CHARLES GAUTHIER, M.Sc., chimiste

AMELIORATION DU COMPORTEMENT BIOPHARMACEUTIQUE DE
TRITERPENES NATURELS ANTICANCEREUX PAR SYNTHESE DE

SAPONINES MONO- ET BIDESMOSIDIQUES

These présentée
au Résean de "Université du Québec
comme exigence partielle du Doctorat en Sciences de I'Environnement

pour P’obtention du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.)

DEPARTEMENT DES SCIENCES FONDAMENTALES

UNIVERSITE DU QUEBEC A CHICOUTIMI

NOVEMBRE 2008

© Charles Gauthier, 2008



Bibliotheque

\ n,quc

w-ma.-

Mise en garde/Advice

Afin de rendre accessible au plus
grand nombre le résultat des
travaux de recherche menés par ses
¢tudiants gradués et dans I'esprit des
regles qui régissent le dépot et la
diffusion des mémoires et theses
produits dans cette Institution,
I'Université du  Québec a
Chicoutimi (UQAC) est ficre de
rendre  accessible une version
compléte et gratuite de cette ceuvre.

L'auteur conserve néanmoins la
propriét¢ du droit d'auteur qui
protege ce mémoire ou cette these.
Ni le mémoire ou la thése ni des
extraits substantiels de ceux-ci ne
peuvent &tre imprimeEs ou autrement
reproduits sans son autorisation.

Motivated by a desire to make the
results of its graduate students'
research accessible to all, and iIn
accordance  with  the  rules

governing the acceptation and
diffusion of dissertations and
theses in this Institution, the
Université du Québec a

Chicoutimi (UQAC) is proud to
make a complete version of this
work available at no cost to the
reader.

The author retains ownership of the
copyright of this dissertation or
thesis. Neither the dissertation or
thesis, nor substantial extracts from
it, may be printed or otherwise
reproduced without the author's
permission.



i

“L’imprévisible est dans la nature méme de l'entreprise scientifique. Si ce qu’on va
trouver est vraiment nouveau, alors c’est par définition quelque chose d’inconnu a

Uavance.”

- Frangois Jacob, médecin et biologiste francais, prix Nobel de médecine (1965)
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RESUME

Cette thése décrit les travaux réalisés concernant la synthése et I’évaluation des
activités anticancéreuse et hémolytique de saponines triterpéniques naturelles et non-
naturelles & génine de type lupane. D’une part, deux saponines naturelles a section o-
L-rthamnopyranosyl-(1-—2)-a-L-arabinopyranose provenant de plantes de la médecine
traditionnelle orientale, une librairie de huit saponines bidesmosidiques & génine
bétulinol et acide bétulinique ainsi que plusieurs dérivés chacotriosidiques de type
lupane et germanicane ont été préparés par l'utilisation judicieuse de différents
groupements protecteurs et procédures de glycosylation. D’autre part, I’étude des
relations structure-activité démontre que les sections osidiques hautement polaires a
Ia position C-3 du squelette lupane ont, dans la plupart des cas, un impact négatif sur
Pactivité anticancéreuse tandis que 1’activité est augmentée pour les triterpénes de
type germanicane. En revanche, la présence d’une section L-rhamnose & cette position
accroit la cytotoxicité des saponines de type lupane. Notablement, le bétulinol 3,28-
OU-bis-a-L-rhamnopyranoside s’est révélé un puissant agent anticancéreux inhibant
sélectivement la croissance des cellules provenant des cancers les plus prévalents
chez 'homme (ICso = 1,7-1,9 umoI'L'i). A Pinverse des saponines naturelles de type
oléanane telles que I’a-hédérine et I’hédéracolchiside A;, la majorité des saponines de
type lupane, tout comme leurs homologues triterpéniques (bétulino! et acide
bétulinigue), n’induisent pas 1’hémolyse des globules rouges (HDso >100 umolL™),
et ce, indépendamment de la nature des sections osidiques. De surcroit, I’acide 28-O-
B-D-glucuronide bétulinique, un métabolite acyl-glucuronide, a été efficacement
préparé et pourrait étre utilis€ en tant que prodrogue anticancéreuse. En somme, ces
résuitats prometteurs sont trés encourageants pour le développement
biopharmaceutique futur des saponines de type lupane en tant qu’agents
anticancéreux d’origine naturelle.



iv

ABSTRACT

This thesis describes the chemical synthesis and the in vitro evaluation of the
anticancer and haemolytic activities of natural and non-natural lupane-type
triterpenoid saponins. On the one hand, two naturally occurring betulinic acid
saponins isolated from Chinese medicinal plants bearing an a-L-rhamnopyranosyl-
(12)-a-L-arabinopyranose moiety, a library of eight bidesmosidic saponins with
betulin and betulinic acid as aglycones as well as five lupane- and germanicane-type
chacotriosidic derivatives have been synthesized via the use of different glycosylation
methods such as Schmidt’s normal and inverse procedures and phase-transfert
conditions. On the other hand, structure-activity relationship study reveals that highly
polar sugar moieties at the C-3 position of the lupane skeleton have a negative impact
on the anticancer activity while the activity is increased for the germanicane-type
triterpenoids. Otherwise, the presence of an L-thamnose moiety at the same position
increases the cytotoxicity of lupane-type saponins such as betulin 3,28-O-bis-o-L-
rhamnopyranoside, which exhibited a strongly potent in vifro anticancer activity
against the cell lines from the most prevalent human cancers (ICso = 1.7-1.9 pmolsL’
1. Contrary to naturally occurring oleanane-type saponins, most of the lupane-type
saponins and parent triterpencids betulin and betulinic acid do not induce any
haemolytic activity against sheep red blood cells (HDsy >100 umoleL™)
independently of the nature of the sugar moieties. Also, 28-0-G-p-glucuronide
betulinic acid, which is an acyl glucuronide metabolite, has been efficiently
synthesized and could be used as an anticancer prodrug according to prodrug
monotherapy strategy.



RESUME (Version longue)

Cette thése présente les travaux accomplis concernant la synthése de saponines
triterpéniques naturelles et non-naturelles & génine de type lupane et I’évaluation de
leurs activités anticancéreuse et hémolytique. Dans un premier temps, une voie de
synthése a été développée pour la préparation de deux saponines naturelles contenant
une section osidique particuli¢ére, c’est-a-dire o-L-rhamnopyranosyl-(1->2)-a-L-
arabinopyranose, a la position C-3. Ces saponines d’acide bétulinique isolées de
plantes de la médecine traditionnelle orientale ont été obtenues dans des rendements
globaux de 10 et 27% & partir de Pallyl bétulinate selon une approche de
glycosylation linéaire impliquant huit étapes de synthése. Par ailleurs, des analyses
RMN a différentes températures (0 a 100 °C) ont permis de constater Pinstabilité
conformationnelle caractéristique du L-arabinose oscillant entre les conforméres
chaises *C; et 'Cy lorsque substitué en position 2’ par un groupement stériquement
encombré.

Dans un deuxieme temps, une librairie de huit saponines bidesmosidiques a génine
bétulinol et acide bétulinique a été synthétisée par 'utilisation judicieuse de
différentes procédures de glycosylation telles que la méthode inverse de Schmidt et
les conditions réactionnelles par transfert de phase. L’étude des relations structure-
activité a démontré que le bétulinol 3,28-0-bis-a-L-rhamnopyranoside se révéle un
puissant anticancéreux inhibant sélectivement la croissance des cellules provenant des
cancers les plus prévalents chez homme (ICsp = 1,7-1,9 umoleL™). Une telle
augmentation de la cytotoxicité en lien avec la présence de sections L-rhamnose
suggere que les membranes de certaines cellules cancéreuses pourraient contenir des
récepteurs protéiques spécifiques au L-rhamnose facilitant ainsi la diffusion de la
saponine a I'intérieur du cytoplasme avant I'induction de I’apoptose.

Dans un troisiéme temps, lactivit¢ hémolytique d’une série de saponines
triterpéniques de type lupane semi-synthétiques a été évaluée en comparaison avec
certaines saponines naturelles de type ol€anane telles que ['o-hédérine et
I’hédéracolchiside A;. Les résultats révelent que les saponines de type lupane, tout
comme leurs homologues triterpéniques (bétulinol et acide bétulinique), n’induisent
pas la lyse des globules rouges (HDso >100 pmoleL™), et ce, indépendamment de la
nature des sections osidiques. Quelques exceptions subsistent toutefois pour certaines
saponines a génine acide bétulinique contenant des sections o-L-rhamnopyranosyl-
(1->2)-o-L-arabinopyranose a la position C-3 et pour !’acide 3,28-O-bis-a-L-
rhamnopyranoside bétulinique qui exercent une faible activité hémolytique (HDso =
78-94 pmoleL"). Par ailleurs, les résultats obtenus relatifs 4 P’évaluation de la
perméabilisation des membranes cellulaires suggérent fortement que [activité
anticancéreuse des saponines de type lupane est due & une induction de ’apoptose
cellulaire phut6t qu’a la formation de pores au sein des membranes phospholipidiques
comme c’est le cas pour ’hédéracolchiside A;.
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Dans un quatriéme temps, la section o-L-thamnopyranosyl-(1—2)-{o~L~
rhamnopyranosyi-(1—4)}-G-D-glucopyranoside ou chacotriose retrouvée sur la
dioscine, une saponine stéroidique anticancéreuse utilisée en médecine traditionnelle
orientale, a été greffée & la position C-3 des triterpénes de type lupane tels que le
lupéol, le bétulinol et I’acide bétulinique. La méthodologie de synthése impliquait la
protection régiosélective des alcools en position 3’ et 6’ de la section glucose suivie
du couplage subséquent avec des unités rhamnose via la procédure inverse de
Schmidt. L’étude des relations structure-activité a montré que ’ajout d’une section
chacotriosidique hautement polaire en position C-3 du squelette lupane a un impact
négatif sur Pactivité anticancéreuse (ICso >50 umOI'L”). En revanche, les dérivés de
réarrangement, c’est-a-dire les chacotriosides d’allobétulinol et de 28-
oxoallobétulinol, exercent une activité antiproliférative envers les cellules
cancéreuses du poumon, du célon, du sein et de la prostate (ICsy = 10-18 pmolsL™).

Finalement, aprés plusieurs essais infructueux, la synthése de l'acide 28-O-3-D-
glucuronide bétulinique, un métabolite acyl-glucuronide, a été réalisée avec succes
(68%, deux étapes) par l'utilisation des conditions réactionnelles de transfert de
phase. Les résultats suggérent que cette molécule pourrait étre utilisée en tant que
prodrogue anticancéreuse selon certains critéres spécifiques a la stratégie prodrogue
monothérapie (PMT). En effet, la prodrogue 1) posséde une trés bonne stabilité dans
le tampon phosphate, 2) posséde une hydrosolubilité supérieure a I’acide bétulinique,
3) est nom-cytotoxique et non-hémolytique, et 4) constitue un trés bon substrat
libérant [D'aglycone cible en présence de la (-D-glucuronidase, une enzyme
surexprimée dans les zones nécrotiques des tumeurs. De plus, cette méthodologie de
synthése pourrait étre utilisée ultérieurement pour la préparation des métabolites
glucuronidés du bevirimat, un agent anti-VIH dérivé de ’acide bétulinique
présentement en phase clinique de phase II.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION GENERALE

En dépit des avancées scientifiques des derniéres années dans le domaine de
Poncologie, le cancer demeure la deuxiéme principale cause de déces dans le monde
tout juste aprés les maladies cardiovasculaires. Au Canada, c’est plus de 39% des
hommes et 44% des femmes qui développeront un cancer dans leur vie. Sur ce
nombre, une personne sur quatre en mourra [Société Canadienne du Cancer, 2007].
Comme le montre le tableau 1, le cancer du poumon affecte une majorité d’hommes
et de femmes et demeure le plus mortel avec 19 900 déceés estimés en 2007 et un taux
de survie trés faible (~15% aprés S ans). Selon ces mémes estimations, les cancers du
sein et de la prostate sont, chez la femme et chez 'homme respectivement, les

cancers ayant la plus grande prévalence dans ia population canadienne.

Tableau 1. Nouveaux cas de cancers et décés estimés selon le sexe au Canada en
2007

Nouveaux cas Déces estimés
estimés 2007 2007
Total M F Total M F
Tous les cancers 159960 82700 772006 72700 38400 34300
Poumon 23300 12400 10900 19906 11000 8 900
Sein 22 500 170 22300 5400 50 5300
Prostate 22300 22300 - 4300 4 300 -

Colon 20800 11400 9 400 8 700 4 760 4 000




Vinblastine (1) R = CHj
Vincristine (2): R = CHO

HsCO OCH;
OH

Etoposide (3): R = CHy
Teniposide () R=/
N

Paclitaxel (8): R? = COCH,, RZ = HNCOCgHs
Docétaxel (6) R'= H, R?= HNCOOC(CH3)3 Camp‘o{hécine (7)

Figure 1. Structures de quelques agents antitumoraux naturels (1-7) utilisés en

clinique

Apres la chirurgie, la chimiothérapie anticancéreuse, c’est-a-dire le traitement du
cancer a 1’aide de substances chimiques habituellement administrées aux patients
sous la forme d’une injection intraveineuse, est 'une des voies privilégiées par la
médecine contemporaine afin de combattre cette terrible maladie. A cet effet, les
composés biosynthétisés par les plantes (produits naturels) sont trés prisés par
P’industrie pharmaceutique en tant qu’anticancéreux [Pezzuto, 1997; da Rocha ef af.,
2001; Lee, 2004] puisqu’ils représentent un élément unique de diversité moléculaire
[Nisbet ef al., 1997, Butler, 2004]. De 1940 a 2006, plus de 47% des agents
antitumoraux approuvés en clinique étaient des composés naturels ou leurs dérivés
semi-synthétiques [Newman et al., 2007]. La figure | illustre la grande diversité
structurale des produits naturels antitumoraux utilis€s en chimiothérapie dont la
vinblastine (1, Velban®) et la vincristine (2, Oncovin®) extraits de la pervenche de
Madagascar (Catharanthus roseus), I’étoposide (3, VP-16®) et le teniposide (4, VM-
26%) dérivés glycosylés de la podophyllotoxine isolée du rhizome de la pomme de
mai américaine (Podophyllum peltatum), le paclitaxel (8§, Taxol®) isolé de 1’if du

pacifique (Taxus brevifolia) et son dérivé semisynthétique le docétaxel (6,



Taxotere™), et la camptothécine (7, CPT®) extraite de I’écorce de Camptotheca
p D

acuminata, un arbre endémique a la Chine.

Dans le domaine des produits naturels anticancéreux, les foréts équatoriales et
amazoniennes ont &été souvent étudi€es. Toutefois, peu d’études ont rapporté le
potentiel pharmacologique des plantes et arbres de la forét boréale. Pourtant, ce riche
écosysteme recele de nombreuses espéces végétales encore inconnues de la
communauté scientifique en regard de leurs compositions chimiques et propriétés
médicinales. Le paclitaxel (§) et ses dérivés représentent un exemple qui illustre trés
bien I’énorme potentiel biopharmaceutique contenu dans la forét boréale. En effet,
cette molécule utilisée actuellement pour le traitement du cancer du sein, du poumon
et des ovaires [Cragg ef al., 2005] avec des ventes s’élevant a plus de deux miliiards
de dollars a été identifiée pour la premiére fois en 1971 dans les aiguilles de I'if du
pacifique (7. brevifoliay [Wani et al., 1971], un conifére a croissance lente. Quelques
années plus tard, des chercheurs du Laboratoire d’Analyse et de Séparation des
Essences Végétales (LASEVE) de I’Université du Québec & Chicoutimi (UQACQC), au
sein duquel j’ai effectué mes études graduées, ont isolé et identifié plusieurs dérivés
taxanes dont le paclitaxel (8) & partir de I’if du Canada (7. canadensis) [Jean et al.,
1992; Zamir et al, 1992], arbre présent dans la forét boréale québécoise.
Récemment, basé sur le savoir ancestral de la médecine traditionnelie amérindienne,
les recherches effectuées au LASEVE ont permis la découverte de nouvelles
molécules anticancéreuses lesquelles ont été isolées d’extraits de divers végétaux
présents dans la forét boréale. Tel qu’illustré a la figure 2, le B-caryophyliene (8) et
Po-humulene (9) identifiés dans "huile essentielle des aiguilles du sapin baumier
(Abies balsamea) [Legault ef al., 2003}, ’acide ursolique (18) isolé des tiges du thé
du Labrador (Ledum groenlandicum) [Dufour et al., 2007}, le cis-19-hydroxyabiénol
(11) isolé de 'écorce du méleze laricin (Larix laricing) [Pichette er al., 2006], le
papyriferoside A (12), un diarylheptanoide glycosylé, isolé des écorces internes du
bouleau blanc (Berula papyrifera) [Mshvildadze er al, 2007}, le pinosylvin
monométhyl éther (13) extrait du bois interne du pin rouge (Pinus resinosay [Simard

et al., 2008] et le solicanolide (14) isolé des sommités florales de la verge d’or du



Canada (Solidago canadensis) [Bradette-Hébert et al, 2008] exercent tous, 2
I’exception du sesquiterpéne 8, une activité cytotoxique de ’ordre du micromolaire
(uM) vis-a-vis des cellules cancéreuses humaines du poumon et du cblon. Le S-
caryophyllene (8) non-cytotoxique a, quant & lui, démontré une forte capacité a

potentialiser I’action d’agents anti-tumoraux connus [Legault ef al., 2007].

Figure 2. Structures de produits naturels anticancéreux (8-14) isolés de la forét

boréale

Dans le cadre de mon projet de theése, nous nous sommes intéressés au potentiel
anticancéreux contenu dans les écorces externes du bouleau blanc (bouleau a papier),
arbre feuillu couramment rencontré dans la forét boréale québécoise [Marie-Victorin,
2002] et largement utilisé par I'industrie forestiere. Les écorces de bouleau de
I’Amérique du Nord constituent la source naturelle la plus abondante sur Terre en
composé€s triterpéniques de type lupane tels que I’acide bétulinique (15), le bétulinol
(16), le lupéol (17) et I’aldéhyde bétulinique (18), et de type oléanane tels que ’acide
3-acétyloléanolique (19) et I'acide oléanolique (20) [Krasutsky, 2006}. Comme
I'indique e tableau 2, le bétulinol (16) est de loin le triterpene le plus abondant de
I’extrait au CH,Cl, des écorces externes de B. papyrifera avec une teneur déterminée
par GC/MS de 72,4% [Kolomitsyn et al., 2007]. 1I est intéressant de souligner que
ces composés peuvent étre extraits directement A partir des résidus des usines de

sciage iesquels sont habituellement brlilés pour produire de I’énergie.



Tableau 2. Triterpénes majoritaires (15-20) isoiés des écorces externes de B.

papyrifera

23

18 R=COOH

g
= CHy
18 R = CHO
Triterpénes extractibles® Analyse par GC/MS (%)
Acide bétulinique (15) 5,4
Bétulinol (16) 72,4
Lupéol (17) 5,9
Aldéhyde bétulinique (18) 1,3
Acide 3-acétyloléanolique (19) 1,6
Acide oléanolique (20) 0,3

* Extrait total au CH,Ch,.

Les agents chimiothérapeutiques utilisés actuellement en clinique agissent selon
divers mécanismes comme par exemples en perturbant la division cellulaire (mitose)
ou en causant des Iésions 4 I’ADN nucléaire [da Rocha et al., 2001]. Ainsi, I'un des
problémes inhérents associ€s au traitement par chimiothérapie réside dans la faible
sélectivité des agents antitumoraux utilisés en clinique causant de séveres effets
secondaires chez les patients (nausées, pertes de cheveux, affaiblissement du systeme
immunitaire, etc.). Dans ce contexte, de récentes études ont montré que [’acide
bétulinique (15) et ses dérivés sont capables d’inhiber sélectivement la croissance
d’un large éventail de cellules cancéreuses humaines sans affecter les cellules

normales [Zuco et al., 2002, Kessler er al., 2007]. L’activité antitumorale du



triterpeéne 15 a également été démontrée lors d’études in vivo sur des souris porteuses
de tumeurs murines sans effets secondaires marqués chez les organes vitaux a des
doses aussi élevées q;Je 500 mg/kg de poids corporel [Pisha et al., 1995; Zuco et al.,
2002]. 1l est également inéressant de mentionner que le bevirimat (21, PA-457)
(Figure 3), un analogue non-toxique de 1’acide bétulinique (15) estérifié en C-3, sera
bientot utilisé chez ’humain en vue de traiter le VIH de type I selon un nouveau

mode d’action dit inhibiteur de la maturation du virus [Salzwedel ef a/., 20071.

Figure 3. Structure du bevirimat (21), un inhibiteur de la maturation du VIH

Nonobstant leur potentiel pharmacologique prometteur [Cichewicz et al., 2004;
Eiznhamer ef al., 2004}, ie développement clinique des triterpénes de type lupane est
entravé par leur trés faible solubilité dans 1’eau (0,02 pug/mL pour 15) [Jiger ef al.,
2007] et leur coefficient de partition élevé (log P>6) [Thibeault ef al., 2007]. Ceci
complique la préparation de formulations administrables et diminue grandement leur
biodisponibilité dans ’organisme lors d’études in vivo sur animaux [Udeani et al.,
1999]. Afin d’accroitre "hydrosolubilité de Pacide bétulinique (15) et ses dérivés et
ainsi améliorer leurs propriétés pharmacocinétiques (ADME: absorption,
distribution, métabolisation et élimination), certains groupes de recherche ont
entrepris de greffer des sections polaires tels que des phthalates [Kvanisca et al.,
2005] et acides aminés [Jeong ef al., 1999; Saxena et al., 2006] aux positions C-3
et/ou C-28 du squelette triterpénique. Pour notre part, nous nous sommes tournés
vers la synthése de saponines triterpéniques [Gauthier er al., 2006a; Thibeault e al.,
20071, ¢’est-a-dire de triterpénes porteurs de sections sucres solubles dans P’eau. Les
saponines sont une classe de produits naturels largement répandus dans la nature
[Sparg et al., 2004]. Plusieurs especes végétales utilisées en médecine traditionnelle
crientale pour traiter certaines pathologies, comme par exemple le cancer [Rao et al.,

2000] et les maladies relies & 'inflammation [Sparg et al., 2004}, sont riches en



saponines {Qin, 1998} lesquelles, a 1’état pur, exercent des activités biologiques trés
variées (antitumorale, antibactérienne, hémolytique, etc.). Cependant, I’isolement de
saponines & partir d’une matrice végétale constitue encore aujourd’hui un procédé
long et fastidieux et seulement de petites quantités de produits sont obtenues sous
une forme pure [Bruneton, 1995]. La synthése chimique représente donc une
alternative réaliste afin de préparer une grande quantité et variété de saponines pour

des études biopharmaceutiques plus approfondies [Yu et al., 2007].

Lors de mon projet de maitrise, une premicére série de glycosides triterpéniques
monodesmosidiques (porteurs d’une seule section osidique) d’acide bétulinique (15),
de bétulinol (16) et de lupéol (17) ont été synthétisés et évalués in vitro afin de
déterminer leur activité cytotoxique sur un large éventail de cellules cancéreuses
humaines [Gauthier et al, 2006a; Gauthier, 2006b]. Les relations de structure-
activité ont montré que, enfre autres choses, P'ajout d’une section o-L-
rhamnopyranose en position C-3 augmentait de maniére significative la cytotoxicité
de D’acide bétulinique (15) en plus de lui conférer une sélectivité supérieure sur les
cellules cancéreuses du poumon (AS549) et du c6lon (DLD-1) en comparaison avec
fes cellules saines du fibroblaste (WS1). Ces résultats prometteurs ont fait I’objet de
deux publications dans Bioorganic & Medicinal Chemistry [Gauthier ef al, 2006a;
Thibeault ef al., 2007] et une demande de brevet a été déposée au Canada et aux

Etats-Unis en vue de protéger le caractére innovant de cette recherche [Pichette ef al.,
2008a].

Ainsi, le présent projet de doctorat représente la suite logique de mes travaux de
maitrise. Alors que le chapitre premier placait I’é¢tude dans une problématique de
recherche globale au niveau du cancer et des agents anticancéreux d’origine
naturelle, le chapitre 2 dresse un portrait relativement complet de la littérature a
propos de ['isolement et de la synthése des saponines en général et plus
spécifiquement des saponines triterpéniques a génine de type lupane. Le chapitre 2
est subdivisé en trois sections principales: 1} les saponines triterpéniques, 2) les
triterpénes de type lupane, et 3) les saponines de type lupane. Il est bon de

mentionner que les premicre et troisieme parties de ce chapitre feront I’objet d’une



publication en tant que revue de littérature [Gauthier et al., 2008a] et que, & notre

connaissance, aucun travail de ce genre n’a été€ publi€ jusqu’a ce jour.

Le chapitre 3 représente une partie importante de cette thése de doctorat. Les
résultats présentés sous la forme d’un article publi¢ dans le journal Tetrahedron
[Gauthier er al., 2008b] relatent d’une maniére détaillée la premiére synthése de deux
saponines anticancéreuses a génine acide bétulinique (15} porteuses de sections o-L-
rhamnopyranosyl-(1-—2)-a-L-arabinopyranose ainsi que la synthése de plusieurs
analogues arabinosidés. Ces molécules naturelles sont retrouvées dans certaines
plantes utilisées en médecine traditionnelle orientale telles que Pulsatilla koreana

afin de combattre le cancer, la malaria et la disentérie amybique.

Le chapitre 4, quant a lui, est rédigé sous la forme d’un article scientifique accepté
pour publication & Journal of Natural Products [Gauthier et al., 2008¢c]. 11 décrit
succintement la synthése d’une série de saponines bidesmosidiques, ¢’est-a-dire
porteuses de deux sections osidigues, & génines acide bétulinique (15) et bétulinol
(16) ainsi que les relations de structure-activité mises en évidence aprés I’évaluation
de la cytotoxicité in vitro des composés cibles sur des cellules cancéreuses humaines
en culture. Les résultats innovants de ce chapitre font 'objet d’une demande de

brevet préliminaire en instance 2 I’international [Pichette ef al., 2008b].

Le chapitre 5 est rédigé sous la forme d’un article scientifique & soumetire
prochainement & un journal spécialisé en chimie bioorganique. L’ objectif principal
de ce travail consistait & évaluer, in vitro, 4 la fois Pactivité hémolytique et la
cytotoxicité de plusieurs saponines monodesmosidiques et bidesmosidiques de type
lupane afin d’étre en mesure de cibler la molécule présentant la plus faible toxicité
sur les globules rouges pour une évaluation in vivo ultérieure sur souris porteuses de
tumeurs murines ou humaines. Certaines saponines de type oléanane reconnues pour
leur fort pouvoir hémolytique précédemment isclées par le Dr Vakthang
Mshvildadze et contenant des sections sucres similaires 2 la série lupane ont

également ét¢ testées et les activités ont été comparées avec celles des saponines



synthétisées. De plus, lors de cette étude, un test & la calcéine-AM a été réalisé pour
évaluer I'action perméabilisante des saponines de type lupane et oléanane sur la
membrane des cellules cancéreuses de manic¢re a obtenir une idée préliminaire de

leur mécanisme d’action.

Les chapitres 6 et 7 présentent des travaux réalisés en partie par des étudiants au
baccalauréat en chimie dans le cadre de stages d’été. Le chapitre 6 décrit les travaux
de synthése qui ont mené a la préparation de saponines d’acide bétulinique (15), de
bétulinol (16) et de lupéol (17) contenant une section chacotriosidique. Lors de ce
travail, cette section osidique particulicre retrouvée a la position C-3 de la dioscine,
une saponine stéroidique au fort potentiel antitumoral, a été greffée pour la premiére
fois sur le squelette lupane selon une approche par glycosylations successives. De
plus, tous les composés ainsi que les dérivés de réarrangement de type germanicane
ont été évalués in vitro pour leurs activités cytotoxique et hémolytique. Ce manuscrit

sera soumis prochainement & Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters.

Le chapitre 7, quant & lui, décrit les résultats obtenus en vue de synthétiser des
dérivés acyl glucuronides en position C-28 de I'acide bétulinique (15) pouvant servir
en tant que prodrogues pour le traitement du cancer lors d’une stratégie PMT
(Prodrug MonoTherapy). Cette stratégic consiste a activer sélectivement ’agent
thérapeutique au niveau du tissu atteint par {’action d’enzymes. L’ objectif principal
de ces travaux consistaient & élaborer une méthodologie de synthese afin de préparer
les métabolites glucuronidés du bevirimat (21, PA-457), un agent anti-VIH dérivé de
P’acide bétulinique (15) sur le point d’étre approuvé et mis en marché par la

compagnie américaine Panacos Pharmaceuticals. Les résultats préliminaires de ce

chapitre ont été soumis & Tetrahedron Letters {Gauthier et al., 2008d].

Finalement, le chapitre 8, derni¢re partie de cette thése, présente la discussion
générale et les principales conclusions posées a I’issue de ce projet de doctorat dans
le domaine de la synthése des saponines anticancéreuses. Ce chapitre dresse
également le portrait de quelques perspectives futures envisageables qui pourraient

faire suite a ce projet de recherche.
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CHAPITRE 2

REVUE DE LA LITTERATURE

2.1. LES SAPONINES TRITERPENIQUES

2.1.1. Généralités

Les saponines ou sapeonosides sont une classe spécifique de métabolites secondaires,
produits naturels abondamment retrouvés dans le régne végétal [Sparg ef al., 2004].
Structuralement parlant, les saponines sont constituées d’un squelette stéroidique ou
triterpénique porteur d’une (monodesmoside) ou de plusieurs (bidesmoside,
tridesmoside) sections sucres. La nature des sections osidiques retrouvées a
Pintérieur des saponines est trés variée, mais elles sont habituellement constituées de
D-glucose, D-galactose, L-rhamnose, D-xylose, D-fucose et acide D-glucuronique
[Bruneton, 1995]. Leur nom provient du latin sapo signifiant “savon” en raison de
leurs propriétés a former des solutions moussantes en présence d’eau. La grande
diversité structurale des saponines peut étre expliquée par leurs origines
biosynthétiques variées. En effet, & partir de 'oxydosqualéne & 30 carbones, la
biosynthése des génines triterpéniques et stéroidiques est effectuée selon diverses
voies métaboliques suivie de I’assemblage des différentes sections osidiques par des
enzymes telles que les glycosyltransférases et les glycosidases. Par la suite, des
modifications subséquentes peuvent avoir lieu sur la saponine dont, entre autres, des
oxydations, réarrangements, méthylations et estérifications [Vincken ef al., 2007] ce
qui augmentent d’autant plus la possibilité de variations structurales a Iintérieur de
cette classe de produits naturels. Depuis I’avénement de la RMN a haut champ

permettant I’élucidation des structures chimiques complexes, des milliers de
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saponines différentes ont été isolées et identifiées [Sahu et al., 2001]. Il est estimé
que pres de la moitié des plantes terrestres pourraient contenir des saponines [Qin,
1998]. Plusieurs especes de plantes largement utilisées en médecine traditionnelle
orientale telles que le ginseng (Panax ginseng) et la réglisse (Glycyrrhiza glabra)
contiennent des saponines, plus particuliérement de type triterpénique. Ceci a amené
Liu et al. [2002] a stipuler que les activités biologiques observées en médecine
traditionnelle orientale pourraient étre exclusivement dues & la présence des

saponines ainsi que des composés polyphénoliques.

2.1.2. Activités Biologiques

Reconnues pour avoir un fort potentiel pharmacologique, les saponines ont été
intensivement ¢tudiées au cours des derniéres années. La communauté scientifique a
démontré un intérét marqué envers cette classe de métabolites secondaires afin
d’accélérer le processus lié & leur développement biopharmaceutique [Francis ef al.,
2002]. En effet, les saponines & génines stéroidiques et triterpéniques exercent des
activités biologiques trés variées telles qu’hémolytique, hypocholestérolimique,
immunostimulant, molluscicide, anti-inflammatoire, antifongique, antibactérienne,
antiparasitaire, cytotoxique et antitumorale, pour ne nommer que celles-ci {Rao e al.,
2000; Francis ef al., 2002; Sparg ef al., 2004]. Bien que leurs fonctions & intérieur
des plantes ne soient pas entiérement comprises, il a été¢ démontré que les saponines
jouent un rdle essentiel dans la protection des plantes contre les espéces pathogénes
[Francis et al, 2002]. Les sections suivantes (2.1.2.1 et 2.1.2.2) traiteront plus
particuliérement des activités hémolytique, cytotoxique et antitumorale des saponines
qui sont en lien avec le présent projet de thése. Le lecteur désirant avoir des
informations supplémentaires concernant les autres activités biologiques pourra

consulter les références précédemment citées.

2.1.2.1. Activité Hémolytique

pY

Depuis longtemps, les saponines sont reconnues pour leur capacité & induire la

formation de pores au travers des membranes cellulaires et ainsi entrainer ’hémolyse
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des globules rouges {érythrocytes) [Seeman ef al., 1973]. Cette propriété a amené la
mise en place de tests hémolytiques permettant la détection des saponines dans les
extraits de plantes [Sparg et al., 2004]. Toutefois, la forte activité hémolytique de la
plupart des saponines a freiné considérablement leur développement clinique en
raison de leur toxicité potentiel lors de traitements donnés sous la forme d’injections
intraveineuses. Le mécanisme exact par lequel les saponines entrainent la rupture de
la membrane des érythrocytes n’est pas encore parfaitement établi [Francis et al.,
2002]. Certains auteurs ont posé [hypothése selon laquelle les saponines
interagissent avec la couche lipidique des membranes cellulaires [Melzig et al,
20011 pour former des complexes insolubles avec le cholestérol menant a la
perméabilisation des cellules et & la perte subséquente de I’hémoglobine dans le
milieu extracellulaire [Baumann er al., 2000]. En revanche, une étude a mis en
évidence un mécanisme différent dans lequel I’hémolyse des globules rouges serait
causée par ’interaction des saponines avec 1’aquaporine CHIP28 résultant en une
augmentation du transport des molécules d’eau vers Uintérieur de la cellule [Winter,
1994]. De surcroit, une autre ¢tude a démontré que Pactivité lytique envers la
membrane de liposomes causée par des saponines d’acide oléanolique (20)
glycosylées aux positions C-3 et C-28 pouvait survenir en [’absence de cholestérol

membranaire [Hu ef a/., 1996].
2.1.2.2. Activités Cytotoxique et Antitumorale

Plusieurs saponines triterpéniques et stéroidiques exercent des activités cytotoxiques
avec des valeurs d’ICsy variant entre 1 ng'sz'1 a 20 ;,tg'mL'1 selon la nature de la
saponine, de la partie osidique et des lignées cellulaires utilisées. De trés bonnes
revues de littérature ont d’ailleurs été publiées a ce sujet [Lacaille-Dubois, 2000; Rao
et al., 2000]. L’apoptose ou suicide cellulaire programmé semble étre le mécanisme
par lequel la majorité des saponines entrainent la mort des cellules cancéreuses.
Plusieurs études récentes ont montré que ’apoptose cellulaire est enclenchée par
Paction des saponines sur la membrane mitochondriale induisant ’expression de

facteurs pro-apoptotiques [Haridas ef al., 2001; Lee et al., 2005; Zhu ef ol., 2005].
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La saponine OSW-1 (22, Figure 4) ou 38,16B,17a-trihydroxycholest-5-en-22-one
16-0-{(2-0-(4-méthoxybenzoyl)-B-D-xylopyranosyl)-(1—-3)-2-O-acétyl-a-L

arabinopyranoside], un cholestane acétylé isolé des bulbes de Ornithogalum
saundersiae, est 'une des saponines stéroidiques les plus cytotoxiques connues
jusqu’a ce jour avec une valeur d’ICsy inférieure & 1 nM surpassant Pactivité des
agents anticancéreux utilisés en clinique. Des études in vitro ont montré qu’OSW-1
(22) inhibe trés fortement la croissance d’un large éventail de cellules cancéreuses
tout en exergant qu'une trés faible toxicité envers les cellules saines [Deng e al.,
1999]. Motivés par le potentiel anticancéreux prometteur de cette saponine,
différents groupes de recherche ont effectué la synthése totale A’OSW-1 (22) durant
la derni¢re décennie [Deng ef al., 1999; Yu ef al., 2002; Shi et al., 2005; Xue et al.,
2008]. Des études de structure-activité ont également ét¢ entreprises soit par
modifications de la génine stéroidique [Matsuya ef al., 2003; Shi ef al., 2004] ou de
la partie osidique [Tang e al., 2007; Wojtkielewicz et al., 2007] afin de trouver des
dérivés encore plus cytotoxiques. Ainsi, le groupe du professeur Biao Yu a complété
la synthese de plusieurs dérivés oxygénés dont la saponine 23 (Figure 4) présentant
un profil de cytotoxicité jusqu’a 25 fois supérieur & OSW-1 sur certaines lignées

cancéreuses [Shi et af. , 2004].

HC

OSW-1(22) R = isopentyl
23 R = Ododécyl

Figure 4. Structure d’OSW-1 (22) et d’un dérivé oxygéné (23)

Une autre saponine stéroidique, la dioscine (24, Figure 5), a attiré I’attention des
chercheurs dans le domaine de la synthése de glycosides. Cette saponine isolée d’un
grand nombre de légumes et plantes de la médecine traditionnelle orientale exerce un
vaste spectre d’activités biologiques (antitumorale, antivirale, antifongique et anti-
inflammatoire) [Yu et al.,, 2002}. Différentes syntheses totales et semi-synthéses de
la dioscine (24) ont également &té entreprises [Deng et al., 1999; Yu et al., 2002; Zou
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et al., 2003]; celles-ci seront discutées plus loin dans le texte (section 2.1.4.1.2.). La
structure de la section osidique (chacotriose) de cette saponine est trés particuliére.
Elle consiste en une section D-glucose substituée aux positions O-2’ et O-4’ par des
sucres de type L-thamnose. Une étude du groupe de Biac Yu a mis en évidence que
les fonctions hydroxyles aux positions 6 et 8 du L-rhamnose en H-4’ représentent les
groupements polaires clés responsables de I'activité antitumorale de la dioscine (24)
[Li et al., 2003]. A la lumiére de ces résultats, ce groupe a préparé trois dérivés
fluorescents de la dioscine (24) exercant trois niveaux différents de cytotoxicité (non
actif, peu actif, et actif) [Wang et al., 2007]. Le potentiel cytotoxique de ces dérivés
s’est révélé étre en lien direct avec leur capacité a diffuser a Uintérieur des cellules
cancéreuses. En effet, la présence de composés actifs a été¢ détectée dans des
organelles acides spécifiques du cytoplasme cellulaire tandis que pour le dérivé
inactif aucune fluorescence n’a été mesurée. Il est trés intéressant de noter qu’aucune
interaction prolongée avec la membrane lipidique n’a été montrée lors de cette étude.
Ces résultats laissent donc présager une diffusion rapide des dérivés & 'intérieur du

cytoplasme par I’entremise de canaux protéiques [Wang et al., 2007].

Dioscine (24)
HO 9 Rha
HO

OH
Figure 5. Structure de la dioscine (24), une saponine de la médecine traditionnelie

orientale
2.1.3. Isolement de Saponines

Tel que mentionné précédemment, les saponines ne peuvent étre isolées d’une
matrice végétale en une seule étape sauf pour de rares exceptions. Etant donné
qu’elles se retrouvent sous la forme de mélanges complexes, plusieurs séparations
sur différents supports solides doivent étre effectuées pour parvenir au résultat

escompté [Sahu ef al., 2001]. De plus, la forte polarité, la relative fragilité et les
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différences structurales mineures entre des composés de masse moléculaire élevée
(>1000 gemol} font qu’il est souvent long et difficile d’obtenir une saponine pure et
homogene. Aussi, ces molécules cristallisent trés mal en raison de leurs propriétés
hygroscopiques et, par le fait méme, ne donnent que trés rarement des points de

fusion nets et sans décomposition [Bruneton, 1995].

A premiére vue, étant donné la bonne solubilité de la plupart des saponines dans
Peau [Walthelm er al., 2001], il serait juste de penser qu'une macération ou un
chauffage a reflux a ’aide de ce solvant polaire permettra leur extraction. Cependant,
la lyophilisation subséquente de [Dextrait peut entrainer [’hydrolyse des
bidesmosides. Par conséquent, ’extraction des saponines se fait habituellement a
P’aide d’alcools comme le méthanol ou I’éthanol & différentes concentrations dans
Peau. En se référant a de nombreuses publications récentes en ce qui a trait a
Pisolement de ces molécules [Koike et al., 1999; Plasman er al., 2000; Ye et al,
2000; Gaidi et al., 2001; Elbandy er al., 2002; Zou et al., 2003}, une méthode
d’isolement standard peut étre établie en suivant la démarche expérimentale ci-
dessous. Toutefois, cette méthode se veut générale et non universelle, étant donné les
difficultés qui peuvent étre rencontrées dans ’isolement des saponines pour un type
de plante en particulier. Voici les principales étapes a suivre (voir annexe 1 pour

I’organigramme):

1. Sécher a I’azote liquide la matrice végétale et ia broyer finement.
2. Extraire a reflux ou par macération & température ambiante avec
MeOH.

Concentrer I’extrait sous pression réduite.
4. Suspendre [’extrait dans I’eau distillée.
Extraire successivement avec EtOAc et n-BuOH en séparant les deux
phases.
A ce point, la fraction aqueuse et la fraction soluble dans le »-BuOH contiennent la
majeure partie des saponines. Cependant, certaines saponines moins polaires peuvent

se retrouvées dans la fraction EtOAc.
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6. Charger la fraction soluble dans le »-BuOH sur une colonne de
Diaion® HP-20 et éluer avec 30, 50, 70 et 100% MeOH ).

7. Combiner les fractions éluées avec 70% MeOHgq possédant les
mémes motifs sur TLC.

8. Charger la fraction sur une colonne contenant du gel de SiO, et éluer
avec CHCly/MeOH/H,0 selon différents ratios, comme par exemple
8:5:1.

9. Effectuer la séparation finale des saponines par HPLC-préparative
munie d’une colonne Cig en phase inverse éluée avec un gradient
linéaire H,O/MeOH.

16.  Evaporer les solvants sous pression réduite et caractériser la saponine.

Les techniques modernes de RMN & haut champ (3 partir de 300 MHz) peuvent étre
utilisées pour élucider la structure des saponines (IH, 13C, COSY, TOCSY, NOESY,
HSQC, HMBC, etc.) [Agrawal ef al., 1985; Agrawal et al, 1992; Agrawal et al.,
1996}. De plus, une hydrolyse acide ultérieure confirmera la nature de Ia génine et

des sucres présents dans la partie osidique [Sahu et al., 2001].
2.1.4. Synthése de Saponines

Dans cette section, il sera question des méthodologies de synthése organique
permettant la préparation de saponines monodesmosidiques (section 2.1.4.1.) et
bidesmosidiques {section 2.1.4.2.). Un accent particulier sera porté sur la synthese de
saponines & génines triterpéniques contenant des sections arabinose (section
2.1.4.1.1.) et chacotriose (section 2.1.4.1.2.). Aussi, des exemples précis agrémentés
de schémas réactionnels détaillés seront décrits en lien avec la synthése totale de

saponines naturelles a haut potentiel pharmacologique.
2.1.4.1. Synthése de Monodesmosides

Dés le début des années 1980, la communauté scientifique a montré un intérét

marqué envers la synthése de saponines monodesmosidiques. A cette époque, les
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méthodes de synthése utilisées impliquaient pour la plupart des sucres peracétylés et
activés en position anomérique par des halogénes tels que le brome [ Atopkina ez al.,
1988; Saito et al, 1991} et le fluor [Pikul er al, 1997]. Cette méthode de
glycosylation dite de Koenigs-Knorr nommée ainsi en ’honneur de ses inventeurs
[Koenigs et al., 19017 fait intervenir des quantités stoechiométriques de sels d’argent
dispendieux comme promoteurs de la réaction (Ag,O, AgOTH{, etc.) et ne donnent

que rarement des rendements élevés en produits glycosylés.

i
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Figure 6. Synthése pratique de la trilline (27)

Vers la fin des années 1990, un groupe de chercheurs chinois dirigé par le Dr. Biao
Yu publia un article dans le Journal of Organic Chemistry relatant la glycosylation a
hauts rendements de génines triterpéniques et stéroidiques [Deng et al., 1999]. Ces
travaux ont montré que [’utilisation de sucres perbenzoylés activés par la fonction
trichloroacétimidate selon la méthode de Schmidt [1994] permettait "obtention de
produits glycosylés dans des rendements guasi-quantitatifs lorsque la réaction se
déroulait en présence du promoteur trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyle
(TMSOTY). Ainsi, 35,4 g de trilline (27), une saponine stéroidique bioactive, ont pu
étre préparés quantitativement par la glycosylation de la diosgénine (25) avec le
2,3,4,6-tétra-0-benzoyl-a-D-glucopyranosyl trichloroacétimidate (26) suivie de la
déprotection subséquente des benzoyles en milieu basique (Figure 6). Les auteurs
stipulent que deux facteurs sont essentiels au bon déroulement de la réaction: les
groupements protecteurs benzoyles et ie TMSOTY{. L utilisation de BF3;°OEt; comme
promoteur engendre généralement un mélange de produits complexes. Depuis la
publication de cet article, ’emploi des sucres perbenzoylés activés par les
trichloroacétimidates est devenu monnaie courante dans le domaine de la synthese
des saponines et de leurs analogues [Wang ef al., 2006; Yan et al., 2006; Yu et al.,
20071
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2.1.4.1.1. Synthése d’Arabinosides

L’a-hédérine (28), nommée hédéragénine 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1-—2)-o-L~
arabinopyranoside, aussi connue sous le nom de kalopanaxsaponine A ou
sapindoside A, est une saponine & génine triterpénique reconnue en tant que composé
actif de plusieurs espéces de plantes [Mshvildadze et al., 20601; Barthomeuf ef al,,
2002; Rooney ef al., 2005]. Des études in vivo ont montré que I’a-hédérine (28) peut
augmenter significativement 1’espérance de vie de souris porteuses de tumeurs de
différentes natures (leucémie, poumon et c6lon) {Muthu Kumara er al., 2001; Park et
al., 2001; Bang et al., 2005]. La section a-L-Rhap(1—>2)-a-L-Arap en position C-3
est reconnue comme étant la section responsable de I'activité anticancéreuse de 'a-
hédérine (28) et autres saponines monodesmosidiques a génine de type oléanane [Lee
et al., 2000; Park et al., 2001; Barthomeuf et al., 2002; Bang e al., 2005]. Une
activité antimutageéne in vitro de la saponine 28 a également ¢té démontrée envers
I’aflatoxine B (AFB,}, la doxorubicine et le carbendazime [Lee er al., 2000; Villani
et al., 2001}. De plus, o-hédérine (28) posséde une trés forte activité hémolytique
(HDsp 20 pg/mL) supérieure au mélange de saponines vendu comme standard par la

compagnie Sigma-Aldrich® [Chwalek er al., 2006].

La synthése de 'c-hédérine (28) a été entreprise par un groupe de chercheurs
francais de "Université de Reims. Ceux-ci ont opté pour une méthode de synthése
convergente, c’est-a-dire qu’ils ont préparé préalablement la section disaccharidique
suivi de son couplage avec un dérivé protégé de 1’hédéragénine [Pié et al., 2004].
Ainsi, tel que schématisé a la figure 7, le L-arabinose (29) commercial a été
transformé en 4-méthoxybenzyl a-L-arabinopyranoside (36) selon une procédure de
synthése en quatre étapes dans un rendement de 51%. Le dérivé 31 a ensuite été
obtenu a partir de 30 par la protection sélective des fonctions hydroxyles en positions
3 et 4, Pallylation de la position 2, la déprotection de ’isopropylidéne (73%, trois
étapes), la benzoylation des positions 3 et 4 (87%) et, finalement, la désallylation de
la position 2 (68%). Le couplage du trichloroacétimidate 32 avec la fonction

hydroxyle libre de ’accepteur 31 en présence de TMSOT a permis 1’obtention du
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disaccharide protégé 33 dans un excellent rendement de 95%. Par la suite, le
trichloroacétimidate cible (34) a été préparé par la déprotection du groupement MPM

et 'activation subséquente de la position anomérique a 'aide de CCI,CN et DBU

(81%, deux étapes).

1) A0, py
OH 2} 33% HBr/HOAC OH 1) 2,2-DMP, TsOH, DMF oBz

3} p-methoxybenzyi alcohol, Iy, Ag,CO5 2) NaH, AliBr, DMF F

o o 4) EtsN, MeOH, H,0 "o Q - 3) AcOH, 70 °C (73%, § étapes) . o

2
H 51% (4 étapes) H 4) BzCl, EtsN, DMAP (87%) oM
28 38 5) PdCls, MeOH (68%) 1

3
CCly
Q NH
o g m/o
Ko, <2)CCCN. DBY CCliCN, DBU
}

S~ 81% (2 dtapes) o TMSOT, cuncaz

B20 4AMS, 20 °C. 95%
Bz I

OBz

Figure 7. Synthése du 2,3,4-tr1-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-3,4-di-O-

benzoyl-a-L-arabinopyranosyl trichloroacétimidate (34)

Pour le couplage du trichloroacétimidate 34 avec le dérivé hédéragénine protégé 35,
deux méthodes ont été utilisées (Figure 8). La premi¢re méthode (A) se déroulant
dans le CH,Cl, avec TMSOTf comme promoteur de la réaction a résultée en un
meélange de glycosides béta (36, 81%); et alpha (37, 8%). Ce résultat était prévisible
en raison de la présence de la section rhamnose en position 2’ de ’arabinose qui ne
permet pas 1’effet du groupement participant [Kim ez al., 2005]. Les auteurs ont donc
utilisé¢ le propionitrile (méthode B), un solvant recomnu pour promouvoir la
formation de B-glycosides en ’absence de groupements participants [Schmidt ef al.,
1990]. Ainsi, dans ces conditions expérimentales, 'anomeére alpha (37) a été isolé
majoritairement (72%). La déprotection subséquente des groupements protecteurs du
dérivé 37 a finalement permis d’obtenir I’a-hédérine (28) dans un rendement de 91%
en deux étapes. En utlisant une méthode convergente similaire, le méme groupe de
recherche a réalisé la synthese de plusieurs analogues de I’o-hédérine (28) [Plé et al.,

2005].
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Méthode A: TMSOTY, CH,Cl,
4AMS,-20°C
_ Méthode B: TMSOTY, propionitriie
i 4AMS,-78°C /7/\ HzOBz

0Bz "E:Hzoaz 820 \%7
szoi% NH =i
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Bz0O 82 Methode A: 81% pour 36, 8% pour 37
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1} 3% KOH/MeOH

08z o 2) PA(PPha)s, pyrrolidine, THF o1
820 - 91% (2 étapes) HO&/ ‘
Gy o % oH
80 O 37 HO @7 alpha-hédérine (28)
820 nd
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Figure 8. Synthése de I’a-hédérine (28) selon une approche convergente

Un article publié en 2006 dans le journal Carbohydrate Research [Cheng et al.,
2006] décrit la synthése de la P-hédérine (38), une saponine a génine acide
oléanolique (20) contenant une section a-L-Rhap(1-—>2)-a-L-Arap en C-3, qui exerce
une activité anticancéreuse in vitro supérieure a ’a-hédérine (28) [Barthomeuf er al.,
2002]. Pour ce faire, les chercheurs ont utilisé une méthode linéaire dite par
glycosylations successives (Figure 9). L’acide oléanolique C-28 benzylé (39) a été
couplé avec le 2,3,4-tri-O-benzoyl-B-L-arabinopyranosyl trichloroacétimidate (40) en
présence de TMSOTT pour donner I’arabinoside 41 (94%) qui a été subséquemment
déprotégé (42, 97%). La protection des groupements hydroxyles en positions 3’ et 4’
du dérivé 42 suivie de la glycosylation avec e TCA 32 a basse température (-78 °C)
avec BF3;*OEt, comme promoteur a résulté en la formation de la saponine protégée
diglycosidique 44 (79%). Finalement, le clivage des groupements isopropylidéne
(98%), benzyle et benzoyles (86%, deux étapes) a mené a la formation de la B-

hédérine (38) avec la configuration anomérique 1,2-frans désirée.
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Figure 9. Synthese de la B-hédérine (38) selon une approche linéaire

A partir du dérivé totalement protégé 44, ce méme groupe de recherche a entrepris la
synthése de ’hédéracolchiside A, (45) (Figure 10). L’unique différence structurale
entre 45 et la P-hédérine (38) consiste en la présence d’une section D-glucose en
position 4’ de ’arabinose. L hédéracolchiside A; (45) est reconnu pour sa forte
activité anticancéreuse [Barthomeuf et al., 2002; Gerkens ef al., 2007] en lien avec sa
capacité & former des pores dans les membranes cellulaires {Debiton ef al., 2004,
Mazzucchelli et al, 2008]. La synthése a domnc débuté par le clivage de
I’isopropylidéne de la molécule 44 a I’aide de TsOH pour fournir 46 (98%). Ensuite,
une série de protections-déprotections successives a mené a la formation de
I’accepteur 47 dans un rendement global de 66% en quatre étapes. La glycosylation
de 47 avec le TCA 26 en présence de TMSOTT a permis la formation de la saponine
protégée trisaccharidique 48 (71%). 1l est & noter qu’un large excés de TMSOTT (2,5
éq.) a di étre employé & cette étape afin d’obtenir un rendement satisfaisant.
L’hédéracolchiside A; (45) a finalement été synthétisé par la déprotection des

groupements benzyle et benzoyles de la molécule 48 (70%, deux étapes). Au
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moment d’écrire ces lignes, ces mémes chercheurs publiaient une amélioration de
leur synthése de la saponine naturelle 45 impliquant la glycosylation directe du

dérivé 46 [Yan et al., 2008].

| 1)} CH.C(OEY;, TsOH, toluene, rt
OBn 2) 80% aq HOAc, rt, 89% (2 étapes)
3)BzClpy, 0°Ctlort
4) AcCl, CH,ClpMMeOH, 0 °C to rt, 74% (2 étapes)

46 TSOH, CH,CiyMeOH, 11, 98% O

0B,

L
220
BzO NH .
BOghoe, RS o
28 ]

0
TMSOTt, CH,Cly, 4 AMS, , 71% R‘O%/C

R1
1) Pg-C, My, EtOAC, refiux 48R'=8Bz, R*=Bn
2) NaOie, CHClgiMeOH, r, 70% (2 étapes) L, eqeracolchiside A, (@5) R, R? = H

Figure 10. Synthese de 'hédéracolchiside A, (45)

Récemment, un groupe de recherche a émis "hypothése selon laquelle la section a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-[B-D-glucopyranosyl-(1-—4)]-a-L-arabinopyranoside a la
position C-3 d’une génine triterpénique telle que [’acide oléanolique (20) pourrait
accroitre son activité anticancéreuse et sa biodisponibilité in vive [Bang et al., 2007].
De plus, les auteurs stipulent que cette section trisaccharidique particuliére pourrait
étre utilisée afin d’augmenter Pactivité et la solubilit¢ de différents agents
antitumoraux connus. Bang et ses collaborateurs ont donc effectué la synthése de cet
oligosaccharide au départ de 1'allyle -i-arabinopyranoside (49) tel qu’illustré a la
figure 11. Ainsi, le traitement de 49 avec 2,2-DMP et TsOH a permis 1’obtention du
dérivé 50 dans un rendement quantitatif. L’accepteur 56 a été mis en présence du
TCA donneur 32 et la réaction de glycosylation catalysée par TMSOTT a généré le
disaccharide protégé 51 (63%). Ensuite, le dérivé 52 a été préparé dans un rendement
global de 48% (cing étapes) par la déprotection de I’isopropylidéne suivie d’une série

de protections-déprotections similaire & la syntheése de 'hédéracolchiside A, (45). Le
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couplage de 52 avec le TCA 26 dans des conditions usuelles de glycosylation a
généré le dérivé 53 pleinement protégé. Ftonnamment, bien que les auteurs
mentionnent que la synthese du TCA 54 soit possible, la préparation de cette
molécule n’est pas décrite dans l'article. Ce dérivé (54) pourrait ensuite servir
comme sucre donneur pour le couplage avec diverses molécules hydroxyiées (HO-

DRUG) afin de bonifier leur hydrosolubilité et activité biologique.
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Figure 11. Synthése de la section o-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[B-D-

glucopyranosyl-(1-—>4)]-a-L-arabinopyranoside (54)
2.1.4.1.2. Synthése de Chacotriosides
Tel gue mentionné a la section 2.1.2.2., la dioscine (24), une saponine stéroidique

bioactive, contient une portion trisaccharidique particuliére 2 la position C-3 nommée

chacotriose. La premiére synthese de la dioscine (24) a été rapportée en 1999 par le
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groupe de Biao Yu [Deng ef al., 1999a]. Celle-ci consiste tout d’abord au couplage
de la diosgénine (88) avec 1’éthyl 2,3-di-O-benzoyl-4,6-O-benzylidéne-1-thio-B-D-
glucopyranoside (56) en présence de NIS et AgOTf comme promoteurs de la
réaction pour donner le glycoside 57 (50%) (Figure 12). Les fonctions benzoyles de
ce dernier ont ensuite été hydrolysées et I’hydroxyle équatoriale en position C-3’ a
été converti régioselectivement en pivaloyle (Piv). Le couplage de 58 avec le TCA
acétylé 59 a ’aide de BF3;*OEt; a permis [’obtention dans un rendement quantitatif
du glycoside disaccharidique 60. Cette molécule a ensuite été traitée avec TsOH afin
de cliver le groupement 4,6-benzilidéne puis ’hydroxyle primaire en C-6’ a été
benzoylée pour donner 61 (60%, deux étapes). Le couplage de 61 avec le TCA 59 a
généré le chacotrioside pleinement protégé 62 (89%) et, finalement, I’hydrolyse avec

NaOH a permis la préparation de la dioscine 24 {100%).
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Figure 12. Premiére synthése de la dioscine (24) selon une approche linéaire
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Quelques années plus tard, le groupe de Biao Yu a mis au point une nouvelle classe
de sucres activés: les trifluorophénylacétimidates (TFA) [Yu ef al., 2001b]. L utilité
des sucres donneurs TFA dans une réaction de glycosylation a ét€ montrée lors de la
seconde synthése de la dioscine (24) publiée par ce groupe selon une approche
linéaire [Yu et al., 2002]. Ainsi, tel que schématisé a la figure 13, la diosgénine (55)
a été couplée avec le TFA 63 en présence de TMSOTT pour donner 64 (92%). La
déprotection de 64 suivi de la pivaloylation régiosélective [Jiang er al., 1998] des
groupements hydroxyles en C-3” et C-6 a fourni 635 (60%, deux étapes). Ce dernier a
ensuite ét¢ glycosylé simultanément aux positions C-2’ et C-4’ avec le TFA 66
(66%). La déprotection des groupements pivaloyles et acétyles sur la molécule 67 a
permis [’obtention de la dioscine (24) en seulement cinq étapes de synthese.

~OBz
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pwo \ o __.*.Eﬁ%___.. 24

TMSOTY, 4A MS, CH,Cly
ACOW
I

+, 66%
A
<0 OAc

Figure 13. Seconde synthése de la dioscine (24) selon une approche linéaire

Demiérement, ’a-dioscine (68), un analogue de la dioscine (24) possédant une
liaison glycosidique non-naturelie 1,2-cis, a été préparée afin d’évaluer son activité
anticancéreuse in vitro [Miyashita et al., 2007; Miyashita et al., 2008]. Pour ce faire,
les chercheurs ont €élaboré une approche de synthése convergente (Figure 14) dans
laquelle la section chacotriose est préalablement synthétisée avant le couplage avec
la diosgénine (55). Ainsi, le D-glucose (69) a été mis en présence de 'enzyme (-
glucosidase et de 1’alcool allylique afin de générer 1’allyle B-D-glucopyranoside (70,
45%). Ce dernier a été pivaloylé régiosélectivement pour donner 71 (69%) qui a été
glycosylé simultanément aux positions C-2’ et C-4’ avec le TCA 59 en présence de
BF3°OEt; selon la méthode inverse de Schmidt ef @l [1991]. La déprotection de

P’allyle sur la molécule 72 a donné le dérivé 73 qui a été subséquemment activé en
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TCA (74). A ce stade, les chercheurs ont tenté le couplage du TCA 74 avec la
diosgénine (55) en utilisant le BF;°OEt, comme promoteur. Aprés la déprotection,
deux saponines ont été isolées du milieu réactionnel dans un ratic o/f de 1:0,44 soit
la dioscine (24) et I’a-dioscine (68). 11 est intéressant de souligner que les tests de
cytotoxicité préliminaires ont montré que la liaison glycosidique 1,2-frans est

nécessaire afin de préserver [’activité anticancéreuse de la dioscine (24).
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Figure 14. Synthése de la dioscine (24) selon une approche convergente
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2.1.4.2. Synthése de Bidesmosides

Les bidesmosides, saponines contenant deux sections osidiques, sont reconnus pour
exercer une activité hémolytique plus faible que les monodesmosides correspondants
ce qui les rend trés attrayants d’un point de vue pharmacologique [ Voutquenne ef al.,
2002]). La premiere synthese d’une saponine bidesmosidique a génine triterpénique
(75, Figure 15) a été rapportée par Yu et ses collaborateurs 2 la fin des années 90
dans le Journal of the American Chemican Society [Yu et al., 1999]. Toutefois,
I’osladine, un bidesmoside & génine stéroidique [Yamada er al., 1995] et certains
bidesmosides de type lupane (voir section 2.3.2.) ont été synthétisés bien avant cette
date par des groupes japonais et russes, respectivement. La synthése du bidesmoside
75 a débuté par la glycosylation a basse température du 28-trityl oléanolate (76) avec
le TCA 40. Apres 20 minutes de réaction, le groupement trityle a été clivé par une
simple élévation de la température du milieu réactionnel pour générer in situ le
monodesmoside 77. La fonction acide carboxylique de ce dernier (77) a réagi avec le
TCA 78 sans ajout supplémentaire de promoteur pour fournir le bidesmoside 79.
Dans un deuxiéme milieu réactionnel, les sucres activés 59 et 88 ont été mis en
présence de TMSOTY afin de produire le disaccharide 81. Par la suite, le groupement
trityle du bidesmoside 79 a immédiatement réagi pour former 82 aprés Pajout
simultané de 81 et des acides de Lewis TMSOTS (1,5 éq.) et NIS (3,0 éq.). Les
groupements protecteurs acétyles et benzoyles de la molécule isolée 82 ont ensuite
été hydrolysés et la saponine bidesmosidique 75 a été obtenue dans un rendement
global de 45% aprés seulement deux purifications par chromatographie sur colonne
de gel de silice. L’avantage certain de cette méthodologie réside dans ’approche par
glycosylations successives et P’utilisation de deux milieux réactionnels permettant la

formation in situ des produits glycosylés minimisant ainsi le nombre d’étapes de

purification.
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Figure 15. Synthe¢se d’une saponine bidesmosidigue (75) par glycosylations

successives

2.1.4.2. 1. Synthése d’Arabinosides Naturels

Deux bidesmosides (83 et 84, Figure 16} contenant une section arabinose

directement branchée

la position C-3 ont ét¢ synthétisés par un groupe de

chercheurs chinois [Wang er al, 2005]. Ces molécules isolées des plantes

médicinales Fagonia indica et F. arabica possedent une génine de type acide

ursolique {16) qui est reconnue pour ses propriétés anticancéreuse et anti-

inflammatoire [Dufour er al., 2007].
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Figure 16. Saponines bidesmosidiques (83 et 84) & génine de type acide ursolique
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La synthese de la saponine 84 (Figure 17) a commencé par la réaction de
glycosylation par catalyse en phase hétérogéne [Bliard ez al., 1994] de I’acide
ursolique (10) avec le sucre donneur bromé 85. L’ester-glycoside 86 ainsi obtenu
(99%) a été mis en contact avec le disaccharide TCA 87 et le TMSOTT pour générer
88 (91%). Le traitement de 88 avec un mélange hydrazine/acide acétique a permis la
déprotection du groupement levuniloyl (Lev). Finalement, le bidesmoside naturel 84
a été obtenu dans un rendement de 98% (deux étapes) apres la glycosylation de la
fonction hydroxyle libre du bidesmoside 89 avec le TCA 90 suivie de ’hydrolyse des

groupements protecteurs.
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Figure 17. Synthése d’une saponine bidesmosidique (84) & génine acide ursolique

2.1.4.2.2. Synthése par Glycorandomisation

La glycorandomisation est une approche de synthése qui consiste a utiliser une
banque de sucres activés afin de créer de facon aléatoire une grande diversité de
glycosides d’une molécule a intérét pharmacologique [Yu et al, 200la].
Derniérement, cette approche a ét¢ appliquée pour la préparation de saponines
bidesmosidiques de la kryptogénine (91, Figure 18), un stéroide mimétique du
cholestérol utilisé dans la recherche sur le métabolisme des acides biliaires [Liu ef

al., 2007]. La méthodologie est relativement simple. L’aglycone 91 a été mis en
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contact avec les sucres donneurs TCA 26 et 92 dans des proportions équivalentes. A
la suite de la déprotection, quatre glycosides bidesmosidiques (93-96) ont été formés
et isolés par HPLC munie d’une colonne préparative. En appliquant cette approche
avec d’autres sucres activés, les chercheurs ont pu obtenir une banque de plus 15
saponines bidesmosidiques qu’ils ont testées pour leur activité anticancéreuse in

vitro.
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Figure 18. Synthese de bidesmosides (93-96) par glycorandomisation

2.1.4.2.3. Synthése de Bidesmosides Glucuronidés

L’isolement de saponines bidesmosidiques naturelles contenant une section acide D-
glucuronique branchée directement & la position C-3 d’une génine triterpénique a été
fréquemment rapportée dans la littérature [Tan ef al., 1999]. Le groupe de Biao Yu a
entrepris la synthése de ce type de composés naturels (97 et 98, Figure 19) [Peng et
al., 2004a; Peng et al., 2004b] dont le ginsenoside Ro (98). Il est pertinent de
mentionner que la molécule 98 est la seule saponine de type oléanane décrite a ce
jour dans le ginseng (Panax ginseng), une plante abondamment utilisée en médecine

traditionnelle orientale [Peng et al., 2004a].
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Figure 19. Saponines bidesmosidiques de type oléanane (97 et 98) contenant une

section acide D-glucuronique

La synthése du ginsenoside Ro (98) est décrite a la figure 20. Tout d’abord, P’acide
ursolique {20) protégé par un groupement TBDPS (99, 92%) a été couplé avec le
sucre TFA 100 sous des conditions standards de glycosylation. Les fonctions TBDPS
et AZMB du monodesmoside 101 (87%]) résultant ont ensuite ét¢ déprotégées pour
donner 102 (70%, deux étapes). Il est intéressant de noter que la fonction AZMB [2-
(azidométhyl)benzoyl] est un nouveau type de groupement protecteur pouvant étre
clivé sélectivement en présence de fonctions acétyles, benzoyles et autres esters sous
les conditions de Staudinger [Wada et al, 2001]. La double glycosylation de
Paccepteur 162 avec le sucre donneur TFA 63 en présence de TMSOTT a permis
Pobtention du bidesmoside protégé 103. Les fonctions acétyles de ce dernier ont
ensuite ét¢ déprotégées et P'alcool primaire en C-6° de 104 a été oxydé
régiosélectivement a 'aide de TEMPO et Ca(ClO), [Lin ef al., 2004]. L’hydrolyse
des groupements protecteurs a finalement permis de générer la saponine

bidesmosidique cible (98, 43%, deux étapes).
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Figure 20. Synthése d’un ginsenoside Ro (98) porteur d’une section acide D-

glucuronique

2.1.4.2.4. Synthése du Flaccidoside 1T

Le rhizome d’Anemone flaccida ou Di Wu, une plante de la médecine traditionnelle
chinoise utilisée comme anti-poison, contient des saponines triterpéniques en tant
que composés bioactifs. Le flaccidoside H (105) a ¢été obtenu des extraits
éthanoliques de 4. flaccida et est considéré comme 1'une des molécules actives de Di
Wu [Cheng et al., 2008]. D’un point de vue structural, cette saponine est constituée
d’un aglycone de type acide oléanolique (20}, une section disaccharidique branchée
(2°-OH) en C-3 et une section trisaccharidique lin€aire en C-28. Cette dernicre
section, o-L-rhamnopyranosyl-(1—>4)-p-D-glucopyranosyl-(1—->6)--D-
glucopyranoside, est une moitié¢ sucre fréquemment retrouvée chez les saponines
triterpéniques naturelles (voir section 2.3.1.). La synthese de cette molécule (Figure
21) débute par la réaction du trityle oléanolate (76) avec le sucre donneur 3,4-di-O-
benzoyl-1-thio-fB-D-xylopyranoside (106) en présence des acides de Lewis TMSOTTf
et NIS [Cheng er al., 2008]. Le glycoside résultant (187, 70%) a ensuite été coupié
avec le TCA 32 pour donner 108 (75%). A ce stade de la synthése, la fonction ester
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de trityle a été clivée a I’aide d’acide acétique 80% (109) et la molécule a été mise en
présence du TCA trisaccharidique 110 afin de générer le bidesmoside pleinement
protégé 111 (78%). L’hydrolyse finale des groupements benzoyles et acétyles a
conduit & la formation du flaccidoside I (105, 96%) dont les données physico-

chimiques concordent avec celles de la littérature.
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Figure 21. Synthése du flaccidoside II (185) porteur d’une section osidique
Rhap(1—4)Glcp(1—56)Glep en C-28

2.1.4.2.5. Synthése Totale de QS-21A i

QS-21A,,; (112) est un constituant mineur contenu dans les extraits de ’arbre sud-
américain Quillaja saponaria. Cette saponine bidesmosidique (112) est reconnue
pour son fort potentiel en tant qu’adjuvant de vaccins. En effet, il a été montré
cliniquement que QS-21A,,; (112) agit en prolongeant la réponse immunitaire chez
les patients lors de diverses thérapies vaccinales [Kim er al, 2006]. Au niveau
structural, ce bidesmoside complexe contient un noyau triterpénique de type acide

quiliaique avec deux sections oligosaccharidiques (un trisaccharide branché et un
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tétrasaccharide linéaire) dont 'une est liée & une chaine d’acides gras glycosylée.
Quelques articles ont été publiés concernant la synthése de la section trisaccharidique
branchée [Zhu et al., 2004, Eleutério et al., 2006; Schimmel et al., 2006], mais c’est
un groupe de chercheurs américains qui ont réussi la premicre synthése totale de QS-
21A,4, (112) [Kim et al., 2006]. Bri¢vement, la condensation entre le tétrasaccharide
114 et P’acide 113 sous les conditions de Yamaguchi [Inanaga ef al., 1979] a fourni
Pester glycosylé 115 (90%) qui a été converti en TCA 116 (56%) (Figure 22). La
glycosylation de P’accepteur allylé 117 avec le TCA trisaccharidique 118 a été
effectuée en utilisant le B(C¢Fs); ce qui a mené a la formation du monodesmoside
protégé 119 (59%) avec une sélectivité satisfaisante au niveau du lien glycosidique
(ratio B/ = 7:1). Des réactions de protection-déprotection ont permis ’obtention du
dérivé 120 contenant une fonction acide carboxylique libre qui a pu étre couplée avec
le TCA 116 par la promotion de BF;*OEt, pour donner le bidesmoside protégé 121
dans un rendement de 70%. Finalement, une petite quantité (=1 mg) de QS-21A,,

(112) a été obtenue sous une forme pure suite au clivage des différents groupements

protecteurs de 121.
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2.1.4.2.6. Synthése Totale du Lobatoside E

L’isolement de saponines bidesmosidiques cycliques a été trés peu souvent rapporté
dans la littérature scientifique [Bruneton, 1995]. A ce jour, seulement une dizaine de
ces composés ont ¢été isolés des plantes médicinales chinoises Bolbostemma
paniculatum et Actinostemma lobatum. Le lobatoside E (122) fait partie de cette
classe unique de produits naturels. Ce bidesmoside cyclique (122) inhibe fortement
la croissance des cellules cancéreuses humaines du poumon (A549), du célon (SW-
620) et du mélanome (SK-MEL-5) avec des valeurs d’ICso comprises entre 0,14 et
0,36 uM. Récemment, le groupe de Biao Yu a entrepris la synthése totale du
lobatoside E (122, Figure 23) [Zhu et al, 2008]. Tout d’abord, la molécule
triterpénique 123 a ét¢ obtenue suite a la fonctionnalisation des positions C-2 et C-23
de l'acide oléanolique (20) a !'aide d’une approche linéaire impliquant la
cyclopalladation [Garcia-Granados et al., 2007} comme étape déterminante de la
voie de synthése. Le couplage de 123 avec le sucre bromé 124 sous des conditions de
catalyse en phase hétérogeéne [Bliard e al., 1994] a produit 125 (80%). Ce dernier a
ensuite ¢té mis en présence du TCA 126 afin de générer le bidesmoside protégé 127
dans un excellent rendement de 96%. Le clivage de la fonction chloroacétyle (CA)
en position C-2’ suivi du couplage avec le TCA silylé 129 a permis ’obtention
du bidesmoside branché 130 (65%). Une fois P'acétyl enlevé (131, 97%), le
disaccharide activé 132 a été couplé avec 131. Le groupement Bz en position C-2”
de la molécule 133 (81%) a été interchangé par un groupement Bn (134, 51%, deux
étapes) et la fonction TBDPS a été clivée afin de pouvoir condenser I"hydroxyle libre
(6°°-0OH) avec 1’acide 135 sous les conditions de Yamaguchi pour donner 136 (96%).
Le macrocyle du bidesmoside a été réalisé par la déprotection du groupement PMB
de la section L-rhamnose (137, 95%) suivie de la condensation avec ’acide présent
en position 6 de la section D-galactose. A la suite de cette réaction, deux
bidesmosides cycliques épimériques ont été obtenus (138 et 139, 50-60%) et ont pu
étre séparés par chromatographie sur colonne de gel de silice. Finalement, le clivage
des groupements protecteurs benzylés par une réaction d’hydrogénation a mené & la
formation du bidesmoside cible (122) et de son épimére 149 dans un rendement de
80%.
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2.2. LES TRITERPENES DE TYPE LUPANE
2.2.1. Généralités

L’acide bétulinique (15) et le bétulinol (16) (Tableau 2, Chapitre 1) sont les
représentants les plus étudiés d’une classe de métabolites secondaires appelés les
triterpénes de type lupane. Dérivant biosynthétiquement de la cyclisation du (35)-
2,3-époxy-2,3-dihydrosqualéne, les triterpénes constituent P'une des classes de
produits naturels les plus diversifiées avec plus de 4 000 squelettes répertoriés
jusqu’a ce jour {Bruneton, 1995]. Le bétulinol (16) connu aussi sous le nom de
betulin, trochton et coryli-résinol est I'un des premiers produits naturels isolés (1788)
d’une espéce végétale [Hayek er al., 1989]. Les écorces de différentes especes de
bouleau telles que Berula utilis [Chari et al., 19681, B. cordifolia, B. populifolia, B. x
caerulea [O’Connel et al., 1988}, B. platyphylla [Fuchino et al., 1996; Zhang et al.,
2003}, B. davurica [Fuchino et al., 1998a], B. ovalifolia [Fuchino et al., 1998b], B.
schmidtii [Fuchino et al., 1998c], B. alleghaniensis [Habivaremye et al., 2002] et B.
papyrifera [O’Connel ef al., 1988; Gauthier ef al., 2006; Kolomitsyn ef al., 2007]
contiennent tous des quantités appréciables de bétulinol (16). Pour sa part, I’acide
bétulinique (15), moins abondant dans le bouleau [Krasutsky, 20061}, est largement
distribué dans les fruits, légumes, plantes médicinales et autres espéces végétales
réparties a la grandeur du globe [Eiznhamer ef al., 2004]. Une étude a révélé que le
triterpene 15 est le principal constituant retrouvé dans les sous-produits de I’industrie
du liege (11,7 g/kg) [Sousa ef al., 2006]. L’acide bétulinique (15) est habituellement
synthétis¢é par oxydation & partir du bétulinol (16) qui est disponibie

commercialement et a bas prix (section 2.2.3.).

En raison de la grande valeur thérapeutique des triterpénes de type lupane (section
2.2.2.), plusieurs méthodes de dosage de I’acide bétulinique (15) et du bétulinol (16)
dans des extraits végétaux ont ét€ mises au point ces derni¢res années {de Oliveira et
al., 2002; Gu et al., 2006]. Par exemple, 1’acide bétulinique (15) a ét¢ identifié dans
les écorces de platane (Platanus acerifolia) et du bouleau blanc (B. pendula) a Vaide

de la TLC, GC-MS et '"H NMR [Galgon et al., 1999]. Aussi, ’analyse quantitative
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(dosage) par GC aprés dérivatisation (silylation) a révélé que le composé 15 est
présent a 3,3% p/p dans I’écorce de platane [Galgon et al., 1999]. D’autres
chercheurs se sont également penchés sur le dosage simultané de ’acide bétulinique
(15) et du bétulinol (16) dans les écorces du bouleau blanc (B. platyphylla suk.) par
HPLC en phase inverse en fonction du type de solvant d’extraction. Il est intéressant
de noter que les extraits & I’éthanol 95% ont permis d’atteindre les plus hauts niveaux

en composés triterpéniques 15 et 16 [Zhao et al., 2007].

Le squelette hydrocarboné non-polaire des triterpénes de type lupane similaire a celui
du cholestérol ne leur confére qu’une trés faible solubilité aqueuse. A cet effet, une
étude récente a révélé que "hydrosolubilité de I’acide bétulinique (15) et de Pacide
oléanolique (20) est inférieure & 0,02 pgemL™ [Jiger ef al, 2007]. Toutefois, les
auteurs ont montré que, dans une solution alcaline a pH 11,5 contenant du tampon
phosphate trisodique 10 mM, la solubilité de ces triterpénes augmentent
drastiquement (77,2 pgemL"™ pour 10 et 40,1 pgemL™ pour 15). La formulation de
I’acide bétulinique (15) dans un médium peu toxique est évidemment indispensable
pour son utilisation & des fins thérapeutiques [ Strickley, 2004]. A cet effet, un groupe
de recherche a tenté de résoudre ce probléme en solubilisant I’acide bétulinique (15)
a I'intérieur de liposomes, de microscopiques vésicules amphiphiliques, ¢’est-a-dire &

la fois solubles dans les graisses et I’eau {Bang Son ef al., 1998].
2.2.2. Activités Biologiques

Les triterpenes de type lupane dont Yacide bétulinique (15) et le bétulinol (16) ont
attiré D’attention de la communauté scientifique ces derniéres années en raison de
leurs multiples activités pharmacologiques. Tel que décrit dans les nombreuses
revues de littérature publiées & ce sujet [Hayek et al., 1989; Baglin ef al., 2003a;
PatoCka, 2003; Setzer et al., 2003; Cichewicz et al., 2004; Eiznhamer et al., 2004;
Ovesna et al., 2004; Bi ef al., 2005; Sami ef al., 2005; Yogeeswari et al., 2005;
Dzubak et al., 2006; Krasutsky, 2006; Mukherjee er al., 2006; Tolstikova et al.,
2006a; Tolstikova et al., 2006b; Spom et al., 2007], Pacide bétulinique (15) et ses

dérivés exercent des activités pharmaceutiques trés diversifies: anti-inflammatoire,
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antimalaria, anti-VIH, cytotoxique, anticancéreux, antibactérien, analgésique, etc. La
section 2.2.2.1. suivante traitera plus spécifiquement des activités cytotoxique et
antitumorale de I’acide bétulinique (15) en lien avec le présent projet de doctorat. De
plus, dans la section 2.2.2.2. il sera brievement question de l'activité anti-VIH du

lupane 15 et de ses dérivés les plus actifs tels que le bevirimat (21).
2.2.2.1. Activités Cytotoxigue et Antitumorale

En 1995, un groupe de chercheurs américains publia une étude dans Narure Medicine
dans laquelle ils ont rapporté D’activité anticancéreuse de ’acide bétulinique (15)
sélective au mélanome humain [Pisha er al., 1995]. Dans cette étude, la capacité de
Pacide bétulinique (15) & prévenir ’apparition de tumeurs a également été¢ démontrée
lors de tests in vivo sur des souris porteuses de tumeurs du mélanome. De plus, un
traitement intrapéritonéale avec le triterpéne 15 4 partir du 41° jour aprés I'injection
des cellules cancéreuses a permis de faire régresser la croissance des tumeurs
d’environ 80% en comparaison avec le groupe contrdle [Pisha ef al., 1995]. Des
études subséquentes ont révélé que le potentiel anticancéreux de P'acide bétulinique
(15) pouvait étre étendu a d’autres types de lignées cellulaires dérivées des types de
cancer les plus prévalents dans la population humaine (poumon, c6lon, sein, prostate,
cerveau, etc.) [Schmidt er /., 1997; Fulda et al., 1999; Fulda et al., 2000; Zuco et al.,
2002; Jung et al., 2007; Kessler et al., 2007]. Noda et ses collaborateurs [1997] ont
posé D'hypothése selon laquelle D'activité anticancéreuse sélective de [’acide
bétulinique (15) envers les cellules leucémiques L1210 pourrait étre attribuable au
pH acide ($,8) retrouvé dans le milieu de cuiture. Par le fait méme, les chercheurs
stipulent que cette caractéristique pourrait étre mise a profit afin de traiter les
tumeurs solides avec I’acide bétulinique (15) étant donné que le pH a U'intérieur des

tissus tumoraux est généralement plus acide que celui des tissus normaux.

Tel que mentionné dans D'introduction de cette thése, 'intérét pour ['acide
bétulinique (15) et ses dérivés réside dans leur non-toxicité envers les cellules saines.
A cet effet, étude in vivo de Pisha et al. [1995] sur souris porteuses de tumeurs

murines a révélé que le traitement avec 1’acide bétulinique (15) n’induisait aucune
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toxicité, métastases ou anormalités structurales chez les organes vitaux des souris.
Quelques années plus tard, une seconde étude in vive a confirmé la non-toxicité de
Pacide bétulinique (15), c’est-a-dire qu’aucune toxicité apparente ou perte de poids
n’a ét¢ décelée chez le groupe de souris traitées en comparaison avec le groupe
contrdie [Zuco et al., 2002]. Derni¢rement, un article publié¢ dans Cancer Letters par
un groupe de chercheurs néerlandais a encore une fois confirmé la résistance de
certaines cellules saines (celiules B activées, lymphocytes T et cellules
mononucl€aires périphériques sanguines) envers le traitement avec [’acide
bétulinique (15) [Kessler et al., 2007]. De plus, les triterpénes de type lupane n’ont
montré aucune activité hémolytique envers les globules rouges a des concentrations

aussi élevées que 500 pM [ Yamashita ef ol., 2002].

A lumiére de ces résultats prometteurs, plusieurs chercheurs se sont lancés a la
recherche du mécanisme d’action par lequel I’acide bétulinique (15) entraine la mort
des cellules cancéreuses. Briévement, les résultats de ces travaux ont montré que
I’acide bétulinique (15) induisait ’apoptose ou mort cellulaire programmée de
certaines cellules cancéreuses par la perte du potentiel mitochondrial provoquant
ainsi le largage de facteurs apoptogéniques solubles tels que le cytochrome ¢ pouvant
activer les caspases et endonucléases indépendamment du statut du géne p53
[{Schmidt et al., 1997; Fulda er «f., 1998; Fulda ef al., 1999; Wick et al., 1999; Fulda
et al., 2000; Tan et al., 2003; Fulda ef al., 2005; Galgon et al., 2005].

2.2.2.2. Activité Anti-VIH

En 1994, un groupe de chercheurs a publié un article dans le Journal of Natural
Products relatant V’isolation de composés triterpéniques dont I’acide bétulinique (15)
a partir de ’extrait méthanolique des feuilles de Syzigium claviflorum [Fujioka et al.,
1994]. Lors de cette étude, P’activité anti-VIH des composés isolés a été évaluée et il
s’est avéré que D'acide bétulinique (15) a inhibé significativement la réplication du
virus du SIDA dans des cellules infectées de type lymphocytes H9. Pendant la méme
année, des chercheurs frangais et beiges ont publié un article dans la prestigieuse

revue Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
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America qui révélait le mécanisme d’action anti-VIH de P'acide bétulinique (15) et
de certains dérivés synthétiques. En résumé, les auteurs ont montré que le triterpéne
15 s’oppose & la pénétration du virus du SIDA en empéchant I’étape de la fusion
membranaire préalable a cette pénétration [Mayaux et al., 1994]. Peu de temps apres,
Kashiwada et ses collaborateurs [1996] ont découvert le bevirimat (21) ou PA-457,
nommé systématiquement acide 3-0-(3°,3’-diméthylsuccinyl) bétulinique, suite a
une étude de syntheése et de relations structure-activité de plusieurs dérivés estérifiés
du triterpéne 15. Les résultats des tests in vifro ont révélé que le bevirimat (21)
exerce une activité anti-VIH exceptionnellie (ECsq <3,5 x 10 uM) envers les
lymphocytes T9 infectés en comparaison avec les agents utilisés en clinique. Des
études cliniques de phase II conduitent par le National Institute of Health des Etats-
Unis sont présentement en cours afin de prouver Pefficacité chez les sidéens d’une
formulation orale du bevirimat (21) développée par la compagnie américaine
Panacos (voir le site internet: www.panacos.com). Durant les derniéres années,
d’autres études ont été menées afin de trouver des agents anti-VIH de nature
triterpénique encore plus actifs que 21 [Evers ef al., 1996; Soler et al., 1996; Sun et
al., 1998; Sun er al., 2002; Huang et al., 2006; Yu et al., 2006]. A cet effet, il est
intéressant de mentionner qu’un dérivé C-28 aminé de P'acide glycyrrhétinique
porteur de la chaine 3°,3’-diméthylsuccinyl en position C-3 a exercé une forte
activité¢ anti-VIH (ECsp = 0,0085 uM) envers une souche du virus résistante au

bevirimat (21) [Yu ef al., 2006].
2.2.3. Synthese de I’ Acide Bétulinique

Peu aprés la découverte de ses propriétés anti-mélanomes [Pisha et al., 1995],
certains chercheurs ont mis au point des semi-synthéses de I’acide bétulinique (15)
en tirant profit de P'abondance du bétulinol (16) dans les écorces de bouleau
[Krasutsky, 2006]. Tout d’abord, le groupe de Pezzuto {Kim ef al., 1997] a réussi la
conversion de 16 en 15 (Figure 24) selon une approche impliquant I’oxydation des
fonctions alcools primaire (C-28) et secondaire {C-3) avec le réactif de Jones

(CrO3/H,S0y) suivie d’une réduction subséquente de la cétone de I’acide bétulonique
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(141). Le rendement global est de I’crdre de 71% (deux étapes) en épimeére § apres la

recristallisation.

OH 04,50,

Acétone, 0 °C

HO

16 15
(meélange alphal/béta)

Figure 24. Synthése de ’acide bétulinique (15) par le groupe Pezzuto

Une voie de synthése en deux étapes consistant & I'oxydation régiosélective de la
fonction alcool primaire (C-28) du bétulinol (16) a ét¢ développée par notre groupe
de recherche. Celle-ci consiste en 1) 'oxydation de 16 en aldéhyde bétulinique (18)
par I’action du CrO; adsorbé sur gel de silice et 2) I’oxydation de ’aldéhyde en acide
par ajout de KMnO, (Figure 25) [Pichette et al., 2004]. Cette méthode posséde
Pavantage que I’acide bétulinique (15) est obtenu uniquement sous la forme de

P’épimeére P sans recristallisation nécessaire.

OH  Cr0y/SI0; KMnO, o
Toluene, 25 °C Acétone, 0 °C ]
H

Ho)x\/ HO
2 18

%

18
{béta exciusif)

Figure 25. Synthése de P’acide bétulinique (15) par le groupe Pichette

Une autre approche de synthese consistant en une modification de la procédure
utilisée par Krasutsky et ses collaborateurs [2001] a également été publiée par notre
groupe de recherche (Figure 26) [Thibeault et al., 2007]. Briévement, les fonctions
alcools du bétulinol (16) ont été acétylées (142, 100%) et la fonction acétyle en C-28
a été déprotégée sélectivement (143, 86%). Par la suite, ’oxydation par PCC a mené
a la formation de I’aldéhyde 144 (96%) qui a été subséquemment oxydé en ’acide

145 (81%) par I'action combinée de NaClO; et NaH,PO4. L’acide bétulinique (15) a
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ensuite été obtenu apres la déprotection de I’acétyl en position C-3 de 145 sous des

conditions d’hydrolyse basique.

n A

OAc Al(i-OPr)g, i-PrOH OH
reflux, 1.5 h, 86% i
————— sl )
AcQO
% 143

AcC

PCC, CH,Cl,
1, 2h, 96%

’ NaClO,/NaH,PO,
OH  +BUOHITHFIZ-méthyl-2-buténe
T 0225°C, 60 min, 1%

AcQO

Figure 26. Synthese de 'acide 3-acétyl bétulinique (145) par le groupe Pichette

Afin d’augmenter les rendements globaux et de faciliter la préparation de ’acide
bétulinique (15) a plus grande échelle, un groupe allemand a récemment rapporté la
synthése en une seule étape de 15 a partir de 16 [Csuk ef af., 2006]. L’approche
consistait en 'oxydation sélective de I’alcool primaire du bétulinol (16) en acide
carboxylique par l'utilisation de 4-acétimido-TEMPO/NaCl,0/NaClO (Figure 27).
L’acide bétulinique (15) a ainsi été obtenu dans un rendement de 86% aprés
recristallisation. If est intéressant de noter que l'utilisation du TEMPO non-substitué
conduit a la formation préférentielle de I’aldéhyde bétulinique (18) dans un

rendement de 92%.

OH 4-acétimido-TEMPO/NaCLO/MNaCIO
50 °C, 120 min, 86%

HO

Figure 27. Synthese de P'acide bétulinique (15) en une seule étape avec le 4-
acétimido-TEMPO
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2.2.4. Dérivés Synthétiques Anticancéreux

Durant la derniére décennie, des centaines de dérivés triterpéniques de type lupane
ont ét¢ synthétisés et leur activité anticancéreuse évaluée. Plusieurs revues de
littérature ont d’ailleurs été publiées en ce qui a trait aux relations de structure-
activité de 1’acide bétulinique (15) et de ses dérivés [Cichewicz et al., 2004; Dzubak
et al., 2006; Mukherjee ef al., 2006]. Dans cette section, il sera question de quelques
études qui ont rapporté la synthése et ’activité anticancéreuse de dérivés

substantiellement plus polaires et actifs que ’acide bétulinique (15).

Figure 28. Dérivés hémiphthalates (146 et 147) cytotoxiques du bétulinol (16)

Un groupe de recherche de la République Tcheéque a effectué la synthése de dérivés
phthalates de ’acide bétulinique (15) et du bétulinol (16) [Kvasnica et al., 2005].
Dans la majorité des cas, 1’ajout d’une section phthalate en position C-3 ou C-28 du
squelette lupane a eu pour effet une augmentation significative de 1’activité
cytotoxique envers différentes lignées cellulaires cancéreuses. Le 3B-O-acétyl
bétulinol hémiphthalate (146) et le 28-O-acétyl bétulinol hémiphthalate (147) (Figure
28) représentent les dérivés les plus actifs d’une série d’une trentaine de composés.
Selon les auteurs, les dérivés hémiphthalates 146 et 147 sont trés polaires et se
dissolvent trés facilement dans les solvants qu’ils ont utilisés lors des tests de

cytotoxicité (10% DMSO dans H,O).
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Figure 29. Dérivés aminés (148 et 149) anticancéreux de I’acide bétulinique (15)

L’acide bétulinique (15) a également été couplé en position C-28 avec divers acides
aminés naturels [Jeong ef al., 1999]. Les résultats des tests de cytotoxicité ont révélé
que I’ajout d’une section alanine augmentait d’environ trois fois I'activité de Pacide
bétulinique (15) envers la lignée cellulaire humaine du mélanome (SK-MEL-2). De
plus, la solubilité aqueuse estimée pour le dérivé 148 (Figure 29) est environ
cinquante fois supérieure & celle de ’acide bétulinique (15). Dans le méme ordre
d’idées, des chercheurs ont récemment effectué la synthése d’un dérivé Boc-lysine
de P'acide bétulonique (149) [Saxena ef al., 2006]. La molécule a été testée pour son
activité anticancéreuse in vivo sur des souris porteuses de tumeurs de la prostate.
Apres une injection intrapéritonéale quotidienne pendant 17 jours du dérivé 149 a
une dose de 30 mg/kg, les souris traitées ont montré une inhibition de 92% de la

croissance de la tumeur en comparaisen avec le groupe contrdle (Figure 30).

Souris traitées {(Jour 17}

Figure 30. Souris traitées avec le dérivé Boc-lysine (149) de P’acide bétulonique
(141)
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2.3. LES SAPONINES DE TYPE LUPANE

2.3.1. Isolement et Activités Biologiques

11 est connu que les saponines triterpéniques a génine de type lupane tel que I'acide
bétulinique (15) sont beaucoup moins répandues dans le régne végétal que celles a
squelette oléanane [Krasutsky, 2006]. Une recherche de la littérature scientifique
'aide de Chemical Abstract”, Web of Science® et SCOPUS® nous a permis
d’identifier les différentes saponines de type lupane répertoriées jusqu’a aujourd’hui.
La figure 31 représente la structure des aglycones tandis que le tableau 3 répertorie
les saponines en fonction de Iespéce végétale, de la nature de Pagycone (I a XIX) et

des sections sucres retrouvées aux positions C-3 et/ou C-28.

Figure 31. Aglycones de type lupane retrouvés dans les saponines naturelles
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Tableau 3. Saponines triterpéniques naturelles de type lupane

Section Sucres

Espéce végétale Saponine (génine) <3 3% Références
Acacia leucophloea 4] Mal - Mishra, 1985
Acanthopanax koreanum 4%2}] - Rha(1-4)Gle(1-6)Glc Yook, 1998

*(";f;*}“k"‘eos‘de ¢ Gle Rha(1-4)Gle(1-6)Glc  Chang, 1999
Acanthopanax gracilistylus Wujiapioside B (X) - Rha(1-4)Glc(1-6)Glc Yook, 2002
?ch“k"’e"s‘de ¢ Gle Rha(1-4)Gle(1-6)Gle Yook, 2002
Acantrifoside A (VI) - Rha(1-$)Gle(1-6)Glc Yook, 2002
(EV) - Rha(1-4)Glc(1-6)Glc Yook, 2002
Acankoreoside D (XEV) - Rha{1-4)Glc(1-6)Glc ~ Chang, 1999
Acanthopanax sessiliflorus  Sessiloside (XIX) - Rha(1-4)Glec(1-6)Gic  Yoshizumi, 2006
Acanthopanax trifoliatus (VD) - Rha(1-4)Gle(1-6)Glc Yook, 1998
Acanthus illicifolius an Araf(1-4)Gle - Minocha, 1981
Amoora rohituka (414} Xyl - Jain, 1984
Anomospermum R Gle(-2[Xyl(1-
grandifolium v WXyH1-2)Gle Plaza, 2003
Bersama engleriana [¢3] Gle(1-2)GleA Gle Tapondjou, 2006
Bupleurum fruticescens f;;‘)‘cmp‘m‘“ A Rba(1-4)Gle(1-6)Glc - Just, 1998
fg‘)‘“esap‘mm B Rha(1-4)Gle Gl Sust, 1998
f};‘;‘;“esap‘mm ¢ Rha(1-4)Gle(1-6)Gle  Gle Just, 1998
Campsiandra guayanensis (6 Xyl(1-2)X¥1 3(IsoVaiRha Braca, 2006
@ Xyli(1-2)Gle 3(IsoVal)Rha Braca, 2006
(VID) Xyi(1-2)Xyt 3(IsoVal)Rha Braca, 2006
Cordia obligua (II) Rha - Srivastava, 1983
Cussonia racemosa () Gle Gle(1-2)Gle ;Ig(;;namenama,
Cussosaponin A (1) Gle Ara(1-2)Gle ;{gg‘z“a‘“e“a‘“&’
Cussossponin B () Gal(1-2)Ara Rha(1-4)Gle(1-6)Gle ?g&“aﬂmam’
Cussosaponin C (]} Rha(1-2)Ara Rhba(1-4)Glc(1-6)Gle ?gg‘;‘a“‘m‘“’
Dillenia pentagyna I Rha - Tiwari, 1980b
Oplopanax elatus ) Gie Rha(1-4)Gic(1-6)Glc ~ Wang, 1994
Oreopanax guatemalensis (D Glc Gle(1-6)Gle Melek, 2002
o Gie Rha(1-4)Glc(1-6)Glc  Melek, 2002

Pavonia zeylanica
Pulsatilla chinensis

Pulsatilla koveana

Schefflera divaricata

ity

Pulsatilloside C (IX)
@

(IxX)

(Ix)

[6:4%13)
Chinensioside A (IX)
Chinensioside B (IX)
Pulsatilloside A (IX)
Pulsatilloside B (IX)
Pulsatilloside D (¥X)
Pulsatilloside E (IX)
Anemoside By IX)
(IX)

xy

(IX)

®

@

®
(IX)
(Ix)

Ix)

Araf{1-2)Rha(1-4)Gle
Rha(1-2)Ara
Rha(1-2){Gle(1-4)]Ara
Rha(1-2){Glc{1-4)Gle(1 4)}Ara
Rha(1-2)Ara
Rha(1-2)Ara
Rha(i-2)[Gle(1-4)]Ara
Ara

Rha(1-2)Ara
Gle(1-3)Ara
Rha(1-2)[Glc(1-4)]Ara
Rha(1-2)Ara
Rha(1-2)[Glc(1-4)]Ara
Gle(1-3)Rha(l-2)Ara
Gilc(i-4)Ara
Gle(1-4)Ara
Gle(1-3)Rha{l-2)Ara

Xyl(1-2)GlcA
Xyl(1-2)[Gle(1-3)]GlcA
Xyl(1-2)GleA

GlcA

Rha(1-4)Gle(1-6)Gle
Rha(1-4)Gle(1-6)Gle
Rha(1-4)Gle(1-6)Glc
Rha(1-4)Glo(1-6)Gle
Rua(1-4)Gle(1-6)Gle

Rha(1-4)Glc(1-6)Gle
Rha(1-4)Gle(1-6)Gle

Rha(1-4)Glc(1-6)Gle
Rha(1-4)Gle(1-6)Glc

Tiwari, 1980a
Ye, 1998
Mimaki, 2001
Mimaki, 2001
Mimaki, 2001
Mimaki, 2001
Glebko, 2002
Glebko, 2002
Ye, 2002

Ye, 2002

Ye, 2002

Ye, 2002

Ye, 2002
Bang, 20052
Bang, 2005a
Bang, 2005a
Bang, 20052
Bang, 2005a
De Tommasi,
1997

De Tommasi,
1997

De Tommasi,
1997

De Tommasi,
1997
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Section Sucres

Espéce végétale Saponine (génine) T3 kT Références
Schefflera divaricata (IX) Gle(1-3)GleA - Il){;:g'gommasn
De Tommasi,
[9.4114] Xyl{(1-2)GlcA - 1997
De Tommasi,
(XD Gle(1-3)GleA - 1997
(X GleA - D yommast
Schefflera fagueti (XV) Gle(1-3)Rha(1-2)Ara Rha(i-4)Gle(1-6)Gal  Cioffs, 2003
(XV) Rha(1-2)Ara Rha(1-4)Gle(1-6)Gal  Cioffi, 2003
Xvh Gle(1-3)Rha(1-2)Ara Rha(1-4)Glc(1-6)Gal  Cioffi, 2003
XVD Rha(1-2)Ara Rba(1-4)Glc(1-6)Gal  Cioffi, 2003
Schefflera lucantha [€)] Rha(1-2)Gle(1-2)GlcA - Taylor, 1994
[44) Rha(1-2)Xyl(1-2)GlcA - Taylor, 1994
Schefflera octophylla av) Gie - Kitajima, 1989
(XIE) - Rha(1-4)Gle(1-6)Gle  Kitajima, 1989
av) Gle - Sung, 1991
av) Gle Rha(1-4)Glc(1-6)Glc  Sung, 1991
Schefflera rotundifolia (€3] Rha(l-2)Ara Gle Braca, 2004
[4)] Ara Gle Braca, 2004
Schefflera venulosa (&3] Gle(1-2)Gle - Purohit, 1991
Stenocereus eruca Erucasaponin A (I) Rha{1-2)[Rha{1-3)]MeGlcA Rha Okazaki, 2007
Stellatoside B (XVIE) XyH1-2)Gle(1-2)MeGlcA - Okazaki, 2007

Quelques constats généraux peuvent étre établis & la suite de I’analyse des données

colligées dans le tableau 3:

e L’acide bétulinique (I) est I’aglycone le plus souvent retrouvé (23x) suivi

de Pacide 23-hydroxybétulinique (EX, 17x), de [Pacide 3o,lla-
hydroxybétulinique (VE, 5x) et de I'acide 3o-bétulinique (IV, 4x) ou
acide épi-bétulinique.

Une seule saponine a base de bétulinol (EI) a été isolée [Jain et al., 1984].
Il s’agit du bétulinol 33-0-B-p-xylopyranoside.

Les saponines leur section

monodesmosidiques

portent sucre

habituellement en C-3 (29x) phutdt qu’en C-28 (9x).

La section sucre en position C-28 des bidesmosides (31x}) est
généralement de nature Rhap(1—4)Glcp(1—-6)Glcp (24x) tandis que
celle en C-3 est plus variée.

Les saponines de type lupane se retrouvent principalement dans les genres
Schefflera (23x) et Pulsatilla (17x). A Vintérieur de ces genres, la section

Rhap(1—>2)Arap en position C-3 est récurrente.
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Trés peu d’études ont rapporté 1’activité biologique des saponines de type lupane. En
effet, a notre connaissance, seulement quelques articles traitent de I"activité [Just ef
al., 1998;Yoshizumi et ai., 2006}, et plus particuliérement de la cytotoxicité [Cioffi
et al., 2003; Bang et al., 2005] de ces saponines naturelles. A cet égard, des
saponines mono- et bidesmosidiques (150-155) isolées des racines de Pulsatilla
chinensis contenant une génine acide 23-hydroxybétulinique (156, IX) ont été testées
pour leur activité anticancéreuse in vitro [Ye et al., 2002]. Les résultats présentés
dans le tableau 4 sous la forme d’ICs; montrent que les saponines
monodesmosidiques 150 (pulsatilloside A) et 151 (pulsatilloside B ou anémoside Aj)
contenant, respectivement, des sections Arap et Rhap(1->2}Arap sont celles qui
inhibent le plus fortement la croissance des lignées cellulaires cancéreuses K-562
(leucémie) et Hela (cancer de 1'utérus) surpassant ’activité des acides bétulinique
(15) et 23-hydroxybétulinique (156). II est intéressant de mnoter que le
monodesmoside 152 contenant une section sucre en C-28 est la molécule la moins
active de cette série. Des études supplémentaires ont établi que les pulsatillosides A
(150) et B (151) sont capables de protéger les cellules PC12 contre 1"apoptose induite

par le cyanure de sodium et/ou une carence en glucose [Gao ef al., 2003].
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Tableau 4. Activité anticancéreuse de saponines naturelles isolées de P. chinensis

. 1 2 ICsg (uM)
Composé R R K562 Hela
150 s! H 3,3 6,8
151 S? H 7.3 8,4
152 H S° 41,2 56,4
153 s’ s’ 20,3 18,6
154 s? s’ 21,0 15,4
155 s g’ 18,3 14,0
156 H H 8,6 11,2
15 - - 12,3 13,2

Des chercheurs italiens ont isolé des saponines triterpéniques de types oléanane et
lupane des feuilles de Schefflera rotundifolia, une plante utilisée en médecine
traditionnelle orientale [Braca ef al, 2004]. Parmis ces molécules, deux saponines
bidesmosidiques a génine acide bétulinique (157 et 158) (Figure 32) ont inhibé la
croissance de certaines lignées cellulaires (J774.A1, WEHI-164 et HEK-293).
L’étude préliminaire de cytotoxicité a révélé que les saponines de type lupane 157 et
158 sont les constituants les plus actifs isolés de cette plante. Il est a noter que la
synthése de ces saponines a été effectuée dans le cadre de ce projet de doctorat (voir

chapitres 3 et 4).
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OH
O H,OH
OH
HO' OH
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Figure 32. Saponines bidesmosidiques (157 et 158) de type lupane isolées de S.

rotundifolia

2.3.2. Synthése de Saponines de Type Lupane

2.3.2.1. Groupes Russes

L’une des premiéres syntheses de glycosides triterpéniques de type lupane a été
publiée en 1973 par un groupe de chercheurs de ’académie des sciences de
Pancienne U.R.S.S. [Uvarova et al, 1973]. Plusieurs saponines mono- et
bidesmosidiques (162-167) a génine bétulinol (16) ont ainsi été préparées par
Putilisation des sucres orthoesters peracétylés de type giucose (160) et maltose (161)
en présence de Hg(Br), dans le CH3NO». Il est pertinent de mentionner que les
liaisons glycosidiques étaient de nature § (1,2-rrans-glycosides) pour toutes les
saponines synthétisées peracétylées (Figure 33) comme c’est le cas généralement

avec 'utilisation des sucres orthoesters [Levy et al., 2006].
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Figure 33. Synthése de glycosides peracétylés de bétulinol (162-167) par la méthode

des sucres orthoesters

Quelques années plus tard, les mémes chercheurs ont rapporté a nouveau la synthése
de 1,2-trans-glucosides de bétulinol (142, 162, 164 ot 168) [Uvarova et al., 1980] en
utilisant les conditions de Koenigs-Knorr [1901]. Cette fois-ci, le couplage du
bétulinol (16) avec le sucre bromé 85 catalysé par Hg(CN), a permis I’obtention de
produits monodesmosidiques minoritaires en C-28 (168, 6,5%) et en C-3 (162,
29,6%) et d’un bidesmoside majoritaire (164, 45,6%). La présence d’un groupement
participant acétyle en position 2 du sucre activé 85 était évidemment nécessaire pour

la formation de liaisons glycosidiques naturelles de type B (Figure 34).
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Figure 34. Synthese de glycosides peracétylés de bétulinol (142, 162, 164 et 168)
par la méthode de Koenigs-Knorr

Flekhter et ses collaborateurs [2000] ont rapporté la synthése de 2-désoxy-o-L-
glycosides de bétulinol (171 et 172) via les sucres de type glycals 169 et 176 en
conditions de catalyse acide (Figure 35). Aprés la déprotection des groupements
acétyles (KOH/MeOH), les saponines non-natureiles 171 et 172 ont été obtenues
avec d’excellents rendements {72-84%, deux étapes) en I’absence d’anomeres P et de

produits de réarrangements.

A0,
/ &) A
/‘@ &/ i———\
[ AcO OH
(\/\<,0Ac 189 R = CH,0Ac
| 470 R = CH; ;
1) CH;CLICHLCN, 4 A MS, LiBr, KU-2-8 /)\)
2) KOH, MeOH T A
72-84% (2 étapes) R / $71 R = CH,0H
How 172 R = CHy

Figure 35. Synthése de 2-désoxy-a-L-glycosides de bétulinol (171 et 172)

Des saponines d’acide bétulinique (15) a sections D-glucose ont été préparées par un
groupe de chercheurs russes [Samoshina et al., 2003]. Leur méthodologie de
syntheése consistait au couplage du triterpéne 15 avec le sucre bromé 85 en présence

d’une quantité stoechiométrique d’oxyde d’argent (Ag,O) dans la pyridine (Figure



55

36). Le C-28 glycoside peracétylé résultant (173, 94%) a ensuit ét¢ déprotégé en 174
(95%). La glycosylation entre 173 et 85 avec Ag,O comme promoteur de la réaction
a généré le bidesmoside peracétylé 175 (61%) qui a été déprotégé en 176 (95%).
L’acide 3B-O-B-D-glucopyranoside bétulinique (177, 74%) a finalement été obtenu
apres 1’hydrolyse basique de la saponine 175.
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Figure 36. Synthése de glucosides d’acide bétulinique (174, 176 et 177)

2.3.2.2. Groupes Tchéques

En 1997, Klinitova et ses collaborateurs [1997] de la Charles University de Prague
en République Tchéque ont rapporté la préparation d’une série de C-3 et C-28
glucosides triterpéniques de type lupane. En utilisant des conditions standards de
glycosylation: (sucre bromé 85 et Hg(CN), dans CH3CN), les chercheurs ont réussi la
synthése du C-3 glucoside de bétulinate de méthyle (179, 39%, deux étapes), du C-
28 glucoside d’acide bétulinique (174, 39%, trois étapes) et du 3,28-bis-glucoside
d’acide bétulinique (176, 5%, deux étapes) au départ du bétulinate de méthyle (178),
de I'acide 3-acétyl bétulinique (145) et de ’acide bétulinique (15), respectivement
(Figure 37). Il est & noter que ces conditions réactionnelles dites de Koenigs-Knorr
conduisent & la formation du bidesmoside 176 dans un trés faible rendement de 5%

apres deux étapes de synthése.
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Figure 37. Synthése de glucosides d’acide bétulinique (174 et 176) et de bétulinate
de méthyle (179)

Récemment, la synthése de trimannosides 3,6-branchés de hupéol (17) et d’acide
bétulinique (15) a été rapportée dans le journal Carbohydrate Research {Cmoch et
al., 2008]. Les auteurs stipulent que ce type de sections osidiques pourrait permettre
de cibler certaines cellules humaines telles que les macrophages et les cellules
dendritiques par ’entremise d’interactions avec des récepteurs protéiques spécifiques
au mannose [Pakulski ef al., 2005]. Leur voie de synthése présentée a la figure 38
consistait au couplage du lupéol (17) ou de 'acide 3-acétyl bétulinique (145) avec le
mannose TCA perbenzoylé 181 ou peracétylé 185 en présence du promoteur
TMSOT1. Les monodesmosides résultant (182, 95%; 186, 90%) ont ensuite été
déprotégés (183, 79%; 187, 90%) et subséquemment couplés aux positions C-3’ et
C-6’ avec le TCA 181. L’hydrolyse basique (K,CO;, MeOH) des groupements
protecteurs a mené a la formation des trimannosides de lupéol (184) et d’acide 3-
acétyl bétulinique (188). Les molécules ont toutes été testées quant & leur capacité a
mhiber la croissance de lignées cellulaires cancéreuses humaines. Les résultats ont

révélé que les saponines contenant une seule unité osidique (183 et 187) exercent des
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activités cytotoxiques supérieures a I'acide bétulinique (15) et aux trimannosides 186

et 190.
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Figure 38. Synthése de trimannosides 3,6-branchés (184 et 188)

2.3.2.3. Autres Groupes

Vers le milieu des années 1990, des chercheurs du laboratoire de Pharmacognosie de
I’Université de Reims en France ont publié un court article dans lequel ils décrivent
la synthése d’acyl-glycosides en conditions de transfert de phase [Bliard et al., 1994].
Cette méthodologie qui méne a la formation de 1,2-frans-glycosides dans de hauts
rendements implique !'utilisation de sucres bromés peracétylés en présence d’un

agent catalyseur de transfert de phase (Aliquat 336) dans une solution hétérogene de
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CH,CL/H,O 1:1. Selon cette méthode de synthése, ’acide 28-0-2,3,4,6-tétra-O-
acétyl-B-D-galactopyranosyl bétulinique (198) a été préparé sans difficultés avec un

excellent rendement de 92% (Figure 39).

AcO ;
OAC -, OAc

[ AcO
m ; OO CHz0AC
/:’Q "KL0s, Aliquat 336 ~

CHyCliH,0, 92%

H0’1> HO™ ¢

Figure 39. Synthese d’un C-28 galactoside d’acide bétulinique (190) en conditions
de transfert de phase

Dans le cadre d’une étude de relations structure-activité anticancéreuse d’une série
de dérivés des acides ursolique (18) et bétulinique (15), des conditions de transfert de
phase modifiées ont été¢ appliquées a la synthése du C-28 glucoside d’acide
bétulinique (174, Figure 40) [Baglin ef al,, 2003b]. La saponine obtenue avec un
rendement élevé (92%) n’a pas exercé d’activité cytotoxique a la plus haute

concentration testée (ICsp >500 uM).

/OA'-
A
oH %°° \Z\QEHZOH

0 1} K003, acetone, rt, 92%
2) EtN/MeOHML0, 1, 60% HO

Figure 40. Synthése du C-28 glucoside d’acide bétulinique (174)

La biotransformation de P’'acide bétulinique (15) par Paction de cellules en
suspension du microorganisme Cunninghamella NRRL 5695 a été étudiée
[Chatterjee et al., 1999]. Aprés neuf jours d’incubation avec les cellules, le C-28
glucoside 174 a été isolé (0,77%) (Figure 41). Comme dans le précédent cas [Baglin
et al., 2003b], les tests de cytotoxicité ont révélé ’absence d’activité anticancéreuse

pour ce glycoside (EDsy >20 pug/mL).
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" Cunninghamella species

0.77% ! i o
iy 174

Figure 41. Biotransformation de I’acide bétulinique (15) par Cunninghamella

Ohara et ses collaborateurs [1994; 2003] ont synthétisé une série de glucosides
linéaires du bétulinol (16) afin d’investiguer les effets de ces saponines sur la
germination et la croissance des plantes. Leur approche de synthése consistait au
couplage des sucres bromés peracétylés 85 et 191 avec le 28-acétyl bétulinol (159)
(Figure 42). Apreés la déprotection, les glycosides 192 et 193 ont été mis en présence
de la cyclodextrine glycosyltransférase (CGTase) de Bacillus macerans en tant que
donneur d’unités a-glucosyl a Paide de la cyclodextrine 194. Ainsi, les saponines
195 a 198 ont été préparées par des réactions de glycosylations enzymatiques
sucessives de 193. Les relations de structure-activité ont démontré que la longueur de
la chaine osidique semble corréiée avec P’activité inhibitrice de la germination des

graines de 'alfalfa (Medicago sativa).
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Derni¢rement, un article publié¢ dans Green Chemistry a montré que, pour la
premicre fois, il était possible de synthétiser des O- et N-glycosides en utilisant de la
fibre de carbone activé (ACF) comme promoteur dans des conditions réactionnelles
sans solvant & haute température [Lautrette e al, 2004]. La procédure a été
appliquée 2 la synthése du ribofuranoside protégé de bétulinol (201). Le couplage du
dérive silylé 199 avec le ribofuranose 200 a permis de générer le glycoside 201 dans
un rendement de 60% pour une réaction se déroulant pendant 16 heures a 160 °C
(Figure 43).
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Figure 43. Synthése du ribofuranoside de bétulinol (201) par glycosylation verte

2.3.2.4. Groupe Pichette

Dans le cadre la maitrise en ressources renouvelables de I'Université du Québec &
Chicoutimi, la synthése de monodesmosides triterpéniques de type lupane et
germanicane comportant une seule unité osidique a été entreprise par notre groupe de
recherche [Gauthier, 2006b]. Les sucres donneurs D-glucose (26), D-galactose (202),
D-mannose (181), D-arabinose (203), D-xylose (92) et L-rhamnose (32) porteurs de
groupements benzoyles et activés 3 la position anomérique par les TCA ont été
préparés a ’échelle du gramme (Figure 44). Tel qu’illustré a la figure 45, "avantage
des sucres perbenzoylés au dépend des sucres perbenzylés consiste en la présence
d’un groupement carbonyle participant a la position deux ce qui favorise

exclusivement la formation de liens glycosidiques naturels 1,2-frans [Schmidt,
1994].
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Ces sucres TCA ont été couplés avec différents accepteurs triterpéniques de type
tupane (lupéol, bétulinol, acide bétulinique et bétulinate de méthyle) et germanicane
(allobétulinol et oxoallobétulinol), dérivés de réarrangement (voir Annexe 2). Par
exemple, les glycosides d’acide bétulinique (205-218) ont été facilement préparés
selon les trois étapes de synthése schématisées a la figure 46, c’est-a-dire 1) le
couplage de I’allyle bétulinate (204) avec les TCA catalysé par I'acide de Lewis
TMSOTT{, 2) 'hydrolyse basique des groupements benzoyles, et 3) le clivage de
I’allyle a Paide de Pd°(PPhs)s [Gauthier et af., 2006a; Thibeault ef al., 2007].

—, o
9 o) I
I~ 07 CCh
? 20 S 1.5 éguivalent
L a) TMSOTS, CH,Cly 4AMS, 2h, 1t
HO /g\/ b) NaOH, MeOHTHE/H,0, 1, 2 h
A o
Altyle bétulinate (204) ¢) Pd (PPhg)y, PPhy pyrrofidine, rt, 4 h

Glycosides d'acide bétulinique (205-210)

Figure 46. Synthése des glycosides d’acide bétulinique (205-210)

Au total, plus d’une quarantaine de glycosides monodesmosidigues et triterpénes ont
été évalués concernant leur capacité a inhiber la croissance des cellules cancéreuses
en culture et les relations de structure-activité ont été étudiées (voir Annexes 3 et 4).
La figure 47 présente les principaux résultats obtenus a la suite de cette étude. Ainsi,
pour la série bétulinol (16), ’ajout d’une section osidique a la position C-3 ou C-28 a
eu pour effet de diminuer drastiquement [’activité anticancéreuse, et ce, méme dans
le cas de la saponine naturelle 211 [Jain ef al., 1984]. La seule exception concerne le
bétulinol 3B-0-a-D-mannopyranoside (212) qui a exercé une forte cytotoxicité sur la
lignée cellulaire humaine du carcinome du poumon {A549) avec une valeur d’ICs, de
7,3 uM. En revanche, pour les glycosides d’acide bétulinique, les résultats obtenus
sont tres prometteurs. En effet, I’ajout de sections a-D-arabinopyranose ou o-L-
rhamnopyranose en position C-3 de ’acide bétulinique (15) a entrainé des gains
significatifs au niveau de la cytotoxicité envers les cellules cancéreuses humaines du
colon (DLD-1) et du poumon (AS49). L’acide 3B-O-a-L-rhamnopyranoside
bétulinique (210), une saponine naturelle [Tiwari ef al, 1980b], a moniré une

sélectivité jusqu’a 12 fois supérieure a inhiber la croissance des cellules cancéreuses
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par rapport aux cellules saines du fibroblaste humain (WS1). En somme, ces résultats
qui ont fait 1’objet d’une demande de brevet [Pichette et al, 2008a] indiquent
clairement que les glycosides triterpéniques représentent une classe prometteuse

d’agents anticancéreux d’origine naturelle et nécessitent donc des investigations

supplémentaires.
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CHAPITRE 3

SYNTHESIS OF TWO NATURAL BETULINIC ACID SAPONINS
CONTAINING o-L-RHAMNOPYRANOSYL-(1—2)-0-L-
ARABINOPYRANOSE AND THEIR ANALOGUES

Charles Gauthier, Jean Legault, Serge Lavoie, Simon Rondeau, Samuel

Tremblay and André Pichette’
Laboratoire d’Analyse et de Séparation des Essences Végétales, Département des
Sciences Fondamentales, Université du Québec a Chicoutimi, 555 boul. de

Université, Chicoutimi (Québec), Canada, G7H 2B1
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RESUME

Cet article décrit la premicre semi-synthése de deux saponines naturelles & base
d’acide bétulinique contenant une section o-L-rhamnopyranosyl-{1—2}-a-L-
arabinopyranoside a la position C-3. L’acide bétulinique 3p-O-o-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-{B-D-glucopyranosyl-(1-—>4)]-o-L-arabinopyranoside ~ (3)
isolé des racines de Pulsatilla koreana et le 28-O-B-D-glucopyranosyl acide
bétulinique 3B-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1-—2)-a-L-arabinopyranoside (4) isolé des
feuilles de Schefflera rotundifolia ont été¢ facilement synthétisés & l'aide d’une
approche de glycosylations successives dans des rendements globaux de 10% et
27%, respectivement. La voie de synth¢se développée fait intervenir huit étapes
linéaires en utilisant au départ I’acide bétulinique ainsi que les monosaccharides L-
arabinose, L-rhamnose et D-glucose, produits commercialement disponibles. La
synthése d’analogues glycosylés de bétulinol et d’acide bétulinique contenant une
section o-L-arabinose est également rapportée dans cet article. Les données physico-
chimiques (RMN 'H, "°C, HR-ESI-MS, [a]p, etc.) mesurées pour la saponine 3
concordaient avec celles de la littérature tandis que celles de la saponine 4 ne
concordaient pas. L’analyse RMN 'H & haut champ (700 MHz) a confirmé la
structure de la saponine synthétique 4. De plus, la faible valeur des constantes de
couplage (J <5.4 Hz) pour les sections o-L-arabinopyranose des saponines
synthétiques 4, 23a et 23b semble indiquer une mobilité conformationnelle élevée
oscillant entre les conforméres chaises ‘C; et 'Cy. Ces résultats pavent la voie & la
préparation de nombreux dérivés de saponines de type lupane en tant qu’agents

thérapeutiques potentiels.
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ABSTRACT

A concise synthesis of naturally occurring betulinic acid saponins bearing an a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyrancside moiety at the C-3 position is
described. Betulinic acid 3B-0-a-L-rthammopyranosyl-(1—-2)-[ B-D-glucopyranosyi-
(1—>4)]-a-L-arabinopyranoside isolated from Pulsatilla koreana and 28-0-B-D-
ghucopyranosyl betulinic acid 3p-0-a-L-thamnopyranosyl-(1—2)-0-L-
arabinopyranoside isolated from Schefflera rotundifolia were easily synthesized for
the first time using a stepwise glycosylation approach. The overall syntheses
involved eight linear steps starting from allyl betulinate and commercially available
L-arabinose, L-rhamnose and D-glucose. The syntheses of betulin and betulinic acid
O-glycoside analogues containing an o-L-arabinose moiety are also reported. These

results open the way to the synthesis of various lupane-type saponin derivatives as

potentially bioactive compounds.
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INTRODUCTION

Natural products (NPs) have attracted increased attention over the last century as an
important source of new drug leads for the pharmaceutical industry." In the domain
of cancer research, 47% of antitumour compounds approved from 1940 to 2006 are
either NPs or their semi-synthetic derivatives.” Saponins are a specific class of NPs
widely distributed in the plant kingdom, which consist of a triterpenoid or steroid
skeleton bearing one or more sugar chains.’ They exhibit numerous pharmacological
and biological properties such as anti-inflammatory,” haemolytic,® cytotoxic and
antitumour’ activities. Since many commonly used traditional Chinese drugs are rich
in saponins,'’ some authors considered them responsible along with polyphenols for
the majority of biological effects observed in the Chinese medical literature.'!
However, the isolation of saponins from plant extracts is often a long and fastidious
process and usually only small amounts of products are obtained in a pure and
homogeneous form.'? Therefore, chemical syntheses are needed and appear to be a
realistic way to gain access {0 a broad library of saponin glycoforms in order to study

the structure-activity relationships (SARs} of this important class of NPs.??

Betulin (1) and its C-28 carboxylic derivative betulinic acid (2} (Figure 1) are
naturally occurring pentacyclic lupane-type triterpenoids that possess multiple
pharmacological activities.'*'* Betulinic acid (2) has the ability to inhibit the growth
of various cancerous cell lines in vitro without affecting normal cells.'® The in vivo
antitumour activity of betulinic acid (2) was also confirmed whereas no other toxicity
was observed on tumour-bearing mice at doses of 500 mg/kg body weight after
intraperitoneal injections.'”'® Thus, due to the selective cytotoxicity and favourable
therapeutic index, which are in contrast with the majority of antitumor agents
actually used in chemotherapy, betulinic acid (2) is considered a promising
anticancer agent.'”?® Nonetheless, further clinical development of betulin (1),
betulinic acid (2) and lupane-type analogues is strongly hampered since they are
virtually insoluble in water (0.02 pg/mL for 2y and possess high partition
coefficient values (log P>6) which complicate the preparation of injectable

formulations for biological assays and decrease their bioavailability in the
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organism.” The introduction of polar groups at either C-3 or C-28 positions such as

phthalates,”® amino acids®™*° 27,28

or sugar moieties is an interesting avenue to
increase the hydrosolubility of lupane-type triterpenoids 1 and 2. Recently, our
preliminary SAR studies have shown that adding an a-L-rhamnopyranose moiety at
the C-3 position of 2 resulted in a significant increase of both the water solubility and
the in vitro cytotoxic activity against human lung carcinoma (A549) and human
colon adenocarcinoma (DLD-1) cancer cell lines.”” Therefore, it was postulated that
betulinic acid saponins represent an interesting class of potent anticancer agents and

require additional investigations.

Lupane-type saponins having betulin (1) or betulinic acid (2) as aglycones are rarely

29-31

isolated from a natural source” ~ and their chemical syntheses are very scarce in the

literature, 27283237

Betulinic  acid  3B-0-o-L-thamnopyranosyl-{(1—2)-[B-D-
glucopyranosyl-(1—4)}-a-L-arabinopyranoside (3) (Figure 1) is a naturally occurring
monodesmosidic saponin isolated from the roots of Pulsatilla koreana, which is a
plant widely used in Chinese traditional medicine for the treatment of malaria,
amoebic dysentery and various cancers.’’ Saponin 3 exhibited moderate in vitro
cytotoxicity against A549, SK-OV-3, SK-MFEL-2 and HCT15 cancer cell lines and
significant in vivo anticancer activity against BDF1 mice bearing Lewis lung
carcinoma (LLC).>®** The particular trisaccharide chain at the C-3 position of
saponin 3 has been shown to be a nontoxic moiety which would increase the activity
and water solubility once conjugated to NPs.** Another similar naturally occurring
bidesmosidic saponin, 28-0-B-D-glucopyranosyl betulinic acid 3p-0-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranoside (4) (Figure 1} isolated from the
aerial parts of Schefflera rotundifolia, a plant used as folk remedies for the treatment
of pain, rheumatic arthritis and lumbago in Asian countries, exhibited noticeable
antiproliferative activity against J774.A1, WEHI-164 and HEK-293 cell lines (ICs
0.32-0.79 uM).30 Furthermore, betulinic acid and 23-hydroxybetulinic acid saponins
bearing an o-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-o-L-arabinopyranose moiety at the C-3
position have already been isolated from P. chinensis, which is one of the most well-

known plants used in traditional Chinese medicine.”>*"* Hence, as part of our
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efforts to prepare lupane-type saponins as anticancer agents,””*

this report describes
the first synthesis of two naturally occurring betulinic acid saponins (3 and 4). The
syntheses of betulin (15a, 15b and 23a) and betulinic acid (19a, 19b and 23b)

saponin analogues containing o-L-arabinose are also reported.
RESULTS AND DISCUSSION

To our knowledge, the synthesis of betulinic acid saponins bearing a unique o-L-
thamnopyranosyl-(1—>2)-a-L-arabinopyranosyl moiety at the C-3 position such as
natural saponins 3 and 4 has never been reported until now. Two general synthetic
approaches exist in the literature for this particular type of intersugar linkage.'® One
strategy consists in preparing the disaccharide donor followed by coupling with the
triterpene or steroid aglycone.*** Since, in this case, the arabinose residue does not
contain a neighbouring participating group at the C-2 position, the main
inconvenience of this convergent glycosylation is the formation of an o/} anomeric
mixture which complicates the further purification of intermediates.>*** In this
work, we adopted the stepwise glycosylation approach in which the arabinose
residue containing a C-2 neighbouring participating group was first coupled with the
aglycone. This linear strategy was shown to form a stereospecific 1,2-trans
glycosidic bond'’ usually found in the linkage of natural triterpenoid saponins.'?
Moreover, stepwise extension of the sugar chain allows the preparation of a great
variety of analogues by simply altering the monosaccharide donors.*® Thus, such an
approach to provide saponin glycoforms may be of further interest for studies
regarding the SAR of natural and non-natural saponins and their development as

pharmaceutical or biological agents.

Saponins 3 and 4 can be retrosynthetically (Figure 2) disconnected into distinct
fragments: the natural lupane-type betulinic acid (2) and the commercially available
monosaccharides L-arabinose, L-rhamnose and D-glucose. As shown in Figure 2, the
benzoyl participating groups were selected as protecting groups for the sugar donors

4748

5-8 since they avoid the formation of frans-esterification products™ ™ in comparison
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with the acetyl groups and can be easily removed under alkaline conditions without
hydrolysis of the C-28 ester in the aglycone.*’ In addition, the anomeric position of
sugar donors §, 6 and 8 was activated by the trichloroacetimidate (TCA) group which
was first devised by R.R. Schmidt in the early 1980s’® and shown to be ideal donors
for the coupling with steroids and triterpenoids using various Lewis acids as
promoters such as trimethylsilyl trifluoromethanesuifonate (TMSOTf) or boron
trifluoride diethyl etherate (BF3+*OEt,).”" While TCA donors are usually used for the

preparation of ether-glycosides,'>*

we planned to employ the sugar donor bromide
7°% in order to selectively glycosylate the C-28 carboxylic acid function and produce
the ester-glycoside at a later stage of the synthesis after assembly of the

disaccharide.*’

As depicted in Scheme 1, the starting point of our synthesis consisted in the
preparation of the known 2,3,4-tri-O-benzoyl-B-L-arabinopyranosyl
trichloroacetimidate (8).”"** Accordingly, the commercial L-arabinose was subjected
to perbenzoylation with benzoyl chloride (BzCl) using a catalytic amount of 4-
dimethylaminopyridine (DMAP) at 60 °C. The crude residue was then brominated
(33% HBr/HOAc) at the anomeric position, hydrolyzed with silver carbonate
(AgryCOs) in an acetone/water 20:1 solution and activated using trichloroacetonitrile
(CCICN) and 1,8-diazabicyclo{5.4.0lundec-7-ene (DBU) to furnish 8 in 38% yield
after four steps. However, two anomeric protons signals at ¢ 6.67 ppm (s) and 6.82
ppm (d, Ji» 3.0 Hz) were visualized in the '"H NMR spectrum indicating that,
unexpectedly, the resulting product was an inseparable mixture of 8 and 2,3,5-tri-O-
benzoyl-a-L-arabinofuranosyl trichloroacetimidate (9)55 (Rr 0.67, hexanes/EtOAc
3:1) in a 5:1 ratio. The strong HMBC cross-peaks between the proton H-1 (J 6.67
ppm) and the carbon C-4 (¢ 84.3 ppm) confirmed the presence of the TCA 9 in the
mixture. It was further postulated that the furanosyl form of the arabinose residue
was produced during the benzoylation step since the conversion of pyranose to
furanose in hot pyridine is not unprecedented.”® To confirm this hypothesis, in a
separate experiment, L-arabinose was perbenzoylated under the previously

mentioned conditions but keeping the temperature under 25 °C throughout the
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overnight reaction to afford 1,2,3,4-tetra-O-benzoyl-B-L-arabinopyranose (18, 91%)
along with 1,2,3,5-tetra-O-benzoyl-a-L-arabinofuranose (11)°° in only 1% yield. This
time, the purification by silica gel (Si0;) column chromatography allowed the
separation because both products 10 and 11 presented a significant difference in their
retention factors according to TLC (hexanes/EtOAc 3:1). Afterwards, 10 was
brominated and hydrolyzed to furnish 12 (73%, two steps) which was activated with
CCI:CN and DBU to yield 8 (80%) as a pure B-anomeric form without any trace of
9.

With TCA sugar donor 8 in hand, the next task was its linkage to the 3-OH of the
lupane core of betulin (1) and betulinic acid (2). As previously described, pure 1
(>95%, GC-MS) was obtained by exhaustive extractions in dichloromethane
(CH,Cl) of the external bark of Betula papyrifera followed by recrystallization.®
The natural carboxylic derivative 2 was then synthesized from 1 following known
methodologies.® Here, the choice of the protecting groups at the C-28 position of
triterpenoids 1 and 2 was crucial for the synthetic strategy since benzoyl groups have
to be removed under basic conditions without affecting this position. Thus, as
revealed in Scheme 2, we planned to temporarily protect the C-28 carboxylic acid
position of betulinic acid (2) with an allyl ester as already reported by our laboratory
in an earlier publication’’ In addition, betulin (1) was treated with fers-
butyldiphenylsilyl chloride (TBDPSCI) in the presence of imidazole and DMAP in
refluxing tetrahydrofuran (THF) to yield the new compound 13 (90%) protected at
the C-28 primary alcohol position by the most robust among silyl groups.”’ The
regioselectivity of the silylation reaction was confirmed from the upfield shift in the
'H NMR signal of the proton H-28 (6 3.81 ppm in 1 to 3.68 ppm in 13). For the
introduction of the arabinose moiety, we chose to use the mixture of TCA donors 8
and 9 in order to obtain both arabinopyranoside and arabinofuranoside saponins
which could be of further interest for SAR investigations. Indeed, although the
isolation of natural saponins bearing an «-L-arabinofuranosyl residue was already

d,58’59

reporte studies regarding their synthesis are scarce.”®> Consequently,

according to Scheme 2, coupling of the acceptor 13 with a mixture of donors 8 and 9
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under the catalytic promotion of TMSOTT in dry CHyCl, followed by subsequent
removal of benzoyl groups using 0.25 N NaOH in a solution of MeOH/THF/H,0
1:2:1 afforded the C-28 protected betulin 3B-O-o-L-arabinopyranoside 16a (84%,
two steps) along with the 3p-O-o-L-arabinofuranoside 16b (13%, two steps).
Moreover, similar treatment of acceptor 17, i.e. coupling with donors 8 and 9 and
deprotection of the benzoyl groups, fumished allyl betulinate 3B-O-o-L-
arabimopyranoside (18a, 67%, two steps) together with the 3B-O-a-L-
arabinofuranoside 18b (11%, two steps). The non-natural betulinic acid saponins 19a
and 19b were obtained in good yields (66% and 71%, respectively) by the
subsequent deprotection of the allylic ester in 18a and 18b using freshly prepared
tetrakistriphenylphosphine palladium(0) [Pd°(PPhs)4], triphenylphosphine (PPhs) and
pyrrolidine in dry THF.* On the other hand, the overnight desilylation of 16a and
16b by the action of 1 M tetrabutylammonium fluoride (TBAF) in HOAc 1:1 under
reflux’’ was sluggish affording the target saponins 15a and 15b in unoptimized 42%
and 37% yields, respectively. Thus, in order to increase the overall yields, the known
acceptor 28-acety! betulin (14)”” was coupled with the donors 8 and 9 in a separate
experiment and deprotected using the above mentioned methodology to access 15a
(73%, two steps) and 15b (15%, two steps). As expected, the coupling constant data
on the "H NMR spectra confirmed the o-anomeric configuration of the glycosidic

linkage for all saponins (Arap, d, J; » 6.1-6.5 Hz, H-1'; Araf, brs, H-1").

In order to achieve the Rhap(1—2)Arap intersugar linkage, the synthesis started with
the regioselective protection of 3'- and 4'-OH of the arabinose moiety (Scheme 3).
Accordingly, the treatment of 16a under the catalytic action of pyridinium p-
toluenesulfonate (PPTs) in conjunction with 2,2-dimethoxypropane (2,2-DMP)*
afforded the isopropylidenated glycoside 20a in 60% yield. The treatment of the
arabinoside 18a under similar reaction conditions furnished 20b (74%). We first
attempted to glycosylate the equatorial 2'-OH of 20b with the known 2,3,4-tri-O-
benzoyl-o-L-rhamnopyranosyl trichloroacetimidate (6)°’ using TMSOTf as the
promoter at -10 °C to rocom temperature. Unfortunately, the reaction was sluggish

providing the target disaccharide glycoside 21b in an unsatisfactory 22% yield. One
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possible explanation for the moderate yield was the rupture of the isopropylidene
group which led to the formation of a complex mixture of products.”’ Thus, by
modifying the reaction conditions, it was found that the sugar donor 6 could be
coupled with the acceptor 20b under the promotion of the Lewis acid BF;*OEt; in
CH,Cl, at a cryogenic temperature of -78 °C in a nearly quantitative yield (99%).
Glycosylation of the acceptor 206a with 6 using the same conditions proceeded
smoothly to give the protected disaccharide saponin 21a in a good yield (78%).
Desilylation of 21a (1 M TBAF/HOAc 1:1, THF, reflux, overnight) and deallylation
of 21b [Pd°(PPhs)s, PPhs, pyrrolidine, THF, room temperature] were then performed
under standard experimental conditions to provide C-28 deprotected derivatives 22a
(72%) and 22b (85%), respectively. The non-natural betulin and betulinic acid
saponins 23a and 23b bearing an o-L-thamnopyranosyl-(1-—2)-a-L-
arabinopyranosyl moiety at the C-3 position were successfully obtained after the
deprotection of the isopropylidene group using p-toluenesulfonic acid monohydrate
(TsOH*H,0) in a dry CH,CL/MeOH 1:2 solution™ followed by removal of the
benzoyl groups {(NaOH, MeOH/THF/H,O 1:2:1) in 84% and 61% vyields,
respectively, over two steps. As expected, regarding saponins 23a and 23b, the two
anomeric proton signals on the 'H NMR spectra indicated the a-anomeric
configuration of the rhamnopyranosyl (6 6.19 ppm, br s, H-1" for 23a; 6 5.10 ppm, d,
Ji2 1.1 Hz, H-1" for 23b) and arabinopyranosyl (6 4.94 ppm, d, Ji, 5.4 Hz, H-1' for
23a; 6 4.54 ppm, d, Ji; 4.6 Hz, H-1' for 23b) moieties which correspond to the
natural 1,2-frans glycosidic linkage.** Moreover, the HMBC correlations between
the proton H-1" of the rhamnose moiety and the carbon C-2' of the arabinose (5 76.4
ppm for 23a; § 76.8 ppm for 23b) clearly proved the (1—2) intersugar linkage.

At this stage of the synthesis, we wished to prepare the nataral betulinic acid saponin
3 starting from the fully protected derivative 21b. According to Scheme 4, the
deisopropylidenation was achieved by treatment of 21b with TsOH<H,0 (0.7 equiv)
in a dry CH,Cl,/MeOH 1:2 solution to afford 24 in 70% yield. Surprisingly, the 'H
NMR spectrum of 24 showed that, once the isopropylidene was removed, the

arabinopyranosyl moiety underwent a ring-flipping to adopt preferentially the 'C,
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chair conformation rather than the usual *C; one.*® Indeed, the coupling constant of
the proton H-1' was relatively small (J;, 3.3 Hz) in comparison with 21b (Ji, 7.5
Hz). Recently, this unusual 'C4 chair conformation was reported in the literature for
saponins containing an o-L-arabinopyranose moiety with a bulky group at the C-2'.**
4695 1 the 'Cy conformation, the 4'-OH is in the equatorial position while the 3'-OH
is in the axial position. Since it is known that the equatorial hydroxyl groups are
more reactive than the axial ones,*® we planned to directly glycosylate this position
in order to avoid tedious protection-deprotection reactions which would increase the
number of steps of the synthesis.**®> Therefore, as shown in Scheme 4, the acceptor
24 was coupled with the known donor 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-D-glucopyranosyl
trichloroacetimidate (5)> under the promotion of TMSOTT (0.1 equiv) in CH,Cl, at
low temperature (-10 °C) to provide the desired protected 25 in 50% corrected yield
along with the unreacted 24 (15%). The regioselectivity of this reaction was clearly
proved by 2D NMR HMBC analyses which showed a strong correlation between the
proton H-1" of the glucopyranose (6 5.12 ppm, d, J;» 7.9 Hz) and the carbon C-4' of
the arabinose (6 76.0 ppm). It is worth noting that the arabinose moiety of the
protected saponin 25 adopted the unusual 'Cy4 chair conformation as revealed by the
small coupling constant of the proton H-1' (6 4.65 ppm, d, J;2 3.8 Hz). Subsequent
removal of the allyl and benzoyl groups of protected derivative 2§ using the above
mentioned methodology afforded the natural betulinic acid saponin 3 (60%, two
steps) in which the arabinose residue retrieved the typical *C; conformation (5 4.79
ppm, d, Ji2 6.1 Hz, H-1"). The overall yield for the synthesis was 10% over eight
linear steps from allyl betulinate (17). The physical and analytical data (H NMR, °C
NMR and {o&}ZSD) of 3 were all consistent with those reported for the natural product

isolated from the roots of P. koreana.’!

The last step of our work was to incorporate a glucopyranosyl moiety at the C-28
position of 22b with the aim of synthesizing the natural betulinic acid saponin 4. As
depicted in Scheme 5, the free carboxylic acid derivative 22b was coupled with the
known sugar donor 2,3,4,6-tetra-U-benzoyl-a-D-glucopyranosyl bromide (’7)52 under

phase-transfer  conditions®” using  potassium  carbonate (K,COs) and
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tetrabutylammonium bromide (BusNBr) in a CH,CL/H,O 1:1 solution to give the
fully protected derivative 26 (78%). Modifying the reaction conditions such as using
the TCA sugar donor § in conjunction with TMSOTY or BF;*OEt; as the promoters
did not increase the yield and led to a complex mixture of rearrangement products
(data not shown). As expected, the strong HMBC correlation between the proton H-
1" of the glucopyranose (6 6.03 ppm, d, Ji; 9.7 Hz) and the carbon C-28 of the
aglycone (& 174.1 ppm) revealed that the reaction took place at the C-28 carboxylic
acid position. The target natural betulinic acid saponin 4 was finally obtained after
the removal of isopropylidene (TsOH-H,O, dry CH,Cl,/MeOH 1:2) and benzoyl
groups (NaOH, MeOH/THF/H,O 1:2:1) in an excellent 82% yield (two steps). The
overall yield for the synthesis was 27% over eight linear steps from allyl betulinate
(17). Surprisingly, it was found that the physical and analytical data ('H NMR, °C
NMR and [a]*’p) of 4 were not consistent with those reported for the natural product
isolated from the aerial part of S. rotundifolia®® High-resolution electrospray
ionization mass spectra (HR-ESI-MS) and extensive 1D and 2D NMR analyses ('H,
>C, DEPT-135, COSY, HSQC, HMBC, J-resolved, TOCSY, NOESY) on a 700
MHz NMR equipped with a cryogenic probe further proved that the structure of the
synthetic saponin 4 was correct (Figure 3).

The "H NMR spectra of saponin 4 showed that the coupling constant of the proton H-
1'(34.53 ppm, d, Ji» 4.6 Hz) in the arabinopyranose moiety was not characteristic of
the standard *C; conformation (5 4.79 ppm, d, Ji» 6.1 Hz, H-1' for 3). This
particularity was also observed for saponins 23a and 23b bearing the same
disaccharide residue at the C-3 position (5 4.52 ppm, d, J12 4.6 Hz, H-1' in MeOD).
In the course of this work, regarding the preparation of the sugar donor 8, we found
that using K,CO; as a base instead of DBU led to the preferential formation of the
known 2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-arabinopyranosyl trichloroacetimidate-'C, (27)*
(Table 1). The proton H-1' of 27 was visualized like a broad singlet on the '"H NMR
spectrum {8 6.33 ppm) as already reported in the literature for arabinose,** 3%

68,69

xylose and fucose® adopting this unusual 'C, conformation. Hence, a Ji»

coupling constant midway between “C; and 'C; conformation suggested that the
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arabinose residue in saponins 4, 23a and 23b were in a high conformational
mobility.”"”" It is worth noting that such a phenomenon was recently observed for
naturally occurring saponins isolated from Stryphnodendron fissuratum having a
terminal arabinose moiefsy.72 In order to verify this hypothesis of conformational
mobility, we performed a '"H NMR analysis of saponin 4 in which the temperature
was increased from O to 100 °C. As shown in Figure 4, the coupling constant values
of the proton H-1' decreased (/> 5.9-4.1 Hz) with an increase of the temperature. In
comparison, the coupling constant values of the proton H-1" of the glucopyranose
moiety were quite similar over the tested temperature range (Ji, 8.2-8.0 Hz). With
regards to the saponin 4, these '"H NMR data suggested that the equilibrium between
the *C; and 'C, conformations of the arabinopyranose moiety tend to shift towards

the 'C4 conformation if the temperature is raised and vice versa.
CONCLUSION

In summary, this is the first report of the synthesis of naturally occurring lupane-type
saponins bearing an o-L-thamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranose sugar
moiety. In this work, betulinic acid 3p-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-{p-D-
glucopyranosyl-(1-—>4)]-a-L-arabinopyranoside (3) and 28-O-B-D-glucopyranosyl
betulinic acid 3J3-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranoside (4) were
synthesized using a stepwise glycosylation approach in 10% and 27% yields,
respectively, over eight linear steps starting from allyl betulinate (17). It is
noteworthy that the arabinose moiety of saponin 4 was in a high conformational
mobility between *C; and 'C4 chair conformations as reflected by the unusual
anomeric coupling constant of the proton H-1'. These results open the way for
concise and efficient syntheses of a wide range of betulinic acid saponin analogues as
pharmaceutical and/or biological agents that can be of further interest in the
elaboration of meaningful SAR studies. Work is currently in progress in our
laboratory in order to evaluate the in vitro haemolytic, anticancer and anti-
inflammatory activities of these natural saponins (3 and 4) and their analogues (15a,

15b, 19a, 19b, 23a and 23b) and results will be reported in due course.
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EXPERIMENTAL SECTION
General methods

Chemical reagents were purchased from Sigma-Aldrich Co. Canada or Alfa Aesar
Co. and were used as received. The usual solvents were obtained from VWR
International Co. and were used as received. Air and water sensitive reactions were
performed in flame-dried glassware under argon atmosphere. Moisture sensitive
reagents were introduced via a dry syringe. Dichloromethane (CH,Cl;) and acetone
were distilled from anhydrous CaH, under an argon atmosphere. Tetrahydrofuran
(THF) was distilled from sodium/benzophencne ketyl under an argon atmosphere.
Methanol (MeOH) was distilled from Mg and I, under an argon atmosphere.
Analytical thin-layer chromatography was performed with silica gel 60 Fis4, 0.25
mm pre-coated TLC plates (Silicycle, Québec, Canada). Compounds were visualized
using UVasy and cerium molybdate (2 g Ce(SO4)a(NH4)s, 5 g MoO4(NHs), 206 mL
H,0, 20 mL H,SO4) with charring. Flash column chromatography was carried out
using 60-230 mesh silica gel (Silicycle, Québec, Canada) or high performance flash
chromatography system (HPFC-Analogix F12-40) equipped with a silica gel column
(Fi2-M, 8 g). All of the chemical yields generally represent the highest result
obtained for three independent experiments. Nuclear magnetic resonance (NMR)
spectra were recorded on a Bruker Avance spectrometer at 400 MHz (‘H) and 100
MHz (°C), equipped with a 5 mm QNP probe. Elucidations of chemical structures
were based on 'H, °C, COSY, TOCSY, HMBC, HSQC, J-resolved, NOESY and
DEPT-135 experiments. Signals are reported as m {(multiplet), s (singlet), d {doublet),
t (triplet), dd (doublet of doublet), dq (doublet of quadruplet), ddd (doublet of
doublet of doublet), ddt (doublet of doublet of triplet), br s (broad singlet) and
coupling constants are reported in hertz (Hz). The chemical shifts are reported in
parts per million (J) relative to residual solvent peak or TMS. The labile OH NMR
signals appearing sometimes were not listed. Optical rotations were obtained using
sodium D line at ambient temperature on a2 Rudolph Research Analytical Autopol IV

automatic polarimeter. High-resolution electrospray ionization mass spectra (HR-
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ESI-MS) and high field NMR analyses (500 and 700 MHz) were obtained at the
Department of Chemistry, Université de Montréal, Québec, Canada.

2,3,4-Tri-O-benzoyl-f-L-arabinopyranosyl trichloroacetimidate (8) and 2,3,5-tri-O-

benzoyl-a-L-arabinofuranosyl trichloroacetimidate (9)

To a cooled solution (ice/water bath) of L-arabincse (10.0 g, 66.6 mmol) in
anhydrous pyridine (140 mL) with DMAP (81 mg, 0.67 mmol) as catalyst was
slowly added BzCl (46 mL, 400 mmol) over 30 min. The mixture was stirred
overnight at 60 °C and then quenched with MeOH (20 mL). Then, the solvents were
evaporated under reduced pressure to afford a yellow oily residue which was taken
up in EtOAc, washed with 10% HCI (4x), saturated NaHCO;3 solution and brine. The
solvents of the dried solution (MgSOy) were evaporated under reduced pressure to
give a residue which was used immediately for the next reaction without further
purification. To a solution of the crude benzoylated arabinose derivative (32.5 g, 57.4
mmol) in anhydrous CH,Cl, (168 mL) was added HBr/HOAc (40.2 mL, 33%) under
an argon atmosphere. The mixture was stirred at room temperature for 2 h, then
washed with saturated NaHCO; solution (3x) and brine. The solvents of the dried
solution (MgSOy) were evaporated under reduced pressure and the resulting residue
was taken up in acetone (264 mL) and water (10.3 mL). Ag,CO; (21.4 g, 77.4 mmol)
was added portionwise and the hydrolysis was performed for 1 h at room temperature
with constant stirring. The mixture was subsequently filtered through a bed of
Celite® and the solvents of the dried solution (MgSO4) were evaporated under
reduced pressure. The resulting crude residue was dissolved in wet CH,ClL, (459
mL), then DBU (4.3 mL, 29 mmol) and CCI3CN (46.9 mL, 459 mmol) were added
sequentially. The mixture was stirred for 4 days at room temperature and the solvents
were evaporated under reduced pressure to give a dark red oily residue which was
purified by flash chromatography (isocratic hexanes/EtOAc 9:1) to afford an
inseparable mixture of 8 and 9 (15 g, 38%, four steps) as a white crystalline powder
in a 5:1 ratio as confirmed by NMR. R; 0.67 (hexanes/EtOAc 3:1). 'q and ’C NMR
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spectral data of 8 and 9°° in the mixture were in agreement with those published in

the literature.

1,2,3,4-Tetra-0-benzoyl-B-L-arabinopyranose (10) and 1,2,3,5-tetra-O-benzoyi-o-

L~arabinofuranose (11}

To a cooled solution (ice/water bath) of L-arabinose (1.00 g, 6.66 mmol) in
anhydrous pyridine (15.3 mL) with DMAP (8 mg, 0.07 mmol) as catalyst was slowly
added BzCl (5.0 mL, 43 mmol) over 30 min. The mixture was stirred overnight at
room temperature and then quenched with MeOH (2 ml) while keeping the
temperature at 0 °C. Then, the solvents were evaporated under reduced pressure to
afford a yellow oily residue which was taken up in EtOAc, washed with 10% HCI
(4x), saturated NaHCO; solution and brine. The solvents of the dried solution
(MgSQO4) were evaporated under reduced pressure to give a residue which was
purified by flash chromatography (hexanes/EtOAc 9:1 to 7:3) to furnish 18 (3.44 g,
G1%) as a white foam along with 11 {43 mg, 1%) as a colourless solid.

10: R; 0.50 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]®p +291.2 (¢ 0.1, CHCL). '"H NMR (CDCl,
400 MHz) 6: 8.17-7.27 (m, 20 H, H-Ar), 6.87 (br s, 1H, H-1), 6.07 (s, 2H, H-2, H-3),
5.90 (s, 1H, H4), 441 (d, /= 13.1 Hz, 1H, H-5), 4.19(dd, /= 13.4, 1.8 Hz, 1H, H-
5). BC NMR (CDCl;, 100 MHz) 5: 165.8-164.7 (4x CO), 133.8-128.4 (C-Ar), 91.1
(C-1), 69.5 (C-4), 68.2 {(C-3), 67.8 (C-2), 65.0 (C-5). HR-ESI-MS m/z 589.1464 [M
+ Na]" (caled for C33HysOoNa: 589.1469).

11: R;0.58 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]”p -12.8 (¢ 0.1, CHCLs). '"H NMR (CDCls, 400
MHz) §: 8.17-7.27 {(m, 20 H, H-Ar), 6.77 (br s, 1H, H-1), 5.82 (d, /= 0.6 Hz, 1H, H-
2), 5.68 (dt, J=3.5, 0.9 Hz, 1H, H-3), 4.84 (m, 2H, H-4, H-5),4.74 (dd, /= 12.7, 6.5
Hz, 1H, H-5). *C NMR (CDCl;, 100 MHz) 8: 166.2-164.6 (4x CO), 133.8-128.3 (C-
Ar), 99.8 (C-1), 83.9 (C-4), 80.9 (C-2), 77.5 (C-3), 63.7 (C-5). HR-ESI-MS m/z
589.1466 [M + Na]" (calcd for C33Hzs09Na: 589.1469).
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2,3,4-Tri-O-benzoyi-a, f-L-arabinopyranose (12)

To a solution of 18 (3.00 g, 5.30 mmol) in anhydrous CH;ClL, (12.7 mL) was added
HBr/HOAc (2.9 mL, 33%) under an argon atmosphere. The mixture was stirred at
room temperature for 2 h, then washed with saturated NaHCO; solution (3x) and
brine. The solvents of the dried solution (MgSO,) were evaporated under reduced
pressure and the resulting residue was taken up in acetone (24.4 mL) and water (1.0
mL). Ag,CO; (1.97 g, 7.15 mmol) was added portionwise and the hydrolysis was
performed for 1 h at room temperature with constant stirring. The mixture was
subsequently filtered through a bed of Celite® and the solvents of the dried solution
{MgSO,) were evaporated under reduced pressure. The resulting oily residue was
purified by flash chromatography (hexanes/EtOAc 4:1 to 3:2) to afford 12 (1.78 g,
73%, two steps) as a white crystalline powder. Ry 0.24 and 0.14 (hexanes/EtOAc
3:1); [a]”p +291.4 (¢ 0.1, CHCl3). HR-ESI-MS m/z 485.1206 [M + Na]" (calcd for
CaeH2OgNa: 485.1207).

2,3,4-Tri-O-benzoyi-B-L-arabinopyranosyl trichloroacetimidate-*C; (8) and 2,3,4-

tri-O-benzoyl-a-L-arabinopyranosyl trichloroacetimidate-'C, (27)

To a solution of 12 (100 mg, 0.216 mmol) in wet CH,Cl, (1.7 mL) was added DBU
(16 uL, 0.108 mmol) followed by CCI3CN (173 pL, 459 mmol). The mixture was
stirred for 45 min at room temperature, then the solvents were evaporated under
reduced pressure to give a dark red oily residue which was purified by flash
chromatography (hexanes/EtOAc 9:1 to 4:1) to furnish 8 (105 mg, 80%) as a white
foam. If the reaction was performed overnight using K,CO; (30 mg, 0.22 mmol) as a
base instead of DBU, the TCA 27 (87 mg, 66%) was obtained as the major product
(white amorphous powder) along with 8 (26 mg, 20%).

8: R; 0.67 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]®p +229.2 (¢ 0.1, CHCL). 'H and '°C NMR
spectral data of 8* were in agreement with those published in the literature. HR-ESI-
MS m/z 628.0298 [M + Na]" (calcd for CogH,ClNOgNa: 628.0303).
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27: R 0.37 (hexanes/EtOAc 3:1); {a]”p +94.0 (¢ 0.1, CHCL). 'H and ">C NMR
spectral data of 27" were in agreement with those published in the literature. HR-
ESI-MS m/z 628.0296 [M + Na]’ (calcd for CogH,,C1sNOgNa: 628.0303).

28-O-tert-Butyldiphenylsilyl betulin (13}

To a cooled (ice/water bath) solution of 1 (2.00 g, 4.52 mmol), imidazole (769 mg,
11.3 mmol) and DMAP (55 mg, 0.45 mmol) in anhydrous THF (13.2 mL) was added
dropwise TBDPSCl (1.8 mL, 6.8 mmol) under an argon atmosphere. The mixture
was refluxed overnight or until TLC (hexanes/EtOAc 4:1) showed the disappearance
of the initial product. Then, the solvents were evaporated under reduced pressure to
give a residue which was purified by flash chromatography (hexanes/E©,0O 19:1 to
4:1) to furnish 13 (2.762 g, 90%) as a white crystalline powder. Rf 0.59
(hexanes/EtOAc 3:1); [a]®p -11.2 (¢ 1.0, CHCL). 'H NMR (CDCls, 400 MHz) §:
7.68-7.39 (m, 10H, H-Ar), 4.59 (br s, 1H, H-29), 4.52 (br s, 1H, H-29), 3.68 (4, J =
9.8 Hz, 1H, H-28),3.32 (d, /= 9.8 Hz, 1H, H-28), 3.16 (dd, /= 10.9, 4.4 Hz, 1H, H-
3),2.26 (td, J=10.6, 5.6 Hz, 1H, H-19), 2.17-2.09 (m, 2H), 1.64 (s, 3H, H-30), 1.61-
1.10 (m, 15H), 1.06 (s, 9H, C(CH;)s), 0.96 (s, 3H, H-23), 0.93 (s, 3H, H-27), 0.76 (s,
3H, H-25), 0.75 (s, 3H, H-24), 0.70 (s, 3H, H-26), 0.64 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-5). °C
NMR (CDCls, 100 MHz) &: 150.8 (C-20), 135.7-127.6 (C-Ar), 109.4 (C-29), 78.9
(C-3), 61.0 (C-28), 55.2 (C-5), 50.3 (C-9), 48.4 (C-18), 48.4 (C-17), 47.8 (C-19),
42.6 (C-14), 40.7 (C-8), 38.8 (C-4), 38.6 (C-1), 37.2 (C-13), 37.1 (C-10), 34.5 (C-
22), 34.1 (C-7), 29.8 (C-21), 29.5 (C-16), 28.0 (C-23), 27.4 (C-2), 27.0 (C-15), 26.9
(C(CH3)3), 25.1 (C-12}, 20.7 (C-11), 19.4 (C(CHs)3), 19.1 (C-30), 18.3 (C-6), 16.1
(C-25), 15.7 (C-26), 15.4 (C-24), 14.7 (C-27). HR-ESI-MS m/z 703.4906 [M + Na]"
(caled for C4sHgsO,SiNa: 703.4881).
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28-O-tert-Butyldiphenylsilyl betulin 3p-0-a-L-arabinopyranoside (16a) and 28-O-
tert-butyldiphenylsilyl betulin 3 3-O-orL-arabinofuranoside (16b)

The acceptor 13 (1.400 g, 2.055 mmol) and a mixture of donors 8 and 9 (1.871 g,
3.082 mmol, ratio 5:1) were stirred in anhydrous CH,Cl, (41.0 mL) with 4 A MS
under an argon atmosphere for 60 min. Then, the promoter TMSOTTf (37 uL, 0.20
mmol) was injected in the medium via a dry syringe at room temperature while
keeping rigorous anhydrous conditions. The reaction mixture was stirred for 2 h at
room temperature and quenched by addition of EGN (1.15 mL, 8.22 mmol). The
solvents were evaporated under reduced pressure and the resulting residue was
immediately dissolved in a solution of MeOH/THF/H,O 1:2:1 (140 mL) to which
was added NaGH (1.65 g, 41.1 mmol). The reaction mixture was stirred overnight at
room temperature or until TLC (hexanes/EtOAc 2:3) showed the complete
disappearance of the benzoylated products and then acidified to pH =4 with 10%
aqueous HCl. The solvents were evaporated under reduced pressure to give a solid
residue which was purified by flash chromatography (hexanes/EtOAc 2:3 to 100%
EtOAc, then CH;Cly/MeOH 9:1) to afford 16a (1.404 g, 84%, two steps) and 16b
(225 mg, 13%, two steps) as white crystalline powders.

16a: R; 0.62 (CH,CL/MeOH 9:1); [a]*p -10.2 (¢ 0.5, CHCL). 'H NMR {(CDCls, 400
MHz) &: 7.74-7.34 (m, 10H, H-Ar), 4.59 (br s, 1H, H-29), 4.52 (br s, 1H, H-29), 4.26
(d, J=5.6 Hz, 1H, H-1"), 3.90 (m, 1H, H-4"), 3.88 (m, 1H, H-5"), 3.74 (m, 1H, H-2"),
3.68 (m, 1H, H-28), 3.63 (m, 1H, H-3"), 3.46 (m, 1H, H-5"), 3.32 (d, / = 9.2 Hz, 1H,
H-28), 3.07 (m, 1H, H-3), 2.26 (m, 1H, H-19), 2.19-2.08 (m, 2H), 1.90-1.72 (m, 2H),
1.64 (s, 3H, H-30}, 1.62-1.11 (m, 13H), 1.05 (s, 9H, C(CH3)3}, 0.95 (s, 3H, H-23),
0.91 (s, 3H, H-27), 0.76 (s, 3H, H-24), 0.74 (s, 3H, H-25), 0.70 (s, 3H, H-26), 0.63
(d, J = 7.4 Hz, 1H, H-5). *C NMR (CDCl;, 100 MHz) 8: 150.7 (C-20), 135.6-127.6
(C-Ar), 109.4 (C-29), 105.2 (C-1", 89.6 (C-3), 72.9 (C-3"), 71.4 (C-2"), 67.9 (C-4"),
65.0 (C-5"), 61.0 (C-28), 55.5 (C-5), 50.2 (C-9), 48.4 (C-18), 48.4 (C-17), 47.8 (C-
19), 42.5 (C-14), 40.7 (C-8), 39.1 (C-4), 38.7 (C-1), 37.1 (C-13), 36.7 (C-10), 34.4
(C-22), 34.1 (C-7), 29.8 (C-21), 29.5 (C-16), 279 (C-23), 27.0 (C-15), 26.9
(C(CHjs)3), 26.0 (C-2), 25.1 (C-12), 20.7 (C-11), 19.3 (C(CH3)3), 19.1 (C-30), 18.1
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(C-6), 16.4 (C-24), 16.0 (C-25), 15.7 (C-26), 14.6 (C-27). HR-ESI-MS m/z 835.5292
M + Na]" (caled for Cs;H7606SiNa: 835.5303).

16b: R 0.69 (CH,Cly/MeOH 9:1); [a]”’p -41.5 (¢ 0.5, CHCLs). '"H NMR (CDCls, 400
MHz) 8: 7.72-7.35 (m, 10H, H-Ar), 5.10 (br s, 1H, H-1'), 4.59 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-
29), 4.52 (br s, 1H, H-29), 4.19 (m, 1H, H-4"), 4.03 (br s, 1H, H-3), 3.99 (brs, 1H,
H-2", 3.89 (dd, J = 11.7, 2.2 Hz, 1H, H-5"), 3.83 (dd, J = 11.7, 1.4 Hz, 1H, H-5",
3.68 (d, J = 9.9 Hz, 1H, H-28), 3.32 (d, J = 9.9 Hz, 1H, H-28), 3.10 (dd, J = 11.8,
4.8 Hz, 1H, H-3), 2.27 (td, J = 10.7, 5.4 Hz, 1H, H-19), 2.17-2.09 (m, 2H), 1.89-1.75
(m, 2H), 1.65 (s, 3H, H-30), 1.63-1.10 (m, 13H), 1.06 (s, 9H, C(CH3)3), 0.93 (s, 3H,
H-27), 0.92 (s, 3H, H-23), 0.75 (s, 3H, H-25), 0.72 (s, 3H, H-24), 0.69 (s, 3H, H-26).
BC NMR (CDCls, 100 MHz) 8: 150.9 (C-20), 135.7-127.6 (C-Ar), 110.4 (C-1,
109.4 (C-29), 87.9 (C-3), 87.2 (C-4"), 78.2 (C-2"), 78.1 (C-3"), 62.0 (C-5"), 61.0 (C-
28), 55.4 (C-5), 50.2 (C-9), 48.4 (C-18), 48.4 (C-17), 47.8 (C-19), 42.6 (C-14), 40.7
(C-8), 38.8 (C-4), 38.5 (C-1), 37.2 (C-13), 36.8 (C-10), 34.5 (C-22), 34.1 (C-7), 29.8
(C-21), 29.5 (C-16), 28.0 (C-23), 27.0 (C-15), 26.9 (C(CHs)3), 25.9 (C-2), 25.1 (C-
12), 20.7 (C-11), 19.4 (C(CHa)3), 19.1 (C-30), 18.2 (C-6), 16.1 (C-24), 16.0 (C-25),
157 (C-26), 14.7 (C-27). HR-ESI-MS m/z 835.5283 {M + Na] (caled for
Cs1H7606SiNa: 835.5303).

Allyt betulinate (17)

Allyl bromide (0.19 mL, 2.2 mmol) and K,CO; (454 mg, 3.28 mmol) were added to
a solution of 2 (501 mg, 1.10 mmol) in DMF (7 mL}. The reaction mixture was
stirred for 7 h at 55 °C. After cooling, EtOAc was added and the organic layer was
washed with 1 N HCI. The aqueous layer was extracted with EtOAc (3x) and the
combined organic layers were washed with saturated NaHCO; and brine. After the
solution was dried (MgSOs), the solvents were evaporated under reduced pressure.
The resulting residue was purified by flash chromatography (100% CH,CL) to give 8
as a white crystalline powder (458 mg, 84%). Ry 0.58 (CH,Cl,/MeOH 99:1); [a}*%p
+3.9 (¢ 1.00, CHCL). 'H and *C NMR spectral data of 17°7 were in agreement with
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those published in the literature. HR-ESI-MS m/z 497.3985 [M + HI (calcd for
C33H53032 4973995)

Allyl betulinate 3 f-0-a-L-arabinopyranoside (18a) and allyl betulinate 35-0-or1-

arabinofuranoside (18b)

These compounds were prepared from the acceptor 17 (1.250 g, 2.516 mmol} and a
mixture of donors 8 and 9 (2.290 g, 3.774 mmol, ratio 5:1) in the same manner as
that described for compounds 16a and 16b. Purification by flash chromatography
(hexanes/EtOAc 2:3 to 100% EtOAc) gave 18a (1.065 g, 67%, two steps) as a white
crystalline powder and 18b (176 mg, 11%, two steps) as a white amorphous powder.
18a: R; 0.54 (CH,Cl/MeOH 9:1); [0]”’p +4.0 (¢ 0.5, CHCly/MeOH 1:1). 'H NMR
(CDCls, 400 MHz) 6: 5.93 (ddt, J = 17.2, 10.5, 5.7 Hz, 1H, H-2anp1), 5.34 (dq, J =
17.2, 1.1 Hz, 1H, H-3any), 5.23 (dq, J = 10.3, 1.1 Hz, 1H, H-3a1y), 4.74 (d, J = 1.4
Hz, 1H, H-29), 4.60 (m, 1H, H-29), 4.59 (m, 2H, H-1a14}, 4.27 (d, J = 6.5 Hz, 1H,
H-1), 3.92 (m, 1H, H-4"), 3.90 (m, 1H, H-5"), 3.75 (t, / = 8.1 Hz, 1H, H-2"}, 3.65 (dd,
J=284,2.1Hz IH, H-3"), 3.48 (d, J = 11.3, 1H, H-5%, 3.09 (dd, J = 11.3, 4.1 Hz,
1H, H-3), 3.02 (td, J = 11.1, 4.9 Hz, 1H, H-19), 2.31-2.17 (m, 2H), 1.96-1.74 (m,
3H), 1.65 (s, 3H, H-30), 1.66-0.99 (m, 16H}, 0.96 (s, 3H, H-23), 0.95 (s, 3H, H-27),
0.89 (s, 3H, H-26), 0.80 (s, 3H, H-25), 0.77 (s, 3H, H-24), 0.66 (d, J = 9.7 Hz, 1H,
H-5). °C NMR (CDCl;, 100 MHz) &: 175.7 (C-28), 150.5 (C-20), 132.5 (C-2am),
118.1 {(C-3any1), 109.6 (C-29), 105.2 (C-1"), 89.7 (C-3), 72.8 (C-3"), 71.4 (C-2", 67.8
(C-4, 65.0 (C-5"), 64.6 (C-1any), 56.5 (C-17), 55.6 (C-5}, 50.5 (C-9), 49.4 (C-18),
46.9 (C-19), 42.3 (C-14), 40.7 (C-8), 39.1 (C-4), 38.7 (C-1), 38.2 (C-13), 37.0 (C-
22), 36.8 (C-10), 34.3 (C-7), 32.1 (C-16), 30.6 (C-21), 29.6 (C-15), 27.9 (C-23), 26.0
(C-2), 25.5 (C-12), 20.8 (C-11), 19.4 (C-30), 18.1 (C-6), 16.4 (C-24), 16.1 (C-253),
15.9 (C-26), 14.6 (C-27). HR-ESI-MS m/z 651.4221 [M + Na]  (caled for
Ci3HgoO7Na: 651.4231).

18b: R; 0.59 (CH,ClL/MeOH 9:1); [a}”p -44.4 (¢ 0.5, CHCl/MeOH 1:1). '"H NMR
(CDCI/CDs0OD 1:1, 400 MHz) 6: 5.94 (ddt, J = 16.7, 11.1, 5.6 Hz, 1H, H-2any),
5.35(d, J = 17.2 Hz, 1H, H-3any1), 5.25 (d, J = 10.5, 1H, H-3any1), 4.99 (br s, 1H, H-
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1Y), 4.73 (br s, 1H, H-29), 4.60 (m, 1H, H-29), 4.59 (m, 2H, H-1n), 4.04 (q, J = 4.0
Hz, 1H, H-4"), 4.00 (m, 1H, H-2), 3.89 (m, 1H, H-3"), 3.77 (dd, J = 11.9, 2.5 Hz, 1H,
H-5", 3.68 (dd, J = 11.4, 3.7 Hz, 1H, H-5", 3.09 (dd, J = 11.6, 4.3 Hz, 1H, H-3),
3.00 (td, J = 11.3, 5.4 Hz, 1H, H-19), 2.32-2.17 (m, 2H), 1.96-1.76 (m, 3H), 1.70 (s,
3H, H-30), 1.67-1.00 (m, 16H), 0.99 (s, 3H, H-27), 0.95 (s, 3H, H-23), 0.92 (s, 3H,
H-26), 0.84 (s, 3H, H-25), 0.76 (s, 3H, H-24), 0.72 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H-5). °C
NMR (CDCIl;/CD;0D 1:1, 100 MHz) 8: 176.6 (C-28), 150.7 (C-20), 132.8 (C-2a1,),
118.4 (C-3auy), 110.7 (C-17), 109.9 (C-29), 88.1 (C-3), 85.0 (C-4"), 81.4 (C-2"), 77.8
(C-3", 65.1 (C-1anyp), 62.0 (C-5'), 57.1 (C-17), 56.0 (C-5), 51.0 (C-9), 49.8 (C-18),
47.5 (C-19), 42.8 (C-14), 41.1 (C-8), 39.3 (C-4), 39.1 (C-1), 38.7 (C-13), 37.3 (C-
22), 37.3 (C-10), 34.7 (C-7), 32.5 (C-16), 30.9 (C-21), 30.0 (C-15), 28.1 (C-23), 26.2
(C-2), 25.9 (C-12), 21.3 (C-11), 19.4 (C-30), 18.6 (C-6), 16.4 (C-25), 16.4 (C-24),
16.2 (C-26), 14.9 (C-27). HR-ESI-MS m/z 651.4222 [M + Na]" (caled for
C33HeoO7Na: 651.4231).

Betulin  33-O-a-L-arabinopyranoside  (15a) and  betulin  3p-O-o-L-

arabinofuranoside (15b)

These compounds were prepared from the acceptor 14 (150 mg, 0.309 mmol) and a
mixture of donors 8 and 9 (282 mg, 0.464 mmol, ratio 5:1) in the same manner as
that described for compounds 16a and 16b. Purification by C-18 reversed phase flash
chromatography (MeOH/H;0 4:1 to 100% MeOH) gave pure 15a (139 mg, 73%,
two steps) as a white amorphous powder and pure 15b (26 mg, 15%, two steps) as a
white crystalline powder.

15a: R; 0.47 (CH,Cl/MeOH 9:1); [a]*p +12.4 (¢ 0.4, CHCl/MeOH 1:1). 'H NMR
(CDClL/CD;OD 1:1, 400 MHz) 6: 4.68 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-29), 4.57 (br s, 1H, H-
29),4.33 (d, J = 6.1 Hz, 1H, H-1"), 3.87 (m, 1H, H-5"), 3.86 (m, 1H, H-4"), 3.75(d, J
=11.0 Hz, 1H, H-2"), 3.64 (dd, J = 8.3, 6.2 Hz, 1H, H-28), 3.57 (dd, J = 8.3, 2.9 Hz,
1H, H-3"), 3.53 (m, 1H, H-5"), 3.28 (d, J = 11.0 Hz, 1H, H-28), 3.14 (dd, J = 11.4,
4.5 Hz, 1H, H-3), 2.41 (td, J = 10.6, 5.7 Hz, 1H, H-19), 2.01-1.71 (m, 5H), 1.69 (s,
3H, H-30), 1.68-1.07 (m, 14H), 1.05 (s, 3H, H-26), 1.02 (s, 3H, H-23), 0.99 (s, 3H,
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H-27), 0.85 (s, 3H, H-25), 0.82 (s, 3H, H-24), 0.74 (d, J = 12.2 Hz, 1H, H-5). °C
NMR (CDCI:/CDsOD 1:1, 100 MHz) &: 151.1 (C-20), 109.9 (C-29), 105.9 (C-1),
90.2 (C-3), 73.3 (C-3"), 71.8 (C-2'), 68.1 (C-4"), 65.1 (C-5"), 60.0 (C-28), 56.2 (C-5),
51.0 (C-9), 49.3 (C-18), 48.4 (C-19), 48.2 (C-17), 43.2 (C-14), 41.5 (C-8), 39.7 (C-
4), 39.3 (C-1), 37.9 (C-13), 37.4 (C-10), 34.7 (C-7), 34.5 (C-22), 30.2 (C-21), 29.7
(C-16), 28.1 (C-23), 27.5 (C-15), 26.5 (C-2), 26.1 (C-12), 21.4 (C-11), 19.3 (C-30),
18.7 (C-6), 16.5 (C-24), 16.5 (C-25), 16.2 (C-26), 15.0 (C-27). HR-ESI-MS m/z
597.4114 [M + Na]" (calcd for C3sHsgOgNa: 597.4126).

15b: R; 0.57 (CH,ClL/MeOH 9:1); [a]®p -32.2 (¢ 0.1, CHCly/MeOH 1:1). 'H NMR
(CDCls, 400 MHz) 8: 5.11 (br s, 1H, H-1'), 4.68 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-29), 4.58 (br
s, 1H, H-29), 4.20 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H-4), 4.04 (s, 1H, H-3"), 4.01 (br s, 1H, H-2"),
3.89 (dd, J = 11.8,2.2 Hz, 1H, H-5"), 3.84 (dd, J = 11.8, 1.4 Hz, 1H, H-5"), 3.81 (¢, J
= 10.8 Hz, 1H, H-28), 3.34 (d, J = 10.8 Hz, 1H, H-28), 3.12 (dd, J = 11.5, 4.4 Hz,
1H, H-3), 2.39 (td, J = 10.5, 5.7 Hz, 1H, H-19), 2.03-1.71 (m, 4H), 1.69 (s, 3H, H-
30), 1.68-1.02 (m, 17H), 1.01 (s, 3H, H-26), 0.98 (s, 3H, H-27), 0.93 (s, 3H, H-23),
0.82 (s, 3H, H-25), 0.73 (s, 3H, H-24). >C NMR (CDCl;, 100 MHz) 8: 150.5 (C-20),
110.4 (C-1%), 109.7 (C-29), 87.9 (C-3), 87.3 (C-4"), 78.2 (C-2), 78.1 (C-3"), 62.0 (C-
5, 60.5 (C-28), 55.4 (C-5), 50.3 (C-9), 48.7 (C-18), 47.8 (C-19), 47.7 (C-17), 42.7
(C-14), 40.9 (C-8), 38.9 (C-4), 38.6 (C-1), 37.3 (C-13), 36.8 (C-10), 34.1 (C-22),
33.9 (C-7), 29.7 (C-16), 29.1 (C-21), 28.0 (C-23), 27.0 (C-15), 25.9 (C-2), 25.1 (C-
12), 20.8 (C-11), 19.1 (C-30), 18.2 (C-6), 16.1 (C-24), 16.1 (C-25), 15.9 (C-26), 14.7
(C-27). HR-ESI-MS m/z 597.4116 [M + Na] (calcd for Ca35HsgO¢Na: 597.4126).

Betulinic acid 3 3-O-o-L-arabinopyranoside (19a)

To a solution of 18a (75 mg, 0.119 mmol) and PPh; (19 mg, 0.072 mmol) in
anhydrous THF (0.84 mL) was added PdO(PPh3)4 (41 mg, 0.036 mmol) followed by
pyrrolidine (20 gL, 0.239 mmol) at room temperature under an argon atmosphere.
The reaction mixture was stirred in the dark overnight or untii TLC (CH,ClL,/MeOH
9:1) showed the disappearance of the initial product. Then, the solvents were

evaporated under reduced pressure to give a red-yellow powder which was purified
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by flash chromatography (100% CH,Cl, to CH,Cl,/MeOH 47:3) to afford pure 19a
(46 mg, 66%) as a white amorphous powder. R 0.46 (CH,Cl,/MeOH 9:1); [a]ZSD
+5.2 (¢ 0.2, CHCly/MeCH 1:1). "TH NMR (CDCI3/CD;OD 1:1, 400 MHz) 8: 4.72 (d,
J = 1.6 Hz, 1H, H-29), 4.59 (br s, 1H, H-29), 433 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H-1"), 3.88 (m,
1H, H-5"), 3.87 (m, 1H, H-4"), 3.64 (dd, J = 8.1, 6.1 Hz, 1H, H-2"), 3.58 (dd, J = 8.1,
3.0 Hz, 1H, H-3"), 3.53 (dd, J = 13.8, 3.7 Hz, 1H, H-5"), 3.13 (dd, J = 11.6, 4.5 Hz,
1H, H-3), 3.03 (d, J = 10.5, 4.3 Hz, 1H, H-19), 2.31-2.21 (m, 2H), 2.01-1.72 (m,
3H), 1.70 (s, 3H, H-30), 1.68-1.04 (m, 15H), 1.01 (s, 3H, H-23), 0.98 (s, 3H, H-27),
0.95 (s, 3H, H-26), 0.84 (s, 3H, H-25), 0.81 (s, 3H, H-24), 0.74 (d, / = 9.7 Hz, 1H,
H-5). *C NMR (CDCIy/CD;OD 1:1, 100 MHz) &: 179.5 (C-28), 151.2 (C-20), 109.8
(C-29), 105.7 (C-1, 90.2 (C-3), 73.2 (C-3Y), 71.7 (C-2), 67.9 (C-4"), 64.9 (C-5",
56.7 (C-17), 56.2 (C-5), 51.1 (C-9), 49.7 (C-18), 47.5 (C-19), 42.9 (C-14), 41.2 (C-
8), 39.6 (C-4), 39.2 (C-1), 38.8 (C-13), 37.6 (C-22), 37.4 (C-10), 34.8 (C-7), 32.7 (C-
16), 31.0 (C-21), 30.1 (C-15), 28.1 (C-23), 26.4 (C-2), 26.0 (C-12), 21.4 (C-11), 19.5
(C-30), 18.6 (C-6), 16.4 (C-25), 16.4 (C-24), 16.2 (C-26), 14.9 (C-27). HR-ESI-MS
m/z 611.3901 [M + Na]" (calcd for C3sHssO7Na: 611.3918).

Betulinic acid 3 B-O-a-L-arabinofuranocside (195)

This compound was prepared from 18b (75 mg, 0.119 mmol) in the same manner as
that described for compound 19a. Purification by flash chromatography (100%
CH,Cl, to CHyCly/MeOH 47:3) gave pure 19b (50 mg, 71%) as a white amorphous
powder. Ry 0.54 (CH,Cl/MeOH 9:1); [a]”p -41.9 (¢ 0.2, CHCly/MeOH 1:1). 'H
NMR (CDC1;/CD;0OD 1:1, 400 MHz) &: 4.99 (br s, 1H, H-1"), 4.72 (m, 1H, H-29),
4.59 (br s, 1H, H-29), 4.04 (m, 1H, H-4"), 4.01 (dd, J = 3.0, 1.6 Hz, 1H, H-2", 3.88
(dd, J = 5.1, 3.2 Hz, 1H, H-3"), 3.77 (dd, J = 11.9, 3.2 Hz, 1H, H-5"), 3.68 (dd, J =
11.9, 4.1 Hz, 1H, H-5"), 3.09 (dd, / = 11.8, 4.8 Hz, 1H, H-3),3.02 (td, J = 11.0, 4.8
Hz, 1H, H-19), 2.31-2.22 (m, 2H), 2.01-1.89 (m, 2H), 1.81 (m, 1H, H-2), 1.70 (s, 3H,
H-30), 1.68-1.01 (m, 16H), 0.99 (s, 3H, H-27), 0.96 (s, 3H, H-23), 0.95 (s, 3H, H-
26), 0.85 (s, 3H, H-25), 0.77 (s, 3H, H-24), 0.73 (4, J = 10.2 Hz, 1H, H-5). °C NMR
(CDCI/CDs0OD 1:1, 100 MHz) o: 179.6 (C-28), 151.2 (C-20), 110.9 (C-1"), 109.9
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(C-29), 88.3 (C-3), 85.1 (C-4"), 81.7 (C-2"), 78.0 (C-3"), 62.2 (C-5"), 56.8 (C-17), 56.2
(C-5), 51.2 (C-9), 49.8 (C-18), 47.6 (C-19), 43.0 (C-14), 41.3 (C-8), 39.5 (C-4), 39.3
(C-1), 38.9 (C-13), 37.6 (C-22), 37.5 (C-10), 34.9 (C-7), 32.8 (C-16), 31.1 (C-21),
30.2 (C-15), 28.2 (C-23), 26.4 (C-2), 26.1 (C-12), 21.5 (C-11), 19.5 (C-30), 18.8 (C-
6), 16.5 (C-25), 16.5 (C-24), 16.3 (C-26), 15.0 (C-27). HR-ESI-MS m/z 611.3898 [M
+ Na]" (caled for C3sHssO7Na: 611.3918).

28-O-tert-Butyldiphenylsilyl betulin 3-0-3,4-0-isopropylidene-a-1-

arabinopyranoside (20a)

To a cooled (ice/water bath) solution of 16a (1.000 g, 1.230 mmol) in anhydrous
acetone (14.7 mL) were added PPTs (31 mg, 0.122 mmol) and 2,2-
dimethoxypropane (1.52 mL, 12.3 mmol) under an argon atmosphere. The reaction
mixture was stirred overnight at room temperature or until TLC (hexanes/EtOAc 7:3)
showed the disappearance of the initial product. Then, the solvents were evaporated
under reduced pressure and the resulting residue was taken up in CH,Cl; and washed
with saturated NaHCQO; solution and brine. The organic solvents of the dried solution
(MgSO,) were evaporated under reduced pressure to give a residue which was
purified by flash chromatography (hexanes/EtOAc 9:1 to 4:1) to give 20a (626 mg,
60%) as a white crystalline powder. R; 0.38 (hexanes/EtOAc 3:1); {0&}25 p+1.7 {¢ 1.0,
CHCL). 'H NMR (CDCl, 400 MHz) &: 7.72-7.35 (m, 10H, H-Ar), 4.60 (d, J = 2.4
Hz, 1H, H-29), 4.53 (br s, 1H, H-29), 4.20 (m, 3H, H-1', H-4, H-5"), 4.06 (dd, J =
7.6, 5.7 Hz, 1H, H-3"), 3.75 (dd, J = 13.8, 3.5 Hz, 1H, H-5", 3.68 (d, /= 9.9 Hz, 1H,
H-28), 3.63 (t, / = 7.7 Hz, 1H, H-2"), 3.32 (d, J = 9.9 Hz, 1H, H-28), 3.09(dd, J =
11.7, 4.6 Hz, 1H, H-3), 2.26 (td, J = 11.0, 5.7 Hz, 1H, H-19), 2.17-2.08 (m, 2H),
1.91-1.66 (m, 3H), 1.65 (s, 3H, H-30), 1.54 (s, 3H, (CH;3),C), 1.36 (s, 3H, (CH;3),0),
1.06 (s, 9H, C(CH;)s), 0.96 (s, 3H, H-23), 0.92 (s, 3H, H-27), 0.80 (s, 3H, H-24),
0.76 (s, 3H, H-25), 0.69 (s, 3H, H-26), 0.66 (m, 1H, H-5). °C NMR (CDCl;, 100
MHz) &: 150.8 (C-20), 135.7-127.6 (C-Ar), 110.0 ((CHz1):C), 109.4 (C-29), 104.3 (C-
11, 89.0 (C-3), 78.1 (C-3"), 74.3 (C-2%}, 73.2 (C-4"), 63.1 {(C-5"), 61.0 (C-28), 55.5 (C-
5), 50.3 (C-9), 48.4 (C-18), 48.4 (C-17), 47.8 (C-19), 42.6 (C-14), 40.8 (C-8), 35.1
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(C-4), 38.7 (C-1), 37.2 (C-13), 36.8 (C-10), 34.5 (C-22), 34.1 (C-7), 29.8 (C-21),
29.5 (C-16), 28.2 (C-23), 28.0 ((CH3)C), 27.0 (C-15), 26.9 (C(CHs)3), 26.1
((CH3)0), 26.1 (C-2), 25.1 (C-12), 20.7 (C-11), 19.4 (C(CHs)3), 19.1 (C-30}, 18.1
(C-9), 16.5 (C-24), 16.1 (C-25), 15.7 (C-26), 14.7 (C-27). HR-ESI-MS m/z 875.5648
[M + Na] (calcd for CsqHg;OsSiNa: 875.5616).

Allyl betulinate 3 -0-3,4-O-isopropylidene-a-L-arabinopyranoside (20b)

This compound was prepared from 18a (800 mg, 1.27 mmol) in the same manner as
that described for compound 20a. Purification by flash chromatography
(hexanes/EtOAc 9:1 to 4:1) gave 20b (630 mg, 74%) as a white crystalline powder.
R; 0.34 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]*p +18.0 (¢ 1.0, CHCL). 'H NMR (CDCls, 400
MHz) 6: 5.93 (ddt, J = 17.2, 10.3, 5.7 Hz, 1H, H-2anp), 5.34 (dq, J = 17.2, 1.6 Hz,
1H, H-3a1y), 5.24 (dq, J = 10.3, 1.2 Hz, 1H, H-3a1y1), 474 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-
29), 4.60 (m, 1H, H-29), 4.59 (m, 2H, H-1any), 4.21 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-1", 4.20
(m, 2H, H-4', H-5", 4.06 (dd, J = 7.6, 5.7 Hz, 1H, H-3"), 3.76 (dd, J = 13.8, 3.5 Hz,
1H, H-59, 3.63 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H-2"), 3.10 (dd, J = 11.4, 4.6 Hz, 1H, H-3), 3.02
(td, J = 11.3, 4.8 Hz, 1H, H-19), 2.29-2.17 (m, 2H), 1.95-1.75 (m, 2H), 1.69 (s, 3H,
H-30), 1.54 (s, 3H, (CH3),C), 1.37 (s, 3H, (CH3):C), 0.96 (s, 3H, H-23), 0.95 (s, 3H,
H-27), 0.90 (s, 3H, H-26), 0.82 (s, 3H, H-25), 0.80 (s, 3H, H-24), 0.69 (d, J = 8.9
Hz, 1H, H-5). °C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 175.7 (C-28), 150.6 (C-20), 132.6 (C-
2angt), 118.2 (C-3a10), 110.1 ((CH;3)0), 109.6 (C-29), 104.3 (C-1), 89.1 (C-3), 78.2
(C-37), 74.4 (C-27), 73.3 (C-4"), 64.6 (C-1auy1), 63.2 (C-5"), 56.6 (C-17), 55.7 (C-5),
50.6 (C-9), 49.5 (C-18), 46.9 (C-19), 42.4 (C-14), 40.8 (C-8), 39.2 (C-4), 38.8 (C-1),
38.2 (C-13), 37.0 (C-22), 36.9 (C-10), 34.3 (C-7), 32.1 (C-16), 30.6 (C-21), 29.6 (C-
15), 28.2 (C-23), 28.1 ((CH3)C), 26.1 ((CH3),C), 26.1 (C-2), 25.6 (C-12), 20.9 (C-
11), 19.4 (C-30}, 18.2 (C-6), 16.5 (C-24), 16.2 (C-25), 16.0 (C-26), 14.7 (C-27). HR-
ESI-MS m/z 691.4538 [M + Na]" (caled for C4yHgsO7Na: 691.4544),
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28-0O-tert-Butyldiphenylsilyl betulin 36-0-2,3,4-tri-O-benzoyl-a-1L-
rhamnopyranosyl-(1-»2}-3,4-O-isopropylidene-a-L-arabinopyranoside (21a)

The acceptor 20a (500 mg, 0.586 mmol) and the donor 6 (546 mg, 0.879 mmol) were
stirred in anhydrous CH,Cl, (8.8 mL) with 4 A MS under an argon atmosphere for
40 min. The temperature was lowered to -78 °C with an ice CO»/acetone bath, then
the promoter BF;*E,O (52 ul, 0.41 mmol) was injected in the medium via a dry
syringe while keeping rigorous anhydrous conditions. The reaction mixfure was
stirred for 1.5 h at -78 °C and quenched by addition of Et;N (327 pL, 2.34 mmol).
The solvents were evaporated under reduced pressure to give a residue which was
purified by flash chromatography (hexanes/EtOAc 47:3 to 17:1) to afford 21a (600
mg, 78%) as a white crystalline powder. Ry 0.57 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]®p +59.2
(¢ 0.5, CHCL3). "H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 8.13-7.21 (m, 25H, H-Ar), 5.87 (dd, J
= 10.2, 3.5 Hz, 1H, H-3"), 5.75 (dd, J = 3.5, 1.7 Hz, 1H, H-2"), 5.67 (¢, J = 10.0 Hz,
1H, H-4"), 5.61 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-1"), 4.60 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-29), 4.53 (m,
1H, H-29), 4.51 (m, 1H, H-5"), 446 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-1"), 4.25 (m, 2H, H-3', H-
4,4.15(dd, J=13.3,1.9 Hz, 1H, H-59,3.90 (t, /= 7.1 Hz, 1H, H-2"),3.79 (dd, J =
12.6, 2.6 Hz, 1H, H-5"), 3.71 (d, J = 9.9 Hz, 1H, H-28), 3.32 (d, J = 9.9 Hz, 1H, H-
28),3.15(dd, J = 11.7, 4.5 Hz, 14, H-3), 2.26 (td, / = 10.9, 6.0 Hz, 1H, H-19), 2.18-
2.09 (m, 2H), 1.88-1.68 (m, 3H), 1.66 (s, 3H, H-30), 1.55 (s, 3H, (CH3),C), 1.35(d, J
= 6.5 Hz, 3H, H-6"), 1.33 (s, 3H, (CH3)C), 1.23 (s, 3H, H-23), 1.06 (s, 9H,
C(CHs)3), 0.95 (s, 3H, H-27), 0.93 (s, 3H, H-24), 0.79 (s, 3H, H-25), 0.74 (s, 3H, H-
26). °C NMR (CDCl;, 100 MHz) 8: 165.8-165.4 (3x CO), 150.9 (C-20), 135.7-
127.6 (C-Ar), 110.4 ((CH3),C), 109.4 (C-29), 103.3 (C-1"), 95.3 (C-1"), 89.2 (C-3),
79.2 (C-3"), 75.4 (C-2Y), 73.4 (C-4"), 72.0 (C-4"), 70.6 (C-2"), 69.9 (C-3"), 66.5 (C-
5"), 62.7 (C-5"), 61.1 (C-28), 55.9 (C-5), 50.4 (C-9), 48.5 (C-18), 48.4 (C-17), 47.8
(C-19), 42.6 (C-14), 40.8 (C-8), 39.3 (C-4), 38.9 (C-1), 37.2 (C-13), 36.9 (C-10),
34.5 (C-22), 34.2 (C-7), 29.9 (C-21), 29.5 (C-16), 28.1 (C-23), 27.8 ((CH3):C), 27.1
(C-15), 26.9 (C(CHs)3), 26.3 (C-2), 26.1 ((CH3)C), 25.2 (C-12), 20.8 (C-11), 19.4
(C(CHs})3), 19.1 (C-30), 18.2 {(C-6), 17.6 (C-6"), 16.5 (C-24}, 16.2 (C-25), 15.8 (C-
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26), 14.7 (C-27). HR-ESI-MS m/z 1333.6971 [M + Na]" (caled for Cg;H;:013SiNa:
1333.6982).

Allyl  betulinate  3p-0-2,3,4-tri-O-benzoyl-c-L-rhamnopyranosyl-(1-32)-3,4-0-

isopropylidene-a-L-arabinopyranoside (21b)

This compound was prepared from the acceptor 20b (500 mg, 0.747 mmol) and the
donor 6 (696 mg, 1.12 mmol) in the same manner as that described for compound
21a. Purification by flash chromatography (hexanes/EtOAc 9:1 to 17:1) gave 21b
(873 mg, 99%) as a white crystalline powder. Ry 0.51 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]*p
+81.5 (¢ 0.5, CHCL;). "H NMR (CDCls, 400 MHz) 8: 8.13-7.21 (m, 15H, H-Ar), 5.93
(ddt, J =172, 10.3, 5.8 Hz, 1H, H-2an,1), 5.87 (dd, J = 10.0, 3.5 Hz, 1H, H-3"), 5.75
(dd, J = 3.3, 1.6 Hz, 1H, H-2"), 5.66 (t, J = 10.1 Hz, 1H, H-4"), 5.61 (d, J = 1.3 Hz,
1H, H-1"), 5.35(dg, J = 17.3, 1.6 Hz, 1H, H-314y1), 5.24 (dq, J = 10.5, 1.3 Hz, 1H,
H-3aup), 4.75 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-29), 4.61 (m, 1H, H-29), 4.58 (m, 2H, H-1 ),
4.51(dd, J = 9.4, 5.8 Hz, 1H, H-5"), 447 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-1"), 4.26 (m, 2H, H-
3, H-4"), 4.16 (dd, J = 13.0, 1.9 Hz, 1H, H-5"), 3.90 (t, J/ = 7.3 Hz, 1H, H-2'), 3.81
(dd, J = 13.0, 3.0 Hz, 1H, H-5", 3.16 (dd, J = 11.9, 4.8 Hz, iH, H-3),3.03 (td, J =
11.3, 4.5 Hz, 1H, H-19), 2.31-2.18 (m, 2H), 1.96-1.72 (m, 4H), 1.70 (s, 3H, H-30),
1.55 (s, 3H, (CH3),C), 1.35(d, J = 5.8 Hz, 3H, H-6"), 1.34 (s, 3H, (CH3),C), 1.23 (s,
3H, H-23), 0.98 (s, 3H, H-27), 0.93 (s, 3H, H-24), 0.92 (s, 3H, H-26), 0.84 (s, 3H, H-
25), 0.77 (d, J = 9.4 Hz, 1H, H-5). *C NMR (CDCl;, 100 MHz) &: 175.8 (C-28),
165.8-165.4 (3x C0O), 150.6 (C-20), 133.4-133.0 (C-Ar), 132.6 (C-2any), 130.0-
128.2 (C-Ar), 118.1 (C-3any1), 110.4 ((CH3)C), 109.6 (C-29), 103.3 (C-19, 95.2 (C-
1"), 89.2 (C-3), 79.2 {(C-3"), 75.3 (C-2"), 73.4 (C-4), 72.0 (C-4"), 70.6 (C-2"), 69.9
(C-3"), 66.5 (C-5"), 64.6 (C-1any1), 62.7 (C-5"), 56.6 (C-17), 56.C (C-5), 50.6 (C-9),
49.5 (C-18), 47.0 (C-19), 42.4 (C-14), 40.8 (C-8), 39.3 (C-4), 39.0 (C-1), 38.3 (C-
13), 37.0 (C-22), 37.0 (C-10), 34.4 (C-7), 32.2 (C-16), 30.6 (C-21), 29.7 (C-15), 28.1
(C-23), 27.8 ((CH3),C), 26.3 (C-2), 26.1 {({(CH;3),C), 25.6 (C-12), 20.9 (C-11), 19.4
(C-30), 18.2 (C-6), 17.6 (C-6"), 16.6 (C-24), 16.2 (C-25), 16.0 (C-26), 14.7 (C-27).
HR-ESI-MS m/z 1149.5898 [M + Na]" (calcd for CegHgeO14Na: 1149.5910).
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Betulin 3B-0-2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranosyl-(1 —2)-3,4-0-

isopropylidene-a-L-arabinopyranoside (22a)

To a solution of 21a (250 mg, 0.191 mmol) in anhydrous THF (2.08 mL) was added
HOAc (120 L, 2.10 mmol) and 1 M TBAF in THF (2.08 mL) at room temperature
under an argon atmosphere. The reaction mixture was refluxed overnight or until
TLC (CH,Cl,/MeOH 9:1) showed the disappearance of the initial product. Then, the
mixture was diluted with CH,Cl,, washed with H,O, dried over anhydrous MgSQ4,
filtered and the solvents were evaporated under reduced pressure. The resulting
residue was purified by flash chromatography (hexanes/EtOAc 9:1 to 7:3) to furnish
22a (125 mg, 72%, corrected yield) as a white amorphous powder along with 21a
(28 mg, 11%, recovery yield). Ry 0.20 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]”p +91.2 (¢ 0.5,
CHCL). 'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 8.14-7.21 (m, 15H, H-Ar), 5.87 (dd, J =
16.2, 3.5 Hz, 1H, H-3"), 5.75 (dd, J = 3.3, 1.6 Hz, 1H, H-2"), 5.66 (t, J = 10.0 Hz,
1H, H-4"), 5.57 (d, J= 1.1 Hz, 1H, H-1"), 4.69 (d, 7/ = 1.4 Hz, 1H, H-29), 4.59 (brs,
1H, H-29), 4.51 (dq, 10.0, 6.3 Hz, 1H, H-5"), 4.47 (d, /= 7.5 Hz, 1H, H-1"), 4.27 (m,
1H, H-3"), 4.26 (m, 1H, H-4"), 4.16 (d, J = 13.4, Hz, 1H, H-5"), 3.90 (t, J = 7.0 Hz,
1H, H-2", 3.85 (m, 1H, H-28), 3.84 (m, 1H, H-5"), 3.34 (d, J = 10.8 Hz, 1H, H-28),
3.16(dd, J = 11.9, 4.6 Hz, 1H, H-3), 2.40 (td, J = 10.7, 5.7 Hz, 1H, H-19), 2.04-1.80
(m, 4H), 1.69 (s, 3H, H-30), 1.55 (s, 3H, (CH3),(), 1.35 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H-6"),
1.34 (s, 3H, (CH3),C), 1.24 (s, 3H, H-23), 1.03 (s, 3H, H-26), 0.99 (s, 3H, H-27),
0.93 (s, 3H, H-24), 0.85 (s, 3H, H-25), 0.77 (4, J = 10.0 Hz, 1H, H-5). °C NMR
(CDCl;, 100 MHz) 8: 165.8-165.4 (3x CO), 150.5 (C-20), 133.4-128.2 (C-Ar), 1104
{(CH3),C), 109.7 (C-29), 103.3 (C-1", 95.2 (C-1"), 89.2 (C-3), 79.2 (C-3"), 75.3 (C-
2", 73.4 (C-4Y), 72.0 (C-4"), 70.6 (C-2"), 69.9 (C-3"), 66.5 (C-5"), 62.7 (C-5", 60.6
(C-28), 55.9 (C-5), 50.4 (C-9), 48.8 (C-18), 47.8 (C-19), 47.8 (C-17), 42.7 (C-14),
41.0 (C-8), 39.3 (C-4), 39.0 (C-1), 37.3 (C-13), 36.9 (C-10}, 34.2 (C-22), 34.0 (C-7),
29.8 (C-21), 29.2 (C-16), 28.1 (C-23), 27.8 ((CH3)0), 27.0 (C-15), 26.3 (C-2), 26.1
((CH3),C), 25.2 {(C-12), 20.8 (C-11), 19.1 (C-30), 18.2 (C-6), 17.5 (C-6"), 16.5 (C-
24), 16.2 (C-25), 16.0 (C-26), 14.7 (C-27). HR-ESI-MS m/z 1095.5798 [M + Na]”
(calcd for CgsHsgaO13Na: 1095.5804).
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Betulinic  acid  35-0-2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranosyi-(1—»2)-3,4-0-

isopropylidene-a-L-arabinopyranoside (22b)

This compound was prepared from 21b (100 mg, 0.089 mmol) in the same manner as
that described for compound 19a. Purification by flash chromatography
(hexanes/EtOAc 9:1 to 100% EtOAc) gave 22b (82 mg, 85%) as a white amorphous
powder. R;0.28 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]*p +70.2 (¢ 0.5, CHCl). "H NMR (CDCl,,
400 MHz) &: 8.13-7.20 (m, 15H, H-Ar), 5.86 (dd, J = 10.2, 3.5 Hz, 1H, H-3"), 5.75
(dd, J = 3.3, 1.6 Hz, 1H, H-2"), 5.66 (t,J = 10.0 Hz, 1H, H4"), 5.60 (d, J = 1.2 Hz,
1H, H-1"), 4.76 (br s, 1H, H-29), 4.62 (br s, 1H, H-29}, 4.50 (m, 1H, H-5"),4.47(d, J
= 7.5 Hz, 1H, H-1"), 4.26 (m, 2H, H-3', H-4"), 4.16 (d, J = 12.9 Hz, 1H, H-5, 3.90
(m, 1H, H-2"), 3.80 (d, /= 12.2 Hz, 1H, H-5"), 3.16 (dd, J = 11.5, 4.3 Hz, 1H, H-3),
3.01 (td, J = 10.6, 4.4 Hz, 1H, H-19), 2.31-2.14 (m, 2H), 2.05-1.80 (m, 3H), 1.71 (s,
3H, H-30), 1.55 (s, 3H, (CH3),C), 1.34 (s, 3H, (CH;3)C), 1.33 (d, J = 6.0 Hz, 3H, H-
6", 1.23 (s, 3H, H-23), 0.99 (s, 3H, H-27), 0.95 (s, 3H, H-26), 0.92 (s, 3H, H-24),
0.84 (s, 3H, H-25), 0.77 (4, J = 9.4 Hz, 1H, H-5). °C NMR (CDCL, 100 MHz) §:
181.4 (C-28), 165.8-165.4 (3x CO), 150.5 (C-20), 133.4-128.2 (C-Ar), 1104
((CH3),(), 109.7 (C-29), 103.3 (C-1"), 95.3 (C-1"}, 89.2 (C-3), 79.2 (C-3"), 75.4 (C-
2%, 73.4 (C-4"), 72.0 (C-4™), 70.6 (C-2"), 69.9 (C-3"), 66.6 (C-5"), 62.7 (C-5"), 56.4
(C-17), 56.0 (C-5), 50.6 (C-9), 459.3 (C-18), 46.9 (C-19), 42.5 (C-14), 40.8 (C-8),
39.3 (C-4), 39.0 (C-1), 38.4 (C-13), 37.1 (C-22), 37.0 (C-10), 34.4 (C-7), 32.2 (C-
16), 30.6 (C-21), 29.7 (C-15), 28.1 (C-23), 27.8 ({CH3)C), 26.3 (C-2), 26.1
((CH3)RC), 25.6 (C-12), 20.9 (C-11), 19.4 (C-30), 18.2 (C-6), 17.5 (C-6"), 16.5 (C-
24), 16.2 (C-25), 16.0 (C-26), 14.7 (C-27). HR-ESI-MS m/z 1109.5589 [M + Na]"
(caled for CgsHsO14Na: 1109.5597).

Betulin 3 5-0-a-L-rhamnopyranosyl-(I1—»2)-a-L-arabinopyranoside (23a)

To a solution of 22a (65 mg, 0.061 mmol) in anhydrous CH,Cl,/MeOH 1:2 (5.2 mL)
was added TsOH=H,O (9.0 mg, 0.048 mmol) at room temperature under an argon

atmosphere. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature or until
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TLC (hexanes/EtOAc 7:3) showed the complete disappearance of the initial product.
Then, the mixture was quenched with Et;N (49 uL, 0.35 mmol) and the solvents
were evaporated under reduced pressure. The resulting residue was immediately
dissolved in a solution of MeOH/THF/H,O 1:2:1 (4.2 mL) to which was added
NaGCH (49 mg, 1.2 mmol). The reaction mixture was stirred for 4.5 h at room
temperature or until TLC (CHCL/MeOH 9:1) showed the complete disappearance
of the benzoylated products and then acidified to pH =4 with 10% aqueous HCL. The
solvents were evaporated under reduced pressure to give a solid residue which was
purified by C-18 reversed phase flash chromatography (MeOH/H,O 4:1 to 9:1) to
afford pure 23a (42 mg, 84%, two steps) as a white amorphous powder. Ry 0.84
(CH,Cl/MeOH 3:1); [a]”p -32.8 (¢ 0.1, MeOH). '"H NMR (CsDsN, 400 MHz) §:
6.19 (s, 1H, H-1"), 494 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H-1"), 4.90 (br s, 1H, H-29), 4.79 (br s,
1H, H-2"), 4.74 (br s, 1H, H-29), 4.66 (m, 1H, H-3"), 4.62 (m, 1H, H-5"), 4.59 (m,
1H, H-2), 4.34 (m, 1H, H-4"), 433 (m, 1H, H-5", 4.31 (m, 1H, H-3"), 430 (m, 1H,
H-4"), 4.10 (dd, J = 10.2, 4.3 Hz, 1H, H-28), 3.84 (d, J = 10.0 Hz, 1H, H-5", 3.69
(dd, J = 10.5, 4.7 Hz, 1H, H-28),3.28 (dd, J = 11.7, 4.1 Hz, 1H, H-3), 2.64 (td, J =
10.8, 5.9 Hz, 1H, H-19), 2.52-2.40 {m, 2H), 2.23-2.11 (m, 2H), 1.97-1.85 (m, 2H),
1.77 (s, 3H, H-30), 1.66 (d, J = 6.1 Hz, 3H, H-6"), 1.20 (s, 3H, H-23), 1.10 (s, 3H,
H-24), 1.09 (s, 3H, H-27), 0.98 (s, 3H, H-26), 0.82 (s, 3H, H-25),0.75(d, J = 10.8
Hz, 1H, H-5). >C NMR (CsDsN, 100 MHz) 8: 151.6 (C-20), 110.3 (C-29), 105.2 (C-
1%, 102.2 (C-1"), 89.2 (C-3), 76.4 (C-27), 74.5 (C-4"), 74.2 (C-3"), 73.0 (C-3"), 72.8
(C-2"), 70.3 (C-5"), 69.1 (C-4"}, 65.1 (C-5"), 59.8 (C-28), 56.3 (C-5), 51.0 (C-9), 49.5
(C-18), 48.9 (C-17), 48.7 (C-19), 43.3 (C-14), 41.5 (C-8), 40.0 (C-4), 39.5 (C-1),
37.9 (C-13), 37.5 (C-10), 35.2 (C-22), 34.9 (C-7), 30.8 (C-21), 36.4 (C-16), 28.3 (C-
23), 27.9 (C-15), 27.1 (C-2), 26.1 (C-12), 21.4 (C-11), 19.6 (C-30), 19.0 (C-6"), 18.9
(C-6), 17.2 (C-24), 16.8 (C-25), 16.5 (C-26), 15.3 (C-27). HR-ESI-MS m/z 743.4696
[M + Na]" (calcd for C4;HggO1oNa: 743.4705).
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Betulinic acid 3 p-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranoside (235)

This compound was prepared from 22b (50 mg, 0.046 mmol)} in the same manner as
that described for compound 23a. Purification by C-18 reversed phase flash
chromatography (MeOH/H,O 4:1 to 9:1) gave pure 23b (20 mg, 61%, two steps) as a
white amorphous powder. Ry 0.86 (CH,Cl,/MeOH 3:1); {a}zsp -37.7 (¢ 0.1, MeOH).
'H NMR (CD;0D, 400 MHz) 8: 5.10 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-1"), 4.70 (br s, 1H, H-
29), 4.56 (br s, 1H, H-29), 4.52 (d, J = 4.6 Hz, 1H, H-1"), 3.88 (dd, J = 3.2, 1.6 Hz,
1H, H-2"), 3.84 (m, 1H, H-5"), 3.81 (m, 1H, H-5"), 3.79 (m, 1H, H-4"), 3.76 (m, 1H,
H-2), 3.74 {(m, 1H, H-4"}), 3.69 (m, 1H, H-3"), 348 (dd, J = 11.4, 2.4 Hz, 1H, H-5",
3.38 (t, J = 9.5 Hz, 1H, H-3"), 3.10 (m, 2H, H-3, H-19), 2.43 (td, J = 12.1, 2.7 Hz,
1H, H-13), 2.25 (dt, J = 12.6, 3.0 Hz, 1H, H-16), 2.00-1.78 (m, 3H), 1.69 (s, 3H, H-
30), 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H-6"), 1.00 (s, 6H, H-23, H-27), 0.99 (s, 3H, H-26),
0.87 (s, 3H, H-25), 0.82 (s, 3H, H-23), 0.75 (d, J = 9.4 Hz, 1H, H-5). °C NMR
(CD;0D, 100 MHz) &: 181.9 (C-28), 152.5 (C-20), 109.8 (C-29), 104.8 (C-1"), 102.0
(C-1"), 90.6 (C-3), 76.8 (C-2Y, 73.9 (C-37), 73.1 (C-4"), 72.2 (C-3"), 72.1 (C-2™), 70.2
(C-5"), 68.4 (C-4"), 63.8 (C-5"), 58.1 (C-17), 57.2 (C-5), 52.1 (C-9), 50.7 (C-18), 48.5
(C-19), 43.6 (C-14), 42.0 (C-8), 40.4 (C-4), 40.2 (C-1), 39.5 (C-13), 38.6 (C-22),
38.1 (C-10), 35.6 (C-7), 33.9 (C-16), 31.9 {C-21), 31.0 (C-15), 28.5 (C-23), 27.2 (C-
2), 27.0 (C-12), 22.2 {(C-11), 19.6 (C-30), 19.3 (C-6), 18.0 (C-6"), 16.9 (C-24), 16.9
(C-25), 16.8 (C-26), 15.2 (C-27). HR-ESI-MS m/z 757.4488 [M + Na]  (calcd for
Cs1HesO11Na: 757.4497).

Allyl  betulinate  35-0-2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranosyl-(1 >2)-o-L-
arabinopyranoside (24)

To a solution of 21b (200 mg, 0.046 mmol) in anhydrous CH,Cl,/MeOH 1:2 (13.3
mL) was added TsOH*H,0 (23 mg, 0.12 mmol) at room temperature under an argon
atmosphere. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature or until
TLC (hexanes/EtOAc 7:3) showed the complete disappearance of the initial product.
Then, the mixture was quenched with Et;N (124 uL, 0.887 mmol) and the solvents
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were evaporated under reduced pressure to give a solid residue which was purified
by flash chromatography (hexanes/EtOAc 4:1 to 2:3) to furnish 24 (133 mg, 70%) as
a white crystalline powder. Ry 0.15 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]”p +52.5 (¢ 0.2,
CHCL). 'H NMR (CDCl;, 400 MHz) &: 8.12-7.23 (m, 15H, H-Ar), 5.93 (ddt, J =
17.2, 104, 5.7 Hz, 1H, H-2any1), 5.83 (dd, J = 10.2, 3.4 Hz, 1H, H-3"), 5.71 (m, 1H,
H-2"}, 5.69 (m, 1H, H-4"), 538 (d, /= 1.3 Hz, 1H, H-1"), 5.34 (dq, J = 17.2, 1.5 Hz,
IH, H-3auy1), 5.24 (dg, J = 10.4, 1.3 Hz, 1H, H-3auy1), 4.80 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H-1",
4.74(d, J = 2.1 Hz, 1H, H-29), 4.61 (m, 1H, H-29), 4.58 (m, 2H, H-1ny), 4.36 (ddt,
J=9.7,6.3, 6.2 Hz, 1H, H-5"), 4.03 (m, 1H, H-4"), 4.01 (m, 1H, H-3"), 3.99 (m, 1H,
H-2%, 3.83 (dd, J = 11.8, 7.6 Hz, 1H, H-5", 3.68 (dd, J = 11.7, 4.2 Hz, 1H, H-3",
3.15(dd, J = 11.5, 4.5 Hz, 1H, H-3),3.02 (td, J = 11.1, 4.2 Hz, 1H, H-19), 2.30-2.18
(m, 2H), 1.95-1.83 (m, 3H), 1.69 (s, 3H, H-30), 1.34 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-6"), 1.04
(s, 3H, H-23), 0.96 (s, 3H, H-27), 0.92 (s, 3H, H-26), 0.83 (s, 6H, H-23, H-25), 0.72
(d, J = 8.9 Hz, 1H, H-5). >C NMR (CDCls, 100 MHz) 8: 175.7 (C-28), 165.8-165.5
(3x €O}, 150.5 (C-20), 133.5-133.1 (C-Ar), 132.5 (C-2any1), 129.9-128.3 (C-An),
118.1 (C-3any1), 109.6 (C-29), 102.1 (C-17, 98.2 (C-1"), 90.3 (C-3), 76.2 (C-2", 71.6
(C-4"), 70.9 (C-3"), 70.7 (C-2"), 69.8 (C-3"), 67.2 (C-5"), 65.6 (C-4"), 64.6 (C-1auy),
61.3 (C-5, 56.5 (C-17), 55.6 (C-5), 50.5 {C-9), 49.4 (C-18), 46.9 (C-19), 42.4 (C-
14), 40.7 (C-8), 39.2 (C-4), 38.8 (C-1), 38.2 (C-13), 37.0 (C-22), 36.9 (C-10), 34.2
(C-7), 32.1 (C-16), 30.6 (C-21), 29.6 (C-15), 28.0 (C-23), 26.0 (C-2), 25.5 (C-12),
20.9 (C-11), 19.4 (C-30), 18.2 (C-6), 17.5 (C-6"), 16.3 (C-24), 16.1 (C-25), 16.0 (C-
26), 14.7 (C-27). HR-ESI-MS m/z 1109.5589 [M + Na]" (calcd for CgsHzO4Na:
1109.5597).

Aliyt  betulinate 38-0-2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranosyl-(1-»2)-{2,3,4,6-
tetra-0-benzoy!-B-p-glucopyranosyl-(1->4) |- a-L-arabinopyranoside (25)

The acceptor 24 (38.5 mg, 0.036 mmol) and the donor § (41 mg, 0.055 mmol) were
stirred in anhydrous CH,Cl, (1.5 mL) with 4 A MS under an argon atmosphere for
40 min. The temperature was lowered to -10 °C with an ice water/acetone bath, then

a solution of TMSOTY in CH,Cl, (100 gL, 40 mM) was injected in the medium via a



99

dry syringe while keeping rigorous anhydrous conditions. The reaction mixture was
stirred while the temperature was gradually raised to room temperature over 3 h and
quenched by addition of EtzN (21 uL, 0.15 mmol). The solvents were evaporated
under reduced pressure to give a residue which was purified by flash
chromatography (hexanes/EtOAc 9:1 to 1:1) to afford 25 (20 mg, 50%, corrected
yield) as a white crystalline powder along with 24 (6 mg, 15%, recovery yield). R¢
0.32 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]*p +52.0 (¢ 0.1, CHCl). "H NMR (CDCl;, 400 MHz)
o: 8.11-7.22 (m, 35H, H-Ar), 5.93 (m, 1H, H-3"), 5.92 (m, 1H, H-2auy1), 5.79 (dd, J
= 10.2, 3.4 Hz, 1H, H-3"), 5.70 (t, / = 9.7 Hz, 1H, H-4"), 5.62 (m, 2H, H-2", H-4"),
5.59 (m, 1H, H-2"), 533 (dq, J = 17.2, 1.5 Hz, 1H, H-3auy), 5.23 (dq, / = 10.4, 1.3
Hz, 1H, H-3any1), 5.19 (4, J = 1.6 Hz, 1H, H-1"), 5.12 (d, / = 7.9 Hz, 1H, H-1"),
4.74 (m, 1H, H-29), 4.71 (m, 1H, H-6"), 4.65 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-1"), 4.60 (m, 1H,
H-29), 4.59 (m, 2H, H-1any1), 4.51 (m, 1H, H-6"), 4.31 (m, 1H, H-5"), 4.25 (m, 1H,
H-5"), 4.09 (m, 1H, H-5", 4.07 (m, 1H, H-4"), 3.90 (m, 1H, H-3"), 3.83 (m, 1H, H-
2%, 3.68 (m, 1H, H-5", 3.07 (m, 1H, H-3), 3.02 (m, 1H, H-19), 2.30-2.12 (m, 2H),
1.95-1.70 (m, 3H), 1.69 (s, 3H, H-30), 1.29(d, J = 6.2 Hz, 3H, H-6"), 1.00 (s, 3H, H-
23), 0.94 (s, 3H, H-27), 0.89 (s, 3H, H-26), 0.80 (s, 3H, H-25), 0.78 (s, 3H, H-24),
0.68 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H-5). °C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 175.7 (C-28), 166.1-
165.1 (7x CO), 150.6 (C-20), 133.5-133.1 (C-Arx), 132.6 (C-2any1), 129.9-128.3 (C-
Ar), 118.1 {C-3any), 109.6 (C-29), 102.4 (C-17), 101.9 (C-1"), 97.9 (C-1"), 90.3 (C-
3), 76.06 (C-4Y, 76.0 (C-2Y, 72.8 (C-3™), 72.3 (C-5"), 72.0 (C-2™), 71.7 (C-4"), 70.7
(C-2"), 70.6 (C-37), 69.8 (C-3"), 69.6 (C-4"), 67.0 (C-5"), 64.6 (C-1any1), 63.0 (C-6™),
60.6 (C-5", 56.6 (C-17), 55.7 (C-5), 50.6 (C-9), 49.5 (C-18), 46.9 (C-19), 42.4 (C-
14), 40.7 (C-8), 39.2 (C-4), 38.8 (C-1), 38.2 (C-13), 37.0 (C-22), 36.9 (C-10), 34.3
(C-7), 32.1 (C-16), 30.6 (C-21), 29.6 (C-15), 28.1 (C-23), 25.9 (C-2), 25.5 (C-12),
20.9 (C-11), 19.4 (C-30), 18.2 (C-6), 17.5 (C-6"), 16.3 (C-24), 16.2 (C-25), 16.0 (C-
26), 14.7 (C-27). HR-ESI-MS m/z 1687.7167 [M + Na]" (caled for CooH03023Na:
1687.7174).



1600

Betulinic acid 3B-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1-—-2)-{-D-glucopyranosyl-(I1—>4)]-a-

L-arabinopyranoside (3)

To a solution of 25 (17 mg, 0.010 mmol) and PPh; (2.7 mg, 0.016 mmol) in
anhydrous THF (> 0.10 mL) was added PdO(PPh3)4 (5.9 mg, 0.005 mmol) followed
by pymolidine (2.0 pL, 0.024 mmol) at room temperature under an argon
atmosphere. The reaction mixture was stirred for 4.5 h in the dark at room
temperature or until TLC (hexanes/EtOAc 7:3) showed the disappearance of the
initial product. Then, the solvents were evaporated under reduced pressure and the
resulting red-yellow residue was immediately dissolved in a solution of
MeOH/THF/H,0 1:2:1 (0.72 mL) to which was added NaOH (8.4 mg, 0.21 mmol).
The reaction mixture was stired 6 h at room temperature or until TLC
(CH,CL/MeOH 4:1) showed the complete disappearance of the benzoylated product
and then acidified to pH~4 with 10% aqueous HCl. The solvents were evaporated
under reduced pressure to give a solid residue which was purified by C-18 reversed
phase flash chromatography (MeOH/H,O 3:2 to 4:1) to afford pure 3 (5.4 mg, 60%,
two steps) as a white amorphous powder. Ry 0.68 (CH,CL/MeOH 3:1); [a]”’p -24.6
{c 0.1, MeOH). 'H NMR (CsDsN, 700 MHz) 8: 6.21 (brs, 1H, H-1"), 5.16 (d, J = 7.9
Hz, 1H, H-1"), 4.94 (m, 1H, H-29), 479 (d, J = 6.1 Hz, 1H, H-1"), 4.76 (m, 2H, H-
2", H-29), 4.65 (m, 1H, H-5"), 4.64 (m, 1H, H-3"}, 4.53 (m, 1H, H-2", 4.52 (m, 1H,
H-6"), 4.42 (dd, J = 12.2, 3.9 He, 1H, H-5", 4.40 (dd, J = 12.0, 5.0 Hz, 1H, H-6"),
434 (t, J = 94 Hz, 1H, H-4"), 430 (m, 1H, H-4", 4.28 (t, / = 9.3 Hz, 1H, H4"),
427 (m, 1H, H-3"), 423 (t, J = 9.0 Hz, 1H, H-3"), 407 (t, J = 8.5 Hz, 1H, H-2"},
3.92(ddd,/=9.5,5.1,2.3 Hz, 1H, H-5"), 3.81 (d,J = 11.7 Hz, 1H, H-5"),3.57 (td, J
=10.7, 4.5 Hz, 1H, H-19), 3.22 (dd, J = 11.7, 4.2 Hz, 1H, H-3), 2.78 (m, 1H, H-13),
2.66 (m, 1H, H-16), 2.29-2.22 (m, 2H), 2.08 (m, 1H, H-2), 1.95 (m, 1H, H-12), 1.87
(m, 1H, H-15), 1.78 (s, 3H, H-30), 1.76 (t, J = 11.4 Hz, 1H, H-18), 1.65(d, J = 6.2
Hz, 3H, H-6"), 1.61-1.21 (m, 12H), 1.18 (s, 3H, H-23), 1.10 (s, 3H, H-27), 1.09 (s,
3H, H-24), 1.02 (s, 3H, H-26), 0.77 (s, 3H, H-25), 0.72 (d, J = 11.9 Hz, 1H, H-5).
BC NMR (CsDsN, 175 MHz) &: 179.6 (C-28), 151.8 (C-20), 110.2 (C-29), 106.7 (C-
i), 105.3 (C-1), 102.1 (C-1"), 89.1 (C-3), 80.0 (C-4"), 79.1 (C-5"), 78.8 (C-3"),
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76.7 (C-2"), 75.8 (C-2™), 74.4 (C-4™), 74.3 (C-4"), 72.8 (C-3"), 72.6 (C-2"), 71.5 (C-
31, 70.1 (C-5"), 64.9 (C-57), 62.8 (C-6™), 57.1 (C-17), 56.4 (C-5), 51.1 (C-9), 50.1
(C-18), 48.1 (C-19), 43.1 (C-14), 41.3 (C-8), 39.9 (C-4), 39.4 (C-1), 38.8 (C-13),
38.0 (C-22), 37.4 (C-10}, 35.0 (C-7), 33.3 (C-16), 31.6 (C-21), 30.6 (C-15), 28.2 (C-
23), 27.1 (C-2), 26.4 (C-12), 21.5 (C-11), 19.8 (C-30), 19.0 (C-6"), 18.8 (C-6), 17.1
(C-24), 16.7 (C-25), 16.7 (C-26), 15.1 (C-27). HR-ESI-MS m/z 919.5018 [M + Na]”
(calcd for C47H7cOsNa: 919.5026).

28-0-2,3,4,6-Tetra-0-benzoyi-f-p-glucopyranosyl betulinic acid 3p-0-2,3,4-tri-O-
benzoyl-a-L-rhamnopyranosyl-(1 -—»2)-3,4-O-isopropylidene-a-L-
arabinopyranoside (26)

To a solution of the acceptor 22b (30 mg, 0.028 mmol) and the donor 7 (27 mg,
0.041 mmol) in CHyChL (0.32 mL) were added H,O (0.32 mL), K,COs3 (9.5 mg,
0.069 mmol} and BusNBr (3.6 mg, 0.011 mmol). The resulting mixture was
vigorously stirred and refluxed for 6 h. Then, the mixture was diluted with CH,Cl,,
washed with H,O and brine. The solvents of the dried (MgSOs) organic solution
were evaporated under reduced pressure to give a brown residue which was purified
by flash chromatography (hexanes/EtOAc 9:1 to 3:2) to afford 26 (36 mg, 78%) as a
white amorphous powder. R¢ 0.20 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]*p +93.0 (¢ 0.1, CHCLy).
'H NMR (CDCl;, 400 MHz) 8: 8.12-7.22 (m, 35H, H-Ar), 6.03 (d, J = 9.7 Hz, 1H,
H-1"), 6.01 (t, J = 8.3 Hz, 1H, H-3"), 5.86 (dd, J = 10.2, 3.5 Hz, 1H, H-3"), 5.76 (4,
J=9.1Hz, 1H, H-2"), 5.75 (m, 1H, H-2"), 5.73 (t, / = 9.7 Hz, 1H, H-4™), 5.67 (¢, J
=10.0 Hz, 1H, H-4"), 5.61 (d, J= 1.6 Hz, 1H, H-1"),4.71 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-29),
4.58 (m, 1H, H-29) , 4.59 (m, 1H, H-6"), 449 (m, 1H, H-6™), 4.51 (m, 1H, H-5"),
4.45(d, J = 7.5 Hz, 1H, H-1"), 4.29 (m, 1H, H-5"), 4.25 (m, 1H, H-4), 4.25 (m, 1H,
H-3", 4.15 (dd, J = 13.4, 1.6 Hz, 1H, H-5", 3.89 (m, 1H, H-2"), 3.78 {(dd, J = 12.7,
2.6 Hz, 1H, H-5"), 3.11 (dd4, J = 11.5, 4.6 Hz, 1H, H-3), 2.93 (td, J = 11.0, 4.7 Hz,
1H, H-19), 2.17 (m, 1H, H-16), 2.05 (td, J = 12.1, 3.2 Hz, 1H, H-13), 1.96-1.66 (m,
4H), 1.64 (br s, 3H, H-30), 1.54 (s, 3H, (CH3),C), 1.36 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H-6"),
1.33 (s, 3H, (CH3»C), 1.18 (s, 3H, H-23), 0.90 (s, 3H, H-24), 0.80 (s, 3H, H-27),
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0.71 (s, 3H, H-25), 0.63 (d, J = 11.9 Hz, 1H, H-5), 0.49 (s, 3H, H-26). °C NMR
(CDCls, 100 MHz) 8: 174.1 (C-28), 166.1-164.7 (7x CO), 150.3 (C-20), 133.6-128.3
(C-Ar), 110.4 ((CH;3),C), 109.6 (C-29), 103.3 (C-1"), 95.2 (C-1"), 91.4 (C-1"), 89.1
(C-3), 79.2 (C-3"), 75.3 (C-2Y), 73.4 (C-4), 73.0 (C-5"), 72.9 (C-3"), 72.1 (C-4"),
70.6 (C-2"), 70.3 (C-2"), 70.0 (C-3"), 69.4 (C-4"), 66.5 (C-5"), 62.8 (C-6"), 62.7 (C-
5, 56.8 (C-17), 55.8 (C-5), 50.4 (C-9), 49.1 (C-18), 46.7 (C-19), 42.2 (C-14), 40.3
(C-8), 39.2 (C-4), 38.9 (C-1), 38.0 (C-13), 36.8 (C-10), 36.3 (C-22), 33.4 (C-7), 31.5
(C-16), 30.3 (C-21), 29.9 (C-15), 28.1 (C-23), 27.8 ((CH3),C), 26.2 (C-2), 26.1
((CH3),C), 25.5 (C-12), 20.8 (C-11), 19.5 (C-30), 17.9 (C-6), 17.6 (C-6"), 16.6 (C-
24), 16.1 (C-25), 15.4 (C-26), 14.5 (C-27). HR-ESI-MS m/z 1687.7157 [M + Na]"
(calcd for CyoH 103023 Na: 1687.7174).

28-0-f-p-Glucopyranosy! betulinic acid 3p-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—32)-o-L-

arabinopyranoside (4)

This compound was prepared from 26 (80 mg, 0.048 mmol) in the same manner as
that described for compound 23a. Purification by C-18 reversed phase flash
chromatography (MeOH/H,O 3:2 to 3:1) afforded pure 4 (35 mg, 82%, two steps) as
a white amorphous powder. Ry 0.49 (CH,CL/MeOH 3:1); {01]25 p -36.0 (¢ 0.1,
MeOH). 'H NMR (CD;0D, 400 MHz) 8: 5.49 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-1"), 5.10 (4, J
= 1.4 Hz, 1H, H-1"), 4.71 (d, /= 1.6 Hz, 1H, H-29), 4.59 (brs, 1H, H-29),4.53(d, J
= 4.6 Hz, 1H, H-1"), 3.87 (dd, J = 3.3, 1.7 Hz, 1H, H-2"), 3.84 (m, 1H, H-6"), 3.83
(m, 1H, H-5", 3.80 (m, 1H, H-5"), 3.78 (m, 1H, H-4"), 3.76 (m, 1H, H-2"), 3.74 (m,
1H, H-3"), 3.70 (m, 1H, H-6"), 3.69 (m, 1H, H-3"), 3.47 (m, 1H, H-5"), 3.42 (m, 1H,
H-3™), 3.38 (m, 1H, H-5"), 3.38 (m, 1H, H-4"), 3.37 (m, 1H, H-4"), 3.32 (m, 1H, H-
2", 3.08 (dd, J = 11.4,4.3 Hz, 1H, H-3),3.00 (td, / = 11.0, 4.6 Hz, 1H, H-19), 2.39-
2.27 {(m, 2H), 2.03-1.78 (m, 3H), 1.70 (s, 3H, H-30), 1.21 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H-6"),
1.00 (s, 3H, H-27), 0.99 (s, 3H, H-23), 0.96 (s, 3H, H-26), 0.87 (s, 3H, H-25), 0.82
(s, 3H, H-24), 0.74 (¢, J = 9.1 Hz, 1H, H-5). °C NMR (CD;OD, 100 MHz) &: 176.2
(C-28), 151.9 (C-20), 110.3 (C-29), 104.8 (C-1), 102.1 (C-1"), 95.2 {(C-1"), 90.7 (C-
3), 78.8 (C-5"), 78.4 (C-3"™), 76.9 (C-2"), 74.1 {(C-2™), 73.9 (C-4"), 73.1 (C-3"), 72.2
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(C-2"), 72.2 (C-3"), TL.1 (C-4"), 70.2 (C-5"), 68.4 (C-4"), 63.8 (C-5"), 62.4 (C-6"),
57.9 (C-17), 57.2 (C-5), 52.0 (C-9), 50.6 (C-18), 48.4 (C-19), 43.6 (C-14), 42.1 (C-
8), 40.4 (C-4), 40.2 (C-1), 39.4 (C-13), 38.1 (C-10), 37.5 (C-22), 35.5 (C-7), 32.8 (C-
16), 31.5 (C-21), 30.8 (C-15), 28.5 (C-23), 27.2 (C-2), 26.9 (C-12), 22.1 (C-11), 19.5
(C-30), 19.4 (C-6), 18.0 (C-6"), 16.9 (C-24), 16.9 (C-25), 16.7 (C-26), 15.2 (C-27).
HR-ESI-MS m/z 919.5022 [M + Na]" (caled for C47H7¢016Na: 919.5026).
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Table 1. Synthesis of 2,3,4-tri-O-benzoyl-L-arabinopyranosyl trichloroacetimidates

*Cy (8) and 'C4 (27)°

OBz oo 9N S0k
2 ccuégr:ézase_ BzomO NH o+ Bzow NH
820 O/J\CC!a OBz
8 27
Base Yield (%)
Entry .
(equiv) 8 27
1 DBU (0.5) 80 -
2 Cs,CO53(0.2) 79 11
3 NaH (0.8} 42 42
4 KoCO; (1.0) 20 66

? Reactions were performed overnight at room temperature with 8.0 equiv of CC3CN

and 8 mL/mmol of CH,CL at 0.22 mmol scale.
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Figure 1. Structures of betulin (1), betulinic acid (2) and natural betulinic acid
saponins (3, 4).
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Figure 2. Retrosynthetic analysis of betulinic acid 3f3-O-a-L-rhamnopyranosyl-
(1-2)-[B-p-glucopyranosyl-(1->4)]-a-L-arabinopyranoside (3) and 28-O-B-D-
glucopyranosyl betulinic acid 3p-0-a-L-rthamnopyranosyl-(1—»2)-a-L-
arabinopyranoside {4).
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Figure 3. Selected key COSY (==) and HMBC (‘H—>'°C) correlations of saponin 4.
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Figure 4. Temperature dependence of the H-1' anomeric signal of the
arabinopyranosyl moiety of saponin 4 suggesting its high conformational mobility
(‘H NMR 500 MHz, CsDsN).
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Scheme 1. Synthesis of L-arabinosyl donors (8, 9). Reagents and conditions: (a) (i)
BzCl (6.5 equiv), DMAP (0.01 equiv), Py, rt to 60 °C, overnight; (ii) HBr/HOAc
33%, CH,Cly, 1t, 2 h; (ii1) AgrCOs (1.35 equiv), acetone/H,O 20:1, rt, 1.5 h; (iv)
CCLCN (8.0 equivy, DBU (0.5 equiv), CH,Cly, 1t, 4 days, 38% (four steps); (b} BzCl
(6.5 equiv), DMAP (0.01 equiv), Py, rt, overnight, 91% for 18; 1% for 11 (¢) (i)
HBr/HOAc 33%, CH,Cly, 1t, 2 b (i1) AgryCO; (1.35 equiv), acetone/H,0 20:1, rt, 1.5
h, 73% (two steps}; {(d) CCI3CN (8.0 equiv), DBU (0.5 equiv), CH,Ch, rt, 45 min,
80%.
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Scheme 2. Synthesis of 3B-O-a-L-arabinopyranosides (15a, 19a) and 3p-O-a-L-
arabinofuranosides (15b, 19b). Reagents and conditions: (a) TBDPSCI (1.5 equiv),
imidazole (2.5 equiv), DMAP (0.1 equiv), THF, reflux, overnight, 90%; (b) Ac,O
(1.05 equiv), Py, DMAP (0.1 equiv), tt, 2 h, 73%; (c) (i) TCA (1.5 equiv), TMSOTf
(0.1 equiv), 4 A MS, CH,Cl, rt, 2 h; (ii) NaOH (20 equiv), MeOH/THF/H,O 1:2:1,
rt, overnight, 73% for 15a (two steps); 15% for 15b (two steps); 84% for 16a (two
steps}); 13% for 16b (two steps); 67% for 18a (two steps); 11% for 18b (two steps);
(d) 1 M TBAF/HOAc 1:1, THF, reflux, overnight, 42% for 15a; 37% for 15b; (e)
AlIBr (2.0 equiv), KoCOs (3.0 equiv), DMF, 55 °C, 7 h, 84%; (f) Pd’(PPhs), (0.3
equiv}, PPh; (0.6 equiv), pyrrolidine (2.0 equiv), THF, rt, 4 h, 66% for 19a; 71% for

19b.
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Scheme 3. Synthesis of 3B-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosides
23a and 23b. Reagents and conditions: (a} PPTs (0.1 equiv), 2,2-DMP (10 equiv),
acetone, rt, overnight and 60% for 20a; 3.5 h and 74% for 28b; (b) TCA (1.5 equiv),
BF3*OEt, (0.7 equiv), 4 A MS, CH,Cl, -78 °C, 1.5 h, 78% for 21a; 99% for 21b; (c)
1 M TBAF/HOAc 1:1, THF, reflux, overnight, 72% for 22a; (d}) PdO(PPh3)4 0.3
equiv), PPh; (0.6 equiv), pyrrolidine (2.0 equiv), THF, rt, 4 h, 85% for 22b; (e) (1)
TsOH*H,O (0.7 equiv), CH,Cl,/MeOH 1:2, rt, overnight; (ii) NaOH (20 equiv),
MeOH/THF/H,0 1:2:1, 1t, 4.5 h, 84% for 23a (two steps); 61% for 23b (two steps).
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Scheme 4. Completion of the synthesis of natural betulinic acid saponin 3. Reagents
and conditions: {a) TsOH-H,O (0.7 equiv), CH,Cloy/MeOH 1:2, 1t overnight, 70%;
{(b) TCA (1.5 equiv), TMSOTT (0.1 equiv), 4 A MS, CH,Cl, -10 °C to 1t, 3 h, 50%;
(¢) (i) PA°(PPhs)4 (0.3 equiv), PPh; (0.6 equiv), pyrrolidine (2.0 equiv), rt, 4.5 h; (ii)
NaOH (20 equiv), MeOH/THF/H,0 1:2:1, rt, 6 h, 60% (two steps).
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Scheme 3. Completion of the synthesis of natural betulinic acid saponin 4. Reagents
and conditions: (a) Sugar donor (1.5 equiv), K,COs (2.5 equiv), BusNBr (0.4 equiv),
CH,CL/H,O 1:1, reflux, 6 h, 78%; (b) (i) TsOH-H,O (0.7 equiv), CH,CL/MeOH 1:2,
rt, overnight; (it) NaOH (20 equiv), MeOH/THF/H,0 1:2:1, 1t, 4 h, 82% (two steps).
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RESUME GRAPHIQUE
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RESUME

Cet article décrit la premiére synthése d’une saponine naturelle d’acide bétulinique,
3B-O-(a-L-arabinopyranosyl)-lup-20(29)-ene-28-O-p-D-glucopyranosyl  ester (3},
ainsi que de sept autres saponines bidesmosidiques & génine de type lupane. Les
bidesmosides ont été préparés efficacement & 1’aide de diverses procédures de
glycosylation telles que la méthode inverse de Schmidt et les réactions catalysées par
transfert de phase. Les tests in vitro d’activité cytotoxique ont mis en évidence que la
saponine bidesmosidique de bétulinol 22a porteuses de sections a-L-rhamnopyranose
aux positions C-3 et C-28 inhibent fortement (ICso 1,7-1,9 uM) la croissance des
cellules en culture provenant de cancers ayant une grande prévalence dans la

population {poumon, cdlon, prostate et sein).
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ABSTRACT

The naturally occurring cytotoxic saponin, 28-O-3-D-glucopyranosyl betulinic acid
3B-0-o-L-arabinopyranoside (3), was easily synthesized along with seven
bidesmosidic saponins starting from the lupane-type triterpenoids betulin (1) and
betulinic acid (2). As highlighted by the preliminary cytotoxicity evaluation against
A549, DLD-1, MCF7 and PC-3 human cancer cell lines, the bidesmosidic betulin
saponin 22a bearing a-L-rhamnopyranoside moieties at both C-3 and C-28 positions

was determined to be a potent cytotoxic agent (ICsq 1.8-1.9 pM).
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INTRODUCTION

Bidesmosidic saponins are naturally occurring compounds, which consist of a
triterpenoid or steroid aglycone bearing two sugar moieties usually at the C-3 and C-
28 positions. Biological activities exhibited by saponins are quite diversified
(cytotoxic, antitumor, anti-inflammatory, molluscicidal) and have been reviewed
extensively.” However, clinical development of saponins as pharmacological agents
is strongly hampered because of their haemolytic activity inducing toxicity in most
animals when delivered intravenously.’ Interestingly, it has been reported that
bidesmosidic saponins are considerably less haemolytic compared to
monodesmosides’ and thus represent attractive chemical targets for structure-activity
relationships (SAR) studies.

The first synthesis of a bidesmosidic saponin was achieved by the group of Biao Yu’

in 1999. Since this accomplishment, several syntheses of bidesmosides have been

published although most of them are solely related to diosgenin®™®

d5,9—!2

or oleanclic
aci as aglycones. Betulin (1) and betulinic acid (2) are cytotoxic lupane-type
triterpenoids widely distributed in nature.'>'* Synthesis of monodesmosidic lupane-

type saponins has been reported by us'>'°

and by other groups.' > However, to our
knowledge, the only example of the synthesis of betulinic acid bidesmosides is the
preparation of the 3,28-bis-B-D-glucopyranoside derivative.”’ Natural bidesmosidic
saponins of the lupane-type are scarce and have been isolated principally from plant
species of the Schefflera™” and Pulsatilia®®®® genera. Braca and co-workers”™
isolated the 3B-O-(o-L-arabinopyranosyl)-lup-20(29)-ene-28-O-B-D-glucopyranosyl
ester (3) (Figure 1) from the aerial parts of S. rotundifolia, a plant used as a folk
remedy in Asian countries. Bidesmosidic saponin 3 exhibited noticeable cytotoxic

activity against J774.A1, HEK-293 and WEHI-164 cell lines and was found, in this

study, to be more active than glycosides having oleanolic acid or hederagenin as

aglycones.
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We now report the synthesis of the natural bidesmosidic betulinic acid saponin 3
along with seven other bidesmosides (16a, 16b, 19, 21a, 21b, 22a and 22b)
containing D-glucose, L-thamnose and L-arabinose moieties starting from the parent
triterpenoids betulin (1) and betulinic acid (2). The in vitro cytotoxic activity of the
synthesized saponins was evaluated against human cancer cell lines (A549, DLD-1,
MCF7 and PC-3).

RESULTS AND DISCUSSION
Synthesis of bidesmosides

In order to synthesize bidesmosidic betulin saponins, we first planned to introduce
arabinopyranosyl or rhamnopyranosyl moieties at the C-3 position of 1 prior to
glucosylating the C-28 position. As depicted in Scheme 1, betulin (1}"° was treated
with rert-butyldiphenylsilyl chloride (TBDPSCI) in conjunction with imidazole and
4-dimethylaminopyridine (DMAP) in refluxing tetrahydrofuran (THF) to give 9
{90%) protected at the C-28 primary hydroxyl position.” The latter was glycosylated
with the known 2,3,4-tri-O-benzoyl-B-L-arabinopyranosyl trichloroacetimidate (7)°
or 2,3,4-tri-O-a-L-thamnopyranosyl trichloroacetimidate (8)” (Figure 2) under the
promotion of the Lewis acid trimethylsilyl trifluoromethanesulfonate {TMSOTT) in
dry CH,Cl, at room temperature to afford protected monodesmosides 16a and 10b in
vields of 71% and 76%, respectively. De-silylation of 10a and 18b under standard
conditions’, i.e. tetrabutylammonium bromide (TBAF) and acetic acid (HOAc) in
refluxing THF, readily furnished benzoylated betulin saponins 11a (75%) and 11b
(87%). Since the next step consisted in the glucosylation at the C-28 position, we
tried to couple 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-D-glucopyranosyl trichloroacetimidate®
with 11a using the above mentioned glycosylation conditions. However, the reaction
afforded the rearrangement product allobetulin 3B-0-2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-
arabinopyranoside in 42% yield with no trace of the desired bidesmosidic glycoside
12a. Similar treatment of the acceptor 11b with the donor 4 led to the exclusive

formation of the frans-esterification product 28-O-benzoy! betulin 33-0-2,3,4-tri-O-
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benzoyl-a-L-rthamnopyranoside in 42% yield. As shown in Scheme 1, further
modifications of the glycosylation conditions were considered using the acceptor 11b
in conjunction with various glucosyl donors (4-6) and promoters such as boron
trifluoride diethyl etherate (BF3;°OEt;) and silver trifluoromethanesulfonate (AgOTY).
Both the Schmidt’s inverse procedure’’ and phase-transfer conditions™ were also
tried in order to glucosylate the C-28 position of 11b. Unfortunately, all these
attempts failed to yield the target bidesmoside 12b. Instead, rapid decomposition of
sugar donor (4-6) was generally observed based on TLC analysis. It is worth noting
that 11b was nearly quantitatively transformed into allobetulin 3B-0-2,3,4-tri-O-
benzoyl-a-L-rhamnopyranoside when the Lewis acid AgOTf was used as promoter
of the glycosylation reaction. The yields of the rearrangement were comparable to
those reported by Li and co-workers for the preparation of allobetulin from betulin
(1) catalysed by solid acids.”

Therefore, we turned to another approach for the synthesis of bidesmosidic betulin
saponins. According to Scheme 2, the known betulin 3-acetate (13)'° was prepared in
good yield (86%, two steps} from 1 following a reported procedure. Once again,
attempts to glucosylate the acceptor 13 with 4 under the catalytic action of TMSOTTf
(0.1 equiv) in dry CH)Cl, (20 ml/mmol) afforded rearrangement products
(allobetulin 3-acetate, 30% yield) and frans-esterification (28-O-benzoyl betulin 3-
acetate, 17% yield) instead of the desired glycoside 14. However, condensation of 13
and 4 proceeded smoothly to furnish 14 (60% yield) when only 0.05 equiv of
TMSOTS was used in 40 mL/mmol of dry CH,Cl,. Thereafter, deacetylation of the
C-3 position was achieved by treatment of 14 with acetyl chloride (ACCI)34 in dry
CH,CL/MeOH 1:2 to afford 15 in good yield (75%). The latter acceptor was coupled
with the donors 7 or 8 using TMSOTT as the promoter to give the fully benzoylated
bidesmosides 12a (62%) and 12b (72%), which were deprotected using standard
conditions (NaOH, MeOH/THF/H,0 1:2:1) to provide the target bidesmosidic
betulin saponins 16a and 16b in excellent yields (86% and 80%, respectively). The
overall yields for the syntheses were 24% for 16a and 26% for 16b over four linear

steps starting from betulin 3-acetate (13).
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Synthesis of the natural bidesmosidic betulinic acid saponin 3 along with the non-
natural saponin 19 was achieved in a straightforward manner. As depicted in Scheme
3, the lupane-type triterpenoid betulinic acid (2) was condensed with the known
donor 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-o-D-glucopyranosyl bromide (6)*° under phase-
transfer conditions> using KoCO3; and TBAF in a refluxing solution of CH,CL/H,O
1:1 to furnish 17 in excellent yield (90%). The latter was coupled with the donors 7
or 8 under the promotion of TMSOTf to afford 18a (63%) and 18b (86%).
Subsequent removal of the benzoyl groups by treatment with NaOH in
MeOH/THF/H,O provided the target bidesmosidic saponins 3 (75%) and 19 (81%).
The overall yields for the syntheses were 43% for 3 and 63% for 19 over three linear
steps starting from 1. Unexpectedly, it was found that the physical and analytical data
('"H NMR, C NMR and [a]p) of saponin 3 were not in agreement with those
reported for the natural product isolated from S. rotundifolia.®

Surprisingly, glucosylation at the C-3 position of 28-0-2,3,4,6-tetra-O-benzoyi-f-D-
glucopyranosyl betulinic acid (17) proved to be very difficult. In fact, as shown in
Scheme 4, all attempts to condense the acceptor 17 with either the
trichloroacetimidate sugar donor 4 under Schmidt’s normal® and inverse procedure’
or the bromide sugar donor 6 in conjunction with silver oxide (Ag,0)> and AgOTf®
(modified Koenigs-Knorr methods) failed to yield the fully protected bidesmosidic
betulinic acid saponin 20. According to TLC and NMR analysis, no coupling product
was observed in any assays and the acceptor 17 was nearly fuily recovered. Thus, we
chose to adopt another strategy in which the unprotected betulin (1) and betulinic
acid (2) are glycosylated at both C-3 and C-28 positions via Schmidt’s inverse
procedme35 (Scheme 5). Using this methodology, the acceptors (I or 2) and the
promoter {TMSOTY) were premixed before the dropwise addition of the sugar donors
(4 or 8, 3 equiv) at low temperature (-10 °C). Deprotection of the crude product
(NaOH, MeOH/THF/H,0) and purification by C-18 inversed phase flash
chromatography afforded the target saponins (21a, 21b, 22a and 22b) in yields
ranging from 37 to 84% over two steps. As expected, the 1,2-frans-glycosidic

linkage (o-L-rhamnoside and B-D-glucoside) of saponins was clearly proved by 'H
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NMR analysis (6 4.98, d, J;» 7.8 Hz and § 4.30, d, J;, 7.6 Hz, H-1' for 21a and 21b;
8§ 4.76, br s and § 4.72, d, J; 1.3 Hz, H-1’ for 22a and 22b).%°

Cytotoxicity evaluation

In vitro cytotoxic activity of lupane-type bidesmosidic saponins was evaluated
against four human cancer cell lines including lung carcinoma (A549), and colorectal
(DLD-1), breast (MCF7) and prostate {PC-3) adenocarcinomas. These cancer cell
lines were chosen as cellular models since they are quite prevalent in the population
and cause the majority of human cancer deaths.*’ The parent triterpenoids betulin
(1), betulinic acid (2)4’l and the clinically used etoposide were used as positive
controls. The cytotoxicity of 28-O-B-D-glucopyranosides of betulin'> and betulinic
acid'® was also investigated. Cell viability was assessed through the resazurin
reduction test after 48 hours of incubation between compounds and cells.*** The
cytotoxicity results are expressed as the concentration inhibiting 50% of the cell
growth (ICsg). As shown in Table 1, betulin (1) and betulinic acid (2) inhibited
cancer cell growth with ICsy ranging from 3.8 to 23.3 pM and 10.3 to 41 pM,
respecﬁvely.’ It is worth noting that these natural triterpenoids were significantly
more cytotoxic against A549 and DLD-1 cell lines (P <0.05). Moreover, cytotoxic
activity was also assessed against human normal skin fibroblasts (WS1), but no

selectivity was observed for the new series of bidesmosidic saponins.

It had been shown in previous structure-activity relationship (SAR) studies that the
free C-28 carboxylic acid function is important to preserve the cytotoxicity of
betulinic acid (2).18’4'4“4“S As revealed in Table 1, in our SAR study, this assertion was
verified for the two monodesmosidic betulin and betulinic acid saponins bearing a
single glucopyranoside moiety at C-28 (ICsp >100 uM). On the other hand, the
cytotoxicity profile of most of the synthesized bidesmosidic saponins bearing an
additional sugar moiety at C-3 was generally similar or higher than betulinic acid (2)
against tested cancer cell lines. Bidesmosidic saponins 21a and 21b were the sole

exceptions to this general tendency since the presence of f-D-glucopyranoside
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moieties at both C-3 and C-28 positions seems to have a detrimental effect on
cytotoxicity. Nevertheless, saponins 21a and 21b were preferentially cytotoxic and
significantly (P <0.05) more active than betulinic acid (2) against breast

adenocarcinoma (MCF7) cells (ICso 14.5 and 20 puM, respectively).

It is noteworthy that the natural bidesmosidic betulinic acid saponin 3, which features
an o-L-arabinopyranoside moiety at C-3, was only moderately cytotoxic against the
cancer lines (ICsq 23-76 uM) whereas the betulin analogue 16a bearing the same
sugar residues was more cytotoxic than betulinic acid (2) against MCF7 and PC-3

cell lines (ICs 9.5 and 5.3 uM, respectively).

In this SAR study, the most active saponins were generally those bearing o-r-
rhamnopyranoside moieties. Indeed, bidesmosides 16b, 19, 22a and 22b inhibited
the growth of human cancer cell lines with ICsy values ranging from 1.7 to 23 uM.
Saponins 22a and 22b containing an o-L-rhamnopyranoside moiety at both C-3 and
C-28 positions were highly cytotoxic against all tested cancer cell lines (ICs9 1.7-1.9
and 6.0-7.2 uM, respectively) and significantly more active than their parent
triterpenes (P <0.05). Notably, bidesmosidic betulin saponin 22a was the most potent
of all tested compounds to inhibit the growth of human cancer cell lines. The
cytotoxic activity of saponin 22a was also significantly higher (P <0.03) than
betulinic acid 38-0-a-L-thamnopyranoside (ICso 2.6 uM, A549)"°, which was shown
in previous SAR studies to be the most cytotoxic compound of 44 tested lupane- and
germanicane-type triterpenoids and related 3B-O-monodesmosidic sapenins.'”'® The
increase in cytoxicity correlated with the presence of rthamnose moieties was also
reported in the literature for solasodine steroidal glycosides.””* It was suggested that

certain types of cancer cells may have protein receptors, such as lectins,”™!

that
recognize rhamnose moieties and facilitate movement of the drug into the cellular
cytoplasm.47 Thus, these rhamnose receptors could serve to deliver the anticancer
agent directly to the tumor.”>** Further investigations are needed to confirm if the

strong in vitro cytotoxicity of bidesmosidic saponins 22a and 22b can be explained
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by the binding of their thamnose moieties to the specific sugar receptors of cancerous

cells.

CONCLUSION

In summary, eight bidesmosidic saponins (3, 16a, 16b, 19, 21a, 21b, 22a and 22b)
were synthesized in moderate to good overall yields starting from betulin (1) and
betulinic acid (2). The syntheses were achieved by a combination of Schmidt’s
procedures and  phase-transfer conditions using fully  benzoylated
trichloroacetimidate and sugar bromide donors. This SAR study suggests that the
relative cytotoxicities of bidesmosidic betulin and betulinic acid saponins are
strongly influenced by the nature of both the aglycone and the sugar moieties.
Bidesmosides 22a and 22b bearing a-i-rhamnopyranosyl moieties at both C-3 and
C-28 positions were highly cytotoxic. Therefore, these preliminary results indicate
that bidesmosidic saponins having betulin (1) or betulinic acid (2) as the aglycone
may have clinical potential as anticancer agents. The relatively high polarity of these
compounds should facilitate the preparation of non-toxic injectable formulations for
further in vivo studies on animal models. Work on the evaluation of the haemolytic
activity and the mechanism of action of these new “lead” compounds (22a and 22b)

is currently in progress in our laboratory and results will be reported in due course.

EXPERIMENTAL SECTION

General methods

Chemical reagents were purchased from Sigma-Aldrich Co. Canada or Alfa Aesar
Co. and were used as received. Solvents were obtained from VWR International Co.
and were used as received. Air and water sensitive reactions were performed in
flame-dried glassware under an argon atmosphere. Moisture sensitive reagents were
introduced via a dry syringe. Dichloromethane and acetone were distilled from
anhydrous CaH, under an argon atmosphere. Tetrahydrofuran (THF) was distilled
from sodium/benzophenone ketyl under an argon atmosphere. MeOH was distilled
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from Mg and I under an argon atmosphere. Analytical thin-layer chromatography
was performed with silica gel 60 Fysq, 0.25 mm pre-coated TLC plates (Silicycle,
Québec, Canada). Compounds were visualized using UVs4 and cerium molybdate (2
g Ce(SO4)4(NHy)s, 5 g MoO4(NH,),, 200 mL HyO, 20 mL H,SO4) with charring.
Flash column chromatography was carried out using 230-400 mesh silica gel
(Silicycle, Québec, Canada). All chemical yields represent the highest result obtained
for at least three independent experiments. NMR spectra were recorded on a Bruker
Avance spectrometer at 400 MHz (‘H) and 100 MHz (*°C), equipped with a 5 mm
QNP probe. Elucidations of chemical structures were based on 'H, C, Cosy,
TOCSY, HMBC, HSQC and DEPT-135 experiments. Chemical shifts are reported in
ppm (O) relative to tetramethylsilane (TMS). Optical rotations were cbtained at the
sodium D line at ambient temperature on a Rudolph Research Analytical Autopol IV
automatic polarimeter. High-resolution electrospray ionization mass spectra (HR-
ESI-MS) were obtained at the Department of Chemistry, Université de Montréal,
Québec, Canada. Compound 57 was synthesized from p-glucose. Betulin (1) was
extracted from the outer bark of Betula papyrifera March. and recrystallized with an
azeotropic mixture of 2-butanol/H,O (37:13) to afford crude 1 with purity >95%
according to GC-MS. Betulinic acid (2) was purchased from Indofine Chemical
Company Inc. 28-O-B-D-glucopyranosyl betulin,> 28-O-B-D-glucopyranosyl
betulinic acid'®, 28-O-ferr-butyldiphenylsilyl betulin (9)°® and betulin 3-acetate (13)'°

were synthesized according to reported procedures.

28-O-tert-Butyldiphenylsilyl betulin 38-0-2,3,4-tri-O-benzoyi-o-L-

arabinopyranoside (10a).

The acceptor 9 (750 mg, 1.10 mmol) and the donor 7 (1.00 g, 1.65 mmol) were
stirred at room temperature in anhydrous CH,Cl, (16.5 mL, 15 mLemmol ) with 4 A
MS under an argon atmosphere during 60 min. Then, the promoter TMSOT{ (12 pL,
0.055 mmol) was injected in the medium via a dry syringe while keeping rigorous
anhydrous conditions. The mixture was stirred 2.5 h at room temperature and

quenched by addition of Et;N (0.61 mL, 4.4 mmol). The solvents were evaporated
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under reduced pressure, then the resulting oily residue was purified by flash
chromatography (hexanes/Et,O 9:1 to 17:3) to afford 10a (874 mg, 71%) as a white
crystalline powder. Ry 0.67 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]”p +71.0° (¢ 1.0, CHCL); 'H
NMR (CDCls, 400 MHz) §: 8.08-7.27 (25H, H-Ar), 5.78 (1H, dd, /=8.7, 6.5 Hz, H-
21, 5.68 (1H, m, H-4"), 5.60 (1H, dd, J=8.9, 3.5 Hz, H-3"), 4.78 (1H, d, /=6.4 Hz, H-
1M, 4.59 (1H, br s, H-29), 4.52 (1H, br s, H-29), 432 (1H, dd, /=13.0, 3.8 Hz, H-5",
3.86 (1H, dd, J=12.9, 1.8 Hz, H-5"), 3.68 (1H, d, J/=9.9 Hz, H-28), 3.32 (1H, 4,
J=10.0 Hz, H-28), 3.13 (1H, dd, J=11.4, 4.8 Hz, H-3), 2.26 (1H, td, J/=11.0, 5.6 Hz,
H-19), 1.64 (3H, s, H-30), 1.06 (9H, s, C(CHs)3), 0.91 (3H, s, H-27), 0.77 (3H, s, H-
23), 0.75 (3H, s, H-25), 0.68 (3H, s, H-26), 0.64 (3H, s, H-24). >°C NMR (CDCl;,
100 MHz) 8: 165.8-165.2 (3xCO), 150.7 (C-20), 135.7-127.6 (C-A1), 109.4 (C-29),
103.0 (C-1Y, 90.1 (C-3), 70.8 (C-37), 70.2 (C-2"), 68.7 (C-4", 62.6 (C-5"), 61.0 (C-
28), 55.5 (C-5), 50.3 {(C-9), 48.4 (C-18}, 48.4 (C-17), 47.8 (C-19), 42.6 (C-14), 40.7
(C-8), 39.0 (C-4), 38.6 (C-1), 37.2 (C-13), 36.8 (C-10), 34.5 (C-22), 34.1 (C-7), 29.8
(C-21), 28.5 (C-16), 27.7 (C-23), 27.0 (C-15), 26.9 (C(CHs)3), 26.1 (C-2), 25.1 (C-
12), 20.7 (C-11), 19.4 (C(CHs)3), 19.1 (C-30), 18.1 {C-6), 16.0 (C-24), 16.0 (C-25),
15.7 (C-26), 14.6 (C-27). HR-ESI-MS m/z 1147.6111 [M + Na] (caled for
C7,HgsOySiNa, 1147.6090).

28-O-tert-Butyldiphenylsilyl betulin 38-0-2,3,4-tri-O-benzoyl-o-L-
rhamnopyranoside (10b).

This compound was prepared from the acceptor 9 (500 mg, 0.734 mmol} and the
donor 8 (684 mg, 1.10 mmol) in the same manner as that described for compound
10a. Purification by flash chromatography (isocratic hexanes/Et,O 9:1) gave 10b
(634 mg, 76%) as a white crystalline powder. Ry 0.77 (hexanes/EtOAc 3:1); [0
+46.6° (¢ 0.5, CHCL); '"H NMR (CDCl;, 400 MHz) &: 8.13-7.21 (25H, H-Ar), 5.84
(1H, dd, J=10.1, 3.3 Hz, H-3"), 5.68 (1H, m, H-4"), 5.65 (1H, m, H-2", 5.08 (1H, d,
J=1.1 Hz, H-1"), 4.60 (1H, d, /=1.8 Hz, H-29), 4.53 (1H, brs, H-29), 4.30 (1H, m, H-
5%, 3.70 (1H, 4, /=9.9 Hz, H-28), 3.34 (1H, d, /=9.9 Hz, H-28), 3.20 (14, t, /=8.3
Hz, H-3), 2.27 (1H, td, J=10.8, 5.6 Hz, H-19), 1.65 (3H, s, H-30), 1.33 (3H, d, /=6.2
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Hz, H-6), 1.07 (9H, s, C(CHa)3), 1.06 (3H, s, H-23), 0.94 (3H, s, H-24), 0.94 (3H, s,
H-27), 0.83 (3H, s, H-25), 0.72 (3H, s, H-26). '°C NMR (CDCl;, 100 MHz) 5: 165.8-
165.6 (3xCO), 150.8 (C-20), 135.7-127.6 (C-Ar), 109.4 (C-29), 99.7 (C-1'), 90.0 (C-
3), 72.0 (C-4"), 71.2 (C-2"), 70.2 (C-3"), 66.8 (C-5'), 61.1 (C-28), 55.4 (C-5), 50.3 (C-
9), 48.4 (C-18), 48.4 (C-17), 47.8 (C-19), 42.6 (C-14), 40.8 (C-8), 39.1 (C-4), 38.6
(C-1), 37.2 (C-13), 36.9 (C-10), 34.5 (C-22), 34.1 (C-7), 29.9 (C-21), 29.5 (C-16),
28.3 (C-23), 27.0 (C-15), 26.9 (C(CHs)s), 25.6 (C-2), 25.1 (C-12), 20.8 (C-11), 19.4
(C(CHs)s), 19.1 (C-30), 18.3 (C-6), 17.6 (C-6"), 16.4 (C-24), 16.1 (C-25), 15.7 (C-
27), 14.7 (C-26). HR-ESI-MS m/z 1161.6262 [M + Na]* (caled for C73HooOsSiNa,
1161.6246).

Betulin 3§-0-2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-arabinopyranoside (11a).

To a solution of 10a (200 mg, 0.178 mmol) in anhydrous THF (1.94 mL) was added
HOAc (224 pL, 3.91 mmol) and 1 M TBAF in THF (3.88 mL) at room temperature
under an argon atmosphere. The mixture was refluxed overnight or until TLC
(hexanes/EtOAc 4:1) showed the disappearance of the initial product. Then, the
mixture was diluted with EtOAc, washed with H,O, dried over anhydrous MgSQOy,
filtered and the solvents were evaporated under reduced pressure. The resulting
residue was purified by flash chromatography (hexanes/E$,0O 9:1 to 3:2) to furnish
11a (117 mg, 75%) as a white amorphous solid. R¢0.27 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]*p
+103.6° (¢ 0.1, CHCL); 'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 8.09-7.27 (15H, H-Ar), 5.77
(1H, dd, J=8.9, 6.5 Hz, H-2"), 5.67 (1H, m, H-4"), 5.60 (1H, dd, J=8.9, 3.5 Hz, H-3"),
4.78 (1H, d, /=6.5 Hz, H-1"), 4.68 (1H, d, J/=1.8 Hz, H-29), 4.57 (1H, br s, H-29),
4.33 (1H, dd, J=13.0, 3.8 Hz, H-5"), 3.88 (1H, dd, /=12.9, 1.9 Hz, H-5"), 3.78 (1H, d,
J=10.7 Hz, H-28), 3.32 (1H, d, /=10.7 Hz, H-28), 3.14 (1H, dd, /=113, 4.8 Hz, H-
3), 2.38 (1H, td, /~=10.7, 5.6 Hz, H-19), 1.68 (3H, s, H-30), 0.98 (3H, s, H-26), 0.95
(3H, s, H-27), 0.80 (3H, s, H-25), 0.76 (3H, s, H-23), 0.64 (3H, s, H-24). °C NMR
(CDCls, 100 MHz) &: 165.8-165.2 (3xCO), 150.4 (C-20), 133.3-128.3 (C-Ar), 109.7
(C-29), 103.0 (C-17, 90.1 (C-3), 70.7 (C-3"), 70.2 (C-2", 68.7 (C-4"), 62.6 (C-5"),
60.4 (C-28), 55.5 (C-5), 50.3 (C-9), 48.7 (C-18), 47.7 (C-17), 47.7 (C-19), 42.6 (C-
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14), 40.9 (C-8), 39.0 (C-4), 38.7 (C-1), 37.2 (C-13), 36.8 (C-10), 34.1 (C-7), 33.9 (C-
22), 29.7 (C-21), 29.1 (C-16), 27.7 (C-23), 27.0 (C-15), 26.1 (C-2), 25.2 (C-12), 20.8
(C-11), 19.1 (C-30), 18.1 (C-6), 16.0 (C-25), 16.0 (C-24), 15.9 (C-26), 14.7 (C-27).
HR-ESI-MS m/z 909.4957 [M + NaJ" (calcd for CsgH0OsNa, 909.4912).

Betulin 3p-0-2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranoside (115).

This compound was prepared from 10b (200 mg, 0.176 mmol) in the same manner as
that described for compound 11a. Purification by flash chromatography
(hexanes/EtOAc 9:1 to 3:2) gave 11b (138 mg, 87%) as a white crystalline powder.
Rr 0.33 (hexanes/EtOAc 3:1); [0]”p +76.6° (¢ 1.0, CHClL3); 'H NMR (CDCls, 400
MHz) §: 8.13-7.23 (15H, H-Ar), 5.82 (IH, dd, /=10.2, 3.3 Hz, H-3"), 5.67 (1H, t,
J=10.0 Hz, H-4"), 5.64 (1H, dd, /=3.3, 1.8 Hz, H-2"), 5.08 (1H, d, J/=1.4 Hz, H-1"),
4.69 (1H, d, J=2.1 Hz, H-29), 4.58 (1H, br s, H-29), 4.30 (1H, ddt, /=9.7, 6.2, 6.2
Hz, H-5", 3.81 (1H, d, /~=10.8 Hz, H-28), 3.34 (1H, d, /=10.8 Hz, H-28), 3.20 (1H,
dd, /=8.7, 7.5 Hz, H-3), 2.39 (1H, td, J=10.5, 5.6 Hz, H-19), 1.68 (3H, s, H-30), 1.33
(3H, d, /=6.2 Hz, H-0"), 1.05 (3H, s, H-23), 1.04 (3H, s, H-26), 0.98 (3H, s, H-27),
0.93 (3H, s, H-24), 0.89 (3H, s, H-25). °C NMR (CDCl;, 100 MHz) &: 165.9-165.6
(3xCO), 150.5 (C-20), 133.4-128.3 (C-Ar), 109.7 (C-29), 99.7 (C-1"), 90.0 (C-3),
72.0 (C-4), 71.2 (C-2"), 70.2 (C-3"), 66.8 (C-5"), 60.6 (C-28), 55.5 (C-5), 50.4 (C-9),
48.8 (C-18), 47.8 (C-19), 47.8 (C-17), 42.7 (C-14), 41.0 (C-8), 39.2 (C-4), 38.7 (C-
1), 37.3 (C-13), 36.9 (C-10), 34.2 (C-7), 34.0 (C-22), 29.8 (C-21), 29.2 (C-16), 28.3
(C-23), 27.0 (C-15), 25.7 (C-2), 25.2 (C-12), 20.9 (C-11), 19.1 (C-30), 18.3 (C-6),
17.6 (C-6", 16.4 (C-24), 16.2 (C-25), 16.0 (C-26), 14.8 (C-27). HR-ESI-MS m/z
923.5111 [M + Na]" (caled for Cs;H72O9Na, 923.5069).

28-0-2,3,4,6-Tetra-O-benzoyi-f-p-glucopyranosyl betulin 3-acetate (14).
This compound was prepared from the acceptor 13 (700 mg, 1.44 mmol) and the

donor 4 (1.61 g, 2.17 mmol) in the same manner as that described for compound 10a

except for the molar volume of CH,ChL (40 mL°mmol'1). Purification by flash
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chromatography (hexanes/EtOAc 4:1 to 7:3) gave 14 (903 mg, 60%) as a white
foam. Ry 0.49 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]”p +24.7° (¢ 0.2, CHCL); '"H NMR (CDCl;,
400 MHz) &: 8.06-7.26 (20H, H-Ar), 5.93 (1H, t, /=9.7 Hz, H-3"), 5.67 (1H, t, J=9.7
Hz, H-4"), 5.56 (1H, dd, J=9.8, 8.0 Hz, H-2"), 4.79 (1H, d, J=8.0 Hz, H-1"), 4.65
(1H, m, H-6"), 4.63 (1H, m, H-29), 4.55 (1H, m, H-29), 4.53 (1H, m, H-6"), 4.45
(1H, m, H-3), 4.17 (1H, ddd, /=9.4, 5.6, 3.3 Hz, H-5"), 3.67 (1H, d, J=8.9 Hz, H-28),
3.58 (1H, d, J=8.9 Hz, H-28), 2.28 (1H, m, H-19), 2.05 (3H, s, CH3CO), 1.63 (3H, s,
H-30), 0.84 (3H, s, H-23), 0.84 (3H, s, H-24), 0.83 (3H, s, H-26), 0.82 (3H, 5, H-27),
0.80 (3H, s, H-25). >C NMR (CDCl3, 100 MHz) &: 171.1 (CH5CO), 166.2-165.3
(4xCO0), 150.4 (C-20), 133.5-128.3 (C-Ar), 109.7 (C-29), 102.1 (C-1"), 80.9 (C-3),
72.9 (C-3"), 72.2 (C-5"), 71.8 (C-2"), 70.1 (C-4"), 68.9 (C-28), 63.3 (C-6"), 55.3 (C-
5), 50.2 (C-9), 48.6 (C-18), 48.0 (C-19), 47.0 (C-17), 42.5 (C-14), 40.7 (C-8), 38.3
(C-1), 37.8 (C-4), 37.6 (C-13), 37.0 (C-10), 34.7 (C-22), 33.8 (C-7), 29.6 (C-21),
29.2 (C-16), 28.0 (C-23), 27.0 (C-15), 25.0 (C-12), 23.7 (C-2), 21.4 (CH;CO), 20.8
(C-11), 19.0 (C-30), 18.1 (C-6), 16.5 (C-24), 16.2 (C-25), 15.8 (C-26), 14.7 (C-27).
HR-ESI-MS m/z 1085.5384 [M + Na]" (calcd for C4sH75012Na, 1085.5386).

28-0-2,3,4,6-Tetra-0-benzoyl-f-b-giucopyranosyl betulin (15).

To a solution of 14 (840 mg, 0.790 mmol) in anhydrous CH>ClL/MeOH 1:2 (60 mL)
was added AcCl (1.19 mL, 16.8 mmol) at 0 °C (ice/water bath). The mixture was
stirred overnight at room temprature or until TLC (hexanes/EtOAc 7:3) showed the
disappearance of the initial product. Then, the reaction was quenched with Et;N
(4.68 mL, 33.6 mmol) and the solvents were evaporated under reduced pressure to
give a residue, which was purified by flash chromatography (hexanes/EtOAc 4:1 to
3:2) to afford 15 (523 mg, 75%, corrected yield) as a white crystalline powder along
with 14 (87 mg, 10%, recovery yield) as a white foam. Ry 0.20 (hexanes/EtOAc 3:1);
[a]®p +27.0° (¢ 0.5, CHCl3); "H NMR (CDCls, 400 MHz) 8: 8.05-7.25 (20H, H-Ar),
5.93 (1H, t, J/=9.7 Hz, H-3"), 5.67 (1H, t, /=9.7 Hz, H-4"), 5.56 (1H, dd, /=9.7, 7.8
Hz, H-2"), 4.79 (1H, d, J=8.0 Hz, H-1"), 4.64 (1H, m, H-6"), 4.63 (1H, m, H-29),
4.54 (1H, m, H-29), 4.53 (1H, m, H-6"), 4.17 (1H, m, H-5"), 3.66 (1H, d, J/=8.9 Hz,
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H-28), 3.58 (1H, d, J=8.9 Hz, H-28), 3.17 (1H, dd, J=11.0, 4.6 Hz, H-3), 2.27 (1H,
m, H-19), 1.63 3H, s, H-30), 0.96 (3H, s, H-23), 0.83 (3H, s, H-26), 0.83 (3H, s, H-
27), 0.77 (3H, s, H-25), 0.76 (3H, s, H-24). °C NMR (CDCl;, 100 MHz) 5: 166.1-
165.0 (4xCO), 150.4 (C-20), 133.4-128.3 (C-Ar), 109.6 (C-29), 102.0 (C-1"), 78.9
(C-3), 72.8 (C-3"), 72.2 (C-5"), 71.7 (C-2"), 70.0 (C-4"), 68.8 (C-28), 63.3 (C-6"),
55.2 (C-5), 50.3 (C-9), 48.6 (C-18), 48.0 (C-19), 46.9 (C-17), 42.5 (C-14), 40.7 (C-
8), 38.8 (C-4), 38.6 (C-1), 37.6 (C-13), 37.1 (C-10), 34.7 (C-22), 33.8 (C-7), 29.6 (C-
21), 29.2 (C-16), 28.0 (C-23), 27.3 (C-2), 27.0 (C-15), 25.0 (C-12), 20.8 (C-11), 19.0
(C-30), 18.1 (C-6), 16.1 (C-25), 15.7 (C-26), 15.4 (C-24), 14.8 (C-27). HR-ESI-MS
m/z 1043.5295 [M + Na]" (calcd for Ce4Hz¢0y Na, 1043.5280).

28-0-2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-fi-b-glucopyranosyl betulin 38-0-2,3,4-tri-O-

benzoyl-o-L-arabinopyranoside (12a).

The acceptor 15 (150 mg, 0.147 mmol) and the donor 7 (134 mg, 0.220 mmol) were
stirred at room temperature in anhydrous CH,Cl, (2.9 mL) with 4 A MS under an
argon atmosphere during 60 min. The temperature was lowered to 0 °C with an
ice/water bath, then a solution of TMSOTf in CH,ClL, (100 pL, 150 mM) was
injected in the medium via a dry syringe while keeping rigorous anhydrous
conditions. The mixture was stirred 3 h at room temperature and quenched by
addition of Et;N (82 pL, 0.59 mmol). The solvents were evaporated under reduced
pressure to give a residue, which was purified by flash chromatography
(hexanes/EtOAc 9:1 to 3:2) to afford 12a (132 mg, 62%) as a white foam. Ry 0.26
(hexanes/EtOAc 3:1); [a]”p +80.3° (¢ 0.2, CHCL); '"H NMR (CDCls, 400 MHz) &
8.10-7.25 (35H, H-Ar), 5.94 (1H, t, /=9.7 Hz, H-3"), 5.78 (1H, dd, /=8.9, 6.7 Hz, H-
2", 5.68 (1H, m, H-4", 5.67 (1H, m, H-4"), 5.60 (1H, dd, J=9.1, 3.5 Hz, H-3"), 5.56
(1H, dd, /=9.9, 8.0 Hz, H-2"), 4.79 (1H, m, H-1"), 4.78 (1H, m, H-1"), 4.65 (1H, m,
H-6"), 4.63 (1H, br s, H-29), 4.55 (1H, br s, H-29), 4.53 (1H, m, H-6"), 4.33 (1H, dd,
J=13.0, 3.5 Hz, H-5"), 4.17 (1H, ddd, J=9.5, 5.4, 3.3 Hz, H-5"), 3.87 (1H, dd, /=13.0,
1.9 Hz, H-5", 3.66 (1H, d, J/=8.8 Hz, H-28), 3.57 (1H, d, J=8.8 Hz, H-28), 3.12 (1H,
dd, J/=11.3, 4.6 Hz, H-3), 2.28 (1H, m, H-19), 1.62 (3H, s, H-30), 0.81 (3H, s, H-27),



138

0.79 (3H, s, H-26), 0.76 (3H, s, H-23), 0.76 (3H, s, H-25), 0.65 (3H, s, H-24), 0.58
(1H, d, /=10.8 Hz, H-5), 0.50 (1H, br d, J=13.5 Hz, H-15). °C NMR (CDCl;, 100
MHz) 8: 166.1-164.9 (7xCO), 150.3 (C-20), 133.4-128.3 (C-Ar), 109.6 (C-29), 103.0
(C-1%), 102.0 (C-1"), 90.0 (C-3), 72.8 (C-3"), 72.1 (C-5"), 71.7 (C-2"), 70.7 (C-3"),
70.2 (C-2"), 70.0 (C-4"), 68.9 (C-28), 68.7 (C-4"), 63.2 (C-6"), 62.6 (C-5"), 55.4 (C-5),
50.2 (C-9), 48.5 (C-18), 47.9 (C-19), 46.9 (C-17), 42.4 (C-14), 40.6 (C-8), 38.9 (C-
4), 38.6 (C-1), 37.6 (C-13), 36.7 (C-10), 34.6 (C-22), 33.7 (C-7), 29.6 (C-21), 29.1
(C-16), 27.6 (C-23), 26.9 (C-15), 26.0 (C-2), 25.0 (C-12), 20.7 (C-11), 19.0 (C-30),
17.9 (C-6), 16.0 (C-24), 16.0 (C-25), 15.7 (C-26), 14.7 (C-27). HR-ESI-MS m/z
1487.6499 [M + Na] (caled for CogHogO1Na, 1487.6489).

28-0-2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-f-p-glucopyranosyl betulin 36-0-2,3,4-tri-0-

benzoyl-a-L-rhamnopyranoside (12b).

This compound was prepared from the acceptor 15 (17 mg, 0.017 mmol) and the
donor 8 (16 mg, 0.025 mmol) in the same manner as that described for compound
12a except for the concentration of the solution of TMSOT{ in CH,Ch, (20 mM).
Purification by flash chromatography (hexanes/EtOAc 9:1 to 3:1) gave 12b (18 mg,
72%) as a white foam. Ry 0.34 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]”p +57.1° (¢ 0.2, CHCL);
'"H NMR (CDCl;, 400 MHz) 8: 8.15-7.24 (35H, H-Ar), 5.95 (1H, t, /=9.7 Hz, H-3"),
5.83 (1H, dd, /=106.2, 3.3 Hz, H-3"), 5.68 {1H, m, H-4"), 5.68 (1H, m, H-4"), 5.65
(1H, m, H-2"), 5.56 (1H, dd, J=9.9, 8.0 Hz, H-2"), 5.07 (I1H, d, /~=1.3 Hz, H-1"), 4.80
(1H, d, /=8.1 Hz, H-1"), 4.66 (1H, m, B-6"), 4.63 (1H, m, H-29), 4.55 (1H, m, H-
29), 4.54 (1H, m, H-6"), 4.32 (1H, dd, J/=9.7, 6.0 Hz, H-5"), 4.18 (1H, ddd, J/=9.4,
5.4, 3.3 Hz, H-5"), 3.67 (1H, 4, J=9.1 Hz, H-28), 3.59 (1H, d, /=9.1 Hz, H-28), 3.18
(1H, t, /=8.1 Hz, H-3), 2.29 (1H, m, H-19), 1.63 (3H, s, H-30), 1.33 (3H, 4, J=6.2
Hz, H-6"), 1.04 (3H, s, H-23), 0.94 (3H, s, H-24), 0.85 (3H, s, H-26), 0.84 (3H, s, H-
25), 0.83 (3H, s, H-27). ®C NMR (CDCls, 100 MHz) 8: 166.2-165.0 (7xCO), 150.4
(C-20), 133.4-128.3 (C-Ar), 109.6 (C-29), 102.1 (C-1"), 99.7 (C-17}, 90.0 (C-3), 72.8
(C-3"), 72.2 (C-5"), 72.0 (C-4"), 71.7 (C-2"), 71.2 (C-2Y, 70.2 (C-3"), 70.0 (C-4",
68.9 (C-28), 66.8 (C-5"), 63.3 (C-6"), 55.4 (C-5), 50.2 (C-9), 48.6 (C-18), 48.0 (C-
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19), 46.9 (C-17), 42.5 (C-14), 40.7 (C-8), 39.1 (C-4), 38.6 (C-1), 37.6 (C-13), 36.8
(C-10), 34.7 (C-22), 33.8 (C-7), 29.6 (C-21), 29.2 (C-16), 28.2 (C-23), 26.9 (C-15),
25.6 (C-2), 25.0 (C-12), 20.8 (C-11), 19.0 (C-30), 18.1 (C-6), 17.6 (C-6"), 16.4 (C-
24), 16.1 (C-25), 15.7 (C-26), 14.8 (C-27). HR-ESI-MS m/z 1501.6648 [M + Na]
(caled for CyHogO1sNa, 1501.6645).

28-0-f-p-Glucopyranosyl betulin 3p-0-o-L-arabinopyranoside (16a).

To a solution of 12a (94 mg, 0.064 mmol) in MeOH/THF/H,O 1:2:1 (4.4 mL) was
added NaOH (52 mg, 1.3 mmol). The reaction mixture was stirred 5 h at room
temperature or until TLC (CH,ChL/MeOH 9:1) showed the complete disappearance
of the benzoylated product and then acidified to pH =4 with aqueous HCl 10%. The
solvents were evaporated under reduced pressure to give a solid residue, which was
purified by C-18 reversed phase flash chromatography (MeOH/H,O 4:1 to 9:1) to
furnish 16a (40 mg, 86%) as a white amorphous powder. Ry 0.78 (CH,Cl,/MeOH
3:1); [a]p -15.6° (¢ 0.1, MeOH); 'H NMR (CDCL/CD;0D 1:1, 400 MHz) 5: 4.68
(1H, d, J/=1.6 Hz, H-29), 4.58 (1H, br s, H-29), 4.34 (1H, d, J/=5.9 Hz, H-1"), 4.25
(1H, d, /=7.8 Hz, H-1"), 3.89 (1H, m, H-6"), 3.88 (1H, m, H-4"), 3.88 (1H, m, H-5"),
3.79 (1H, dd, J=11.9, 4.6 Hz, H-6"), 3.68 (1H, m, H-28), 3.65 (1H, m, H-2"), 3.61
(1H, m, H-3", 3.61 (1H, m, H-28), 3.53 (1H, dd, /=13.8, 3.8 Hz, H-5), 3.45 (1H, m,
H-4"), 3.44 (1H, m, H-3"), 3.31 (1H, m, H-5"), 3.27 (1H, m, H-2"), 3.13 (1H, dd,
J=11.3, 4.3 Hz, H-3), 2.43 (1H, td, /=103, 5.7 Hz, H-19), 1.69 (3H, s, H-30), 1.04
(3H, s, H-26), 1.01 (3H, s, H-23), 0.98 (3H, s, H-27), 0.84 (3H, s, H-25), 0.82 (3H, 5,
H-24), 0.73 (1H, d, J=10.3 Hz, H-5). °C NMR: see Table 2. HR-ESI-MS m/z
759.4635 [M + Nal” (calcd for Cy;HesO11Na, 759.4654).

28-0-f3-p-Glucopyranosyl betulin 3§-O-a-L-rhamnopyranoside (165).
This compound was prepared from 12b (84 mg, 0.057 mmol) in the same manner as

that described for compound 16a. Purification by C-18 reversed phase flash
chromatography (MeOH/H,0O 4:1 to 100% MeOH) gave 16b (33 mg, 80%) as a
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white amorphous powder. R; 0.78 (CH,Cl,/MeOH 3:1); [a}*p -42.8° (¢ 0.2, MeOH);
'H NMR (CDCL/CD;0D 1:1, 400 MHz) 8: 4.76 (1H, br s, H-1"), 4.68 (1H, br s, H-
29), 4.58 (1H, br s, H-29), 4.25 (1H, d, J=7.8 Hz, H-1"), 3.90 (1H, m, H-6"), 3.89
(1H, m, H-2"), 3.78 (1H, m, H-6"), 3.75 (1H, m, H-5"), 3.70 (1H, m, H-28), 3.69 (1H,
m, H-3'), 3.62 (1H, d, J=9.2 Hz, H-28), 3.43 (1H, m, H-4"), 3.42 (1H, m, H-3"), 3.39
(1H, m, H-4", 3.31 (1H, m, H-5"), 3.27 (1H, m, H-2"), 3.08 (1H, dd, /=114, 4.6 Hz,
H-3), 2.43 (1H, m, H-19), 2.09 (1H, br d, J=12.1 Hz, H-16), 1.69 (3H, s, H-30), 1.27
(3H, d, /=6.0 Hz, H-6"), 1.05 (3H, s, H-26), 0.99 (3H, s, H-27), 0.93 (3H, s, H-23),
0.85 (3H, s, H-25), 0.76 (3H, s, H-24). *C NMR (CDCly/CD;0D 1:1, 100 MHz) &:
see Table 2. HR-ESI-MS m/z 773.4794 [M + Nal (calcd for Cs;H70O1Na,
773.4810).

28-0-2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-fi-D-glucopyranosyl betulinic acid (17).

To a solution of the acceptor 2 (500 mg, 1.10 mmol) and the donor 6 (939 mg, 1.42
mmol) in CHyCh, (12.7 mL) was added H,O (12.7 mL), K,CO5 (378 mg, 2.74 mmol}
and BuyNBr (141 mg, 0.438 mmol). The resulting mixture was vigorously stirred and
refluxed for 6 h. Then, the mixture was diluted with CH,Cl,, washed with H,O and
brine. The solvents of the dried (MgSO,) organic solution were evaporated under
reduced pressure to give a brown residue, which was purified by flash
chromatography (100% CH,Cl, to CH,Cl,/MeOH 49:1) to afford 17 (1.015 g, 90%)
as a white crystalline powder. Ry 0.17 (hexanes/EtOAc 3:1); [a]*p +38.0° (¢ 0.5,
CHCls); '"H NMR (CDCl, 400 MHz) 8: 8.07-7.25 (20H, H-Ar), 6.03 (1H, d, J=8.4
Hz, H-1"), 6.02 (1H, t, /=9.5 Hz, H-3"), 5.76 (1H, dd, /=9.9, 8.4 Hz, H-2"}, 5.73 (1H,
t, J=9.8 Hz, H-4"), 4.71 (1H, br s, H-29), 4.59 (1H, m, H-6"), 4.58 (1H, m, H-29),
4.48 (1H, dd, J/~=12.2, 5.6 Hz, H-6"), 4.29 (1H, ddd, J=9.5, 5.3, 2.9 Hz, H-5"), 3.13
(1H, dd, J=11.0, 4.6 Hz, H-3), 2.93 (1H, td, J=11.1, 4.8 Hz, H-19), 2.17 (1H, br d,
J=13.2 Hz, H-16), 2.03 (1H, td, /=12.2, 3.2 Hz, H-13), 1.91 (1H, dd, /=12.7, 8.0 Hz,
H-22), 1.63 (3H, s, H-30), 0.93 (3H, s, H-23), 0.79 (3H, s, H-27), 0.73 (3H, s, H-24),
0.68 (3H, s, H-25), 0.60 (1H, br d, /=14.3 Hz, H-15), 0.54 (1H, br d, /=10.5 Hz, H-
5), 0.47 (3H, s, H-26), 0.38 (1H, br d, /=11.0 Hz, H-7). >C NMR (CDCls, 100 MHz)
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8: 174.0 (C-28), 166.1-164.7 (4xCO), 150.3 (C-20), 133.5-128.3 (C-Ar), 109.5 (C-
29), 91.4 (C-1"), 78.9 (C-3), 73.0 (C-5"), 72.8 (C-3"), 70.3 (C-2"), 69.4 (C-4"), 62.7
(C-6"), 56.8 (C-17), 55.2 (C-5), 50.4 (C-9), 49.1 (C-18), 46.6 (C-19), 42.2 (C-14),
40.2 (C-8), 38.8 (C-4), 38.6 (C-1), 38.0 (C-13), 37.0 (C-10), 36.3 (C-22), 33.4 (C-7),
31.5 (C-16), 30.2 (C-21), 29.9 (C-15), 28.0 (C-23), 27.4 (C-2), 25.4 (C-12), 20.7 (C-
11), 19.5 (C-30), 18.0 (C-6), 16.0 (C-25), 15.4 (C-26), 15.4 (C-24), 14.5 (C-27). HR-
ESI-MS m/z 1057.5114 [M + Na]" (calcd for Ce4H7401,Na, 1057.5073).

28-0-2,3,4,6-Tetra-0-benzoyi-f-p-glucopyranosyl betulinic acid 34-0-2,3,4-tri-O-

benzoyl-a-L-arabinopyranoside (18a).

This compound was prepared from the acceptor 17 (250 mg, 0.241 mmol) and the
donor 7 (220 mg, 0.362 mmol) in the same manner as that described for compound
10a except for the molar volume of CH,Cl, (20 mLemmol"). Purification by flash
chromatography (hexanes/EtOAc 9:1 to 7:3) gave 18a (224 mg, 63%) as a white
crystalline powder. Ry 0.22 (hexanes/EtOAc 3:1); [a}‘ZS p +88.9° (¢ 1.0, CHCl3); "H
NMR (CDCl;, 400 MHz) 8: 8.09-7.23 (35H, H-Ar), 6.04 (1H, m, H-1"), 6.03 (1H, m,
H-3"), 5.78 (1H, m, H-2"), 5.76 (1H, m, H-2"), 5.75 (1H, m, H-4"), 5.68 (1H, m, H-
44, 5.61 (1H, m, H-3", 4.77 (1H, 4, H-1"), 4.71 (1H, m, H-29), 4.60 (1H, m, H-6"),
4.58 (1H, m, H-29), 4.50 (1H, m, H-6"), 4.32 (1H, m, H-5"), 4.30 (1H, m, H-5"), 3.87
(1H, m, H-5"), 3.09 (1H, m, H-3), 2.94 (1H, m, H-19}, 1.64 (3H, s, H-30), 0.77 (3H,
s, H-27), 0.74 (3H, s, H-23), 0.67 (3H, s, H-25), 0.62 (3H, s, H-24), 0.44 (3H, s, H-
26). *C NMR (CDCls;, 100 MHz) &: 174.0 (C-28), 166.0-164.7 (7xCO0), 150.2 (C-
20), 133.5-128.3 (C-Ar), 109.6 (C-29), 103.0 (C-1"), 91.4 (C-1"), 90.1 (C-3), 73.0 (C-
5™M), 72.8 (C-3"), 70.7 (C-3"), 70.2 (C-2"), 70.2 (C-2"), 69.4 (C-4"), 68.7 (C-4"), 62.7
(C-6™), 62.7 (C-5"), 56.8 (C-17), 55.4 (C-5), 50.3 (C-9), 49.1 (C-18), 46.6 (C-19),
42.1 (C-14), 40.2 (C-8), 38.9 (C-4), 38.6 (C-1), 38.0 (C-13), 36.7 (C-10), 36.3 (C-
22}, 33.3 (C-7), 31.5 (C-16), 30.2 (C-21), 29.8 (C-15), 27.7 (C-23), 26.0 (C-2), 25.4
(C-12), 20.7 (C-11), 19.5 (C-30), 17.8 (C-6), 16.1 (C-24), 15.9 (C-25), 15.3 (C-26),
14.4 (C-27). HR-ESI-MS m/z 1501.6347 [M + Na]" (caled for CgoHosO19Na,
1501.6282).
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28-0-2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-f-b-glucopyranosyl betulinic acid 3f-0-2,3,4-tri-O-

benzoyl-orL-rhamnopyranoside (18b).

This compound was prepared from the acceptor 17 (250 mg, 0.241 mmol) and the
donor 8 (225 mg, 0.362 mmol) in the same manner as that described for compound
10a except for the molar volume of CH,Cl, (20 mL'mmol'l). Purification by flash
chromatography (hexanes/EtOAc 9:1 to 4:1) gave 18b (311 mg, 86%) as a white
amorphous powder. Rr 0.33 (hexanes/EtOAc 3:1); [a}"p +72.5° (¢ 0.5, CHCL); 'H
NMR (CDCl;, 400 MHz) o: 8.10-7.21 (35H, H-Ar), 6.08 (1H, m, H-1"), 6.07 (1H, m,
H-3"), 5.83 (1H, m, H-3", 5.82 (1H, m, H-2"), 5.77 (1H, m, H-4"), 5.69 (1H, m, H-
4", 5.67 (1H, m, H-2"), 5.08 (1H, br s, H-1", 4.72 (1H, br s, H-29), 4.62 (1H, dd,
J=12.3, 2.9 Hz, H-6"), 4.59 (1H, br s, H-29), 4.52 (1H, dd, J=12.3, 5.4 Hz, H-6"),
4.34 (1H, m, H-5"), 4.33 (1H, m, H-5"), 3.17 (1H, t, J/=8.1 Hz, H-3), 2.96 (1H, td,
J=10.8, 4.6 Hz, H-19), 2.20 (1H, br d, /=12.7 Hz, H-16), 1.64 (3H, s, H-30), 1.34
(3H, d, J=6.2 Hz, H-6"), 1.03 (3H, s, H-23), 0.92 (3H, s, H-24), 0.81 (3H, s, H-27),
0.77 (3H, s, H-25), 0.51 (3H, s, H-26), 0.44 (1H, br d, J=11.4 Hz, H-7). °C NMR
(CDCl;3, 100 MHz) 6: 174.0 (C-28), 166.0-163.5 (7xCO), 150.1 (C-20), 133.6-128.2
(C-Ar), 109.5 (C-29), 99.7 (C-1), 91.4 (C-1"), 90.0 (C-3), 72.9 (C-5"), 72.8 (C-3"),
71.9 (C-4), 71.1 (C-2), 70.2 (C-3"}, 70.2 (C-2"), 69.3 (C-4"), 66.7 (C-5"), 62.7 (C-6"),
56.7 (C-17), 55.3 (C-5), 50.3 (C-9), 49.0 (C-18), 46.6 (C-19), 42.1 (C-14), 40.2 (C-
8), 39.0 (C-4), 38.5 (C-1), 37.9 (C-13), 36.7 (C-10), 36.3 (C-22), 33.3(C-7), 31.4 (C-
16), 30.2 (C-21), 29.8 (C-15), 28.2 (C-23), 25.5 (C-2), 25.3 (C-12), 20.7 (C-11), 19.4
(C-30}, 17.9 (C-6), 17.5 (C-6"), 16.3 (C-24), 16.0 (C-25), 15.3 (C-26), 144 (C-27).
HR-ESI-MS m/z 1515.6419 [M + Na]" (calcd for Co;HosO19Na, 1515.6438).

28-0-p-b-Glucopyranosyl betulinic acid 3f-O-a-L-arabinopyranoside (3).

This compound was prepared from 18a (100 mg, 0.068 mmol) in the same manner as
that described for compound 16a. Purification by C-18 reversed phase flash
chromatography (MeOH/H,O 3:2 to 9:1) gave 3 (38 mg, 75%) as a white amorphous
powder. Ry 0.78 (CH,ClL/MeOH 3:1); [a]®p +12.2° (¢ 0.1, MeOH); 'H NMR
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(CDCI:/CDsOD 1:2, 400 MHz) &: 5.51 (1H, d, J=8.1 Hz, H-1"), 4.72 (1H, br s, H-
29), 4.60 (1H, br s, H-29), 4.31 (1H, d, J=6.3 Hz, H-1"), 3.86 (1H, m, H-5"), 3.86
(14, m, H-6"), 3.84 (1H, m, H-4"), 3.74 (1H, dd, J=12.1, 4.0 Hz, H-6"), 3.61 (1H, dd,
J=8.4, 6.4 Hz, H-2'), 3.55 (1H, dd, J=8.4, 3.0 Hz, H-3"), 3.52 (1H, d, /=10.3 Hz, H-
5, 3.46 (1H, m, H-3"), 3.42 (1H, m, H-4"), 3.41 (1H, m, H-5"), 3.37 (1H, m, H-2"),
3.13 (1H, dd, J=11.1, 4.0 Hz, H-3), 3.00 (1H, td, J=11.0, 4.6 Hz, H-19), 1.69 (3H, s,
H-30), 1.01 (3H, s, H-23), 0.99 (3H, s, H-27), 0.95 (3H, s, H-26), 0.85 (3H, s, H-25),
0.81 (3H, s, H-24), 0.73 (1H, d, /=9.5 Hz, H-5). >C NMR: see Table 2. HR-ESI-MS
m/z 773.4444 [M + Na]” (calcd for CyyHe012Na, 773.4447).

28-0-f-p-Glucopyranosyl betulinic acid 3§-0-a-L-rhamnopyranoside (19).

This compound was prepared from 18b (147 mg, 0.0986 mmol) in the same manner
as that described for compound 16a. Purification by C-18 reversed phase flash
chromatography (MeOH/H,O 3:2 to 9:1) gave 19 (61 mg, 81%) as a white
amorphous powder. R; 0.78 (CH,CL/MeOH 3:1); [a]"p -32.4° (¢ 0.1, MeOH); 'H
NMR (CD;0D, 400 MHz) &: 5.49 (1H, d, /=8.1 Hz, H-1"), 471 (1H, m, H-1"), 4.71
(1H, m, H-29), 4.59 (1H, m, H-29), 3.84 (1H, m, H-6"), 3.82 (1H, m, H-2", 3.70 (1H,
m, H-5", 3.70 (1H, m, H-6"}, 3.63 (1H, dd, /~=9.5, 3.3 Hz, H-3"), 3.43 (1H, m, H-3"),
3.38 (1H, m, H-4"), 3.37 (1H, m, H-5"), 3.36 (1H, m, H-4"), 3.31 (1H, m, H-2")}, 3.06
(1H, dd, J=11.6, 4.8 Hz, H-3), 3.00 (1H, td, /=10.8, 6.2 Hz, H-19), 1.69 (3H, s, H-
30), 1.22 (3H, d, J=6.2 Hz, H-6"}, 1.00 (3H, s, H-27), 0.95 (3H, s, H-26}, 0.93 (3H, s,
H-23), 0.86 (3H, s, H-25), 0.77 (3H, s, H-24). *C NMR: see Table 2. HR-ESI-MS
m/z 787.4607 [M + Na]  (calcd for C4HeO12Na, 787.4603).

28-0-f-D-Glucopyranosy! betulin 3§-O-f-D-glucopyranoside (21a).

A solution of the acceptor 1 (250 mg, 0.565 mmol) in anhydrous CH,Cl, (11.3 mL)
was stirred for 60 min with 4 A MS at -10 °C (ice water/acetone bath). TMSOT (20
uL, 0.113 mmol) was added under an argon atmosphere while keeping rigorous

anhydrous conditions. Then, a solution of the donor 4 (1.26 g, 1.70 mmol) in
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anhydrous CH,Cl, (8.5 mL) was added dropwise over 5 min with continuous stirring.
The reaction was allowed to warm to room temperature over 4 h, quenched by
addition of EtsN (0.31 mL, 2.3 mmol) and the solvents were evaporated under
reduced pressure. The resulting residue was immediately dissolved in a solution of
MeOH/THF/H,O0 1:2:1 (37 mL) to which was added NaOH (438 mg, 11.0 mmol).
The reaction mixture was stirred overnight at room temperature and then acidified to
pH =4 with aqueous HCl 10%. The solvents were evaporated under reduