43 (dd , 

1 H, J = 7,9, 5,1 Hz, H-3). RMN 13C (50,6 MHz, CDCI3) 0 (ppm), 82,4 (C-6) , 71 ,7 

(C-22), 56,6, 56,4, 52,8, 48,8, 48,0, 43,4, 42,8, 40,2, 37,0, 35,2, 35,1, 33,3, 30,6, 

28,0, 27,1, 26,5, 25,4, 24,9, 24,1, 22,8, 21 ,5, 19,3, 13,2, 12,2 11,4. IR (pur, v (cm-1» 
3455, 2931 , 2867, 1455, 1096, 969 SMHR calculée pour C27H440 2S2 (MH+): 

464,2758; trouvée : 464,2783. les données des spectres RMN 1 H et 13C étaient 

conformes aux données de la littérature(46). 

6.3.8 Préparation du (20S, 22R)-22-acétoxy-6j3-méthoxy-3a,5-cyclo-24-nor-5a­
cholan-23-al triméthylènedithioacétal (§) 

o 

o~ 
39 

2 35 

0,----
30 
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128 mg du dithioacétal 43a (0 ,27 mmol) ont été dissous dans 8,00 ml de pyridine et 

3,20 ml d'anhydride acétique. le mélange a été laissé sous agitation à température 

ambiante pendant 16 h. le mélange réactionnel a été versé dans une solution 

aqueuse saturée de NaHC03 préalablement refroidie et le tout a été laissé sous 

agitation pendant 15 min. le produit a été alors extrait à l'aide d'EtOAc (x 3) . la 

phase organique a été lavée avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x 2) , et 

ensuite séchée avec MgS04 puis filtrée. Après évaporation sous vide on a obtenu 

0,12 g (84 %) de 46 pur sous la forme d'un solide poudreux blanc. Tfus (EtOH) 

142-145 oC RMN 1H (200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 5,39 (dd, 1 H, J = 10,6, 1,9 Hz, 

H-22), 3,76 (d , 1H, J = 10,5 Hz, H-23), 3,32 (s, 3H, H-30) , 3,08-2,84 (m, 2H, H-35 et 

H-37), 2,76 (s , 1 H, H-6) , 2,70-2,47 (m, 2H, H-35 ët H-37), 2,08 (s, 3H , H-39), 

2,05-0,81 (m, 28H), 0,76 (s, 3H, H-18), 0,64 (t, 1H, J = 4,8 Hz, H-4), 0,43 (dd, 1H, 

J = 7,9, 5,1 Hz, H-3) . RMN 13C (50,6 MHz, CDCI3) 0 (ppm), 170,7 (C-38) , 82,3 (C-6) , 

73,5 (C-22) , 56,5, 56,5, 52,9, 48,0, 45,3, 43,3, 42,8, 40,2, 37,2, 35,2, 34,9, 33,3, 

30,5, 28,5, 26,8, 26,4, 25,3, 24,9, 24,1, 22,7, 21 ,5, 20,9, 19,2, 13,0, 12,2, 12,1. 

IR (pur, v (cm-1)) 2935, 2902, 2861 , 1736, 1449, 1365, 1223, 1095, 1008. SMHR 

calculée pour C29H460 3S2 (MH+): 506,2894; trouvée : 506,2888. les données des 

spectres RMN 1H et 13C étaient conformes aux données de la littérature(46). 

6.3.9 Préparation du (20S, 22R)-22-acétoxy-6~-méthoxy-3a , 5-cyclo-24-nor-5a­
cholan-23-al @ID 

° o~ 39 

0,,--
30 
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À une solution de 46 (50,0 mg, 0,10 mmol) dans 2,00 ml d'acétone ont été ajoutés 

292 mg de BaC03 (1 ,48 mmol, 15,0 éq) à ° oC dans un bain de glace. Une solution 

de NBS (263 mg, 1,48 mmol, 15,0 éq) dans 6,00 ml d'un mélange acétone/eau 

(2 : 1) a été ajoutée au mélange et le tout a été agité pendant 45 min à température 

ambiante. l 'acétone a été évaporée sous vide et le résidu a été dilué dans l'ether. 

Une solution aqueuse saturée de NaHS03 a été ajoutée goutte à goutte au mélange 

Uusqu'à disparition de la couleur jaune) puis la solution a été filtrée sous vide. le 

filtrat a été alors extrait à l'éther (3X). la phase organique a été lavée avec urie 

solution aqueuse saturée de NaCI (x 2) , séchée avec MgS04 puis filtrée . Après 

évaporation sous vide 38,0 mg (93 %) de 38 pur a été obtenu sous la forme d'un 

solide poudreux blanc. Tfus (EtOH) 50-52°C RMN 1H (200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 9,49 

(s , 1 H, H-23), 5,11 (d, 1 H, J = 1,9 Hz, H-22) , 3,32 (s, 3H , H-30), 2,76 (s, 1 H, H-6), 

2,17 (s, 3H , H-39), 2,05-0,82 (m , 27H) , 0,76 (s, 3H , H-18), 0,64 (t, 1 H, J = 4,8 Hz, 

H-4), 0,43 (dd, 1 H, J = 7,9, 5,1 Hz, H-3). RMN 13C (50,6 MHz, CDCb) 0 (ppm), 199,3 

(C-23) , 170,7 (C-38) , 82 ,3 (C-6) , 81,4 (C-22) , 56,6, 56,5, 52,0, 47,9, 43,3, 42,7, 40,4, 

36,1 , 35,2, 35,0, 33,3, 30,6, 28,0,24,9,23,9,22,7, 21 ,5, 20,6, 19,3, 14,1, 13,1, 12,2. 

IR (pur, v (cm-i» 2932, 2865, 1736, 1456, 1372, 1227, 1099, 1082, 1018. 5MBR 

(m/z, intensité relative) 416 (M+) (25) , 401 (70) , 384 (60) , 361 (100). les données 

des spectres RMN 1 H et i3C étaient conformes aux données de la littérature(46). 

6.3.10 Préparation du (20S, 22R)-22-acétoxy-613-méthoxy-3a, 5-cyclo-24-nor-5a­
cholan-23-ol <m 

° 04-. 
39 

23 

0" 30 
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Sous atmosphère de N2 et en condition anhydre, 20,0 mg de l'aldéhyde 16 

(0 ,06 mmol) ont été dissous dans 2,00 ml de CH2CI2. la solution a été refroidie à 

-78 oC puis 0,11 ml du chlorure de zinc (ZnCI2) (0,12 mmol, 2,00 éq) a été ajouté à 

l'aide d'une seringue. le mélange a été laissé sous agitation pendant 15 minutes à 

-78 oC puis 29 !-Il d'hydrude de tributylétain (0,12 mmol, 2,00 éq) ont été ajoutés. la 

solution a été laissée sous agitation pendant 1,5 h à -78 oC puis laissée revenir à 

température ambiante. 2 ml d'eau a été ajoutée au mélange réactionnel , la phase 

organique a été séparée et la phase aqueuse a été extraite à l'aide du CH2Cb. la 

phase organique a été lavée avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x 2) , et 

ensuite séchée avec MgS04 puis filtrée. Après évaporation sous vide on a obtenu 

26,0 mg de 47 sous forme d'une huile jaune. Cette huile a été purifiée par 

chromatographie éclair en utilisant la méthode de Harrowven(62) à l'aide d'un 

gradient hexane/ether (0 ---+ 20 %) afin d'obtenir 8,6 mg (43 %) de 47 sous forme 

d'une huile transparente. RMN 1H (200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 5,04-4,93 (m, 1 H, 

H-22), 3,78-3,57 (m, 2H, H-23), 3,32 (s, 3H , H-30) , 2,76 (s, 1 H, H-6) , 2,10 (s , 3H , 

H-39) , 2,05-0,82 (m, 27H) , 0,76 (s, 3H, H-18), 0,64 (t, 1 H, J = 4,8 Hz, H-4) , 0,43 (dd , 

1 H, J = 7,9, 5,1 Hz, H-3). RMN 13C (50,6 MHz, CDCI3) 0 (ppm), 172,4 (C-38), 82,3 

(C-6) , 78,5 (C-22) , 64,9 (C-23) , 56,6, 56,4, 52,5, 48,0, 43,3, 42,7, 40,2, 37,5, 35,6, 

34,9, 33,3, 30,5, 28,0, 24,9, 24,0, 22,8, 21 ,5, 21 ,1, 19,3, 13,3, 13,1, 12,1. IR (pur, 

v (cm-1» 3400, 2932, 2868, 1736, 1719, 1453, 1372, 1237, 1095, 1021. SMHR 

calculée pour C26H420 4 (MH+): 418,3085; trouvée : 418,3083. 

6.3.11 Préparation du composé disubstritué 49 
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Sous atmosphère de N2 et en condition anhydre, 50,0 mg de l'aldéhyde 16 

(0 ,10 mmol) ont été dissous dans 2,00 ml de CH2CI2. la solution a été refroidie à 

-78 oC puis 25 IJl de trifluorure de bore été rate (BF3·OEt2) (0,20 mmol, 2,00 éq) ont 

été ajoutés à l'aide d'une seringue. le mélange a été laissé sous agitation pendant 

15 minutes à -78 oC puis 61 IJl de l'allyltributylstannane (0,20 mmol, 2,00 éq) ont été 

ajoutés. la solution a été laissée sous agitation pendant 1 h à -78 oC. Cette dernière 

a été ramenée à température ambiante puis laissée sous agitation pendant 1 h. De 

l'eau a été alors ajoutée au mélange réactionnel , la phase organique a été séparée 

et la phase aqueuse a été extraite à l'aide du CH2Cb. la phase organique a été 

lavée avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x 2) , et ensuite séchée avec 

MgS04 puis filtrée. Après évaporation sous vide on a obtenu 76,0 mg de 49 sous 

forme d'un solide blanc. Cette huile a été purifiée par chromatographie éclair en 

utilisant la méthode de Harrowven(62) à l'aide d'un gradient hexane/ether (0 - 20 %) 

afin d'obtenir 15,0 mg (27 %) de 49 sous la forme d'un solide blanc. RMN 1H 

(200 MHz, CDCI3) 0 (ppm) 5,97-5,56 (m, 2H, H-25 et H-41), 5,26-5,08 (m, 2H, H-26 et 

H-42), 4,92 (m, 3H, H-26, H-42 et H-22), 3,68 (m, 1 H, H-23), 2,10 (s, 3H, H-39), 2,05-0,82 

(m, 27H), 0,76 (s, 3H, H-18), 0,64 (t, 1H, J = 4,8 Hz, H-4), 0,43 (dd, 1H, J = 7,9, 

5,1 Hz, H-3). RMN 13C (50,6 MHz, CDCI3) 0 (ppm), 170,6 (C-38), 139,2 (C-25), 134,1 

(C-41) , 119,3 (C-26) , 114,8 (C-42) , 76,4 (C-22) , 68,7 (C-23) , 56,4, 52,6, 48,1, 42,9, 

42,7, 40,7, 40,2, 38,5, 37,5, 37,4, 36,4, 33,8, 32,8, 30,4, 28,2, 26,4, 25,3, 24,2, 22,7, 

21 ,0, 20,2, 12,7, 12,2, 12,0. IR (pur, v (cm-1» 3488, 3073, 2938, 2864, 1637, 1439, 

1362, 1240, 1216, 1017,913. SMHR calculée pour C31H4803 (MH+): à venir 

6.3.12 3-(2-méthoxy-éthoxyméthoxy)-propène ~ 

~O'-..../O~O/7 
1 3 4 5 

Sous atmosphère de N2 et en condition anhydre, 6,80 ml de l'alcool allylique 

(1,00 mol) et 19,0 ml de N,N-diisopropylethylamine (1,10 mol, 1,10 éq) ont été 
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refroidis à 0 oC dans un bain de glace sous agitation. À cette solution 12,6 ml de 

chlorure de méthoxyethoxymethyle (1 ,10 mol, 1,10 éq) ont été ajoutés goutte à 

goutte et le mélange a été laissé pendant 15 min à 0 oC avant de le laisser 

graduellement revenir à température ambiante. la solution a été laissée sous 

agitation à température ambiante pendant 3 h. De l'eau a été ajoutée au mélange 

réactionnel et la phase aqueuse a été extraite à l'aide de CH 2Cb (X 3). la phase 

organique a été ensuite lavée avec une solution aqueuse saturée de NaCI (x 2), 

séchée avec MgS04 puis filtrée. Après évaporation sous vide 12,7 g (87 %) de 53 

pur a été obtenu sous forme d'un liquide jaune. RMN 1H (200 MHz, COCh) 0 (ppm) 

5.91 (ddt, 1 H, J = 17.2, ·10.5, 5.6 Hz, H-2), 5.39 - 5.05 (m, 2H, H-1) , 4.80 - 4.64 (m, 

2H, H-4), 4.08 (dt, 2H, J = 5.6, 1.4 Hz, H-3), 3.70 (dt, 2H, J = 6.7, 4.0 Hz, H-5 ou 

H-6) , 3.58 - 3.49 (m, 2H, H-5 ou H-6) , 3.42 - 3.31 (m, 3H, H-7). RMN 13C (50,6 MHz, 

COCb) 0 (ppm), 134,3 (C-2) , 117,1 (C-1) , 94,7 (C-4) , 71 ,8 (C-6), 68,3 (C-3), 66,8 

(C-5), 59,0 (C-7) . IR (pur, v (cm-1» 3080, 2979, 2929, 2881 , 2817, 1105, 1041 , 991 , 

927. 5MBR (m/z, intensité relative) 105 (10), 89 (60), 73 (45) , 71 (80) , 59 (100) . 



ANNEXE A 

SPECTRES RMN 1H 
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Spectre A.1 (22E, 24S)-3a, 5-cyclo-stigmast-22-en-6-one @ID 
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Spectre A2 (22E, 24S)-stigmasta-2, 22-dién-6-one @ 
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Spectre A.3 22R, 23R-homocastastérone (!1) 
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Spectre A.4 22S, 22S-homocastastérone (ll) 
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Spectre A.5 22R-23R-homobrassinolide (ll) 
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Spectre A.6 (22E, 24S)-2a, 3a-dihydroxy-5a-stigmastan-6-one @ 
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Spectre A.7 (22E, 24S)-2a, 3a-dihydroxy-5a-stigmastan-6-one, 2,3-acétonide (M) 
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Spectre A.8 2a, 3a-dihydroxy-6-oxo-5a-stigmastan-22-al 2,3-acétonide M) 
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Spectre A.9 (20S)-3a-5-cyclo-6-oxo-5a-pregnane-20-carboxaldéhyde <1§.) 
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Spectre A.1 0 i-stigmasteryl méthyl éther (1) 
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Spectre A.11 (20S)-3a-5-cyclo-613-méthoxy-5a-pregnane-20-carboxaldéhyde (!ID 
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Spectre A.12 (20S, 22R)-22-hydroxy-6(3-méthoxy-3a,5-cyclo-24-nor-5a-cholan-23-
al triméthylènedithioacétal (43a) 
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Spectre A.13 (20S, 22R)-22-acétoxy-613-méthoxy-3a,5-cyclo-24-nor-5a-cholan-23-al 
triméthylènedithioacétal ~ 
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Spectre A.14 (20S, 22R)-22-acétoxy-6j3-méthoxy-3a,5-cyclo-24-nor-5a-cholan-23-
al(~ 
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Spectre A.15 (20S, 22R)-22-acétoxy-6j3-méthoxy-3a, 5-cyclo-24-nor-5a-cholan-23-
ol<m 
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Spectre A.16 Diadduit 49 
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Spectre A.17 3-(2-méthoxy-éthoxyméthoxy)-propène (g) 
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ANNEXE B 

SPECTRES RMN 13C 
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Spectre 8 .1 22R, 23R-homocastastérone (1.1) 
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Spectre B.2 22S, 22S-homocastastérone (j1) 
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Spectre 8.3 2a, 3a-dihydroxy-6-oxo-5a-stigmastan-22-al 2,3-acétonide (tl) 
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Spectre B.4 i-stigmasteryl méthyl éther (1) 
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Spectre B.5 (20S)-3a-5-cyclo-613-méthoxy-5a-pregnane-20-carboxaldéhyde (.1§) 
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Spectre 8.6 (20S, 22R)-22-hydroxy-613-méthoxy-3a,5-cyclo-24-nor-5a-cholan-23-al 
.triméthylèriedithioacétal (43a) 
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Spectre B.7 (20S, 22R)-22-acétoxy-6(3-méthoxy-3a,5-cyclo-24-nor-5a-cholan-23-al 
triméthylènedithioacétal ~) 
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Spectre B.8 (20S, 22R)-22-acétoxy-613-méthoxy-3a,5-cyclo-24-nor-5a-cholan-23-al 
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Spectre 8.9 (20S, 22R)-22-acétoxy-6~-méthoxy-3a, 5-cyclo-24-nor-5a-cholan-23-
ol(!L) 
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Spectre 8.11 3-(2-méthoxy-éthoxyméthoxy)-propène ~ 
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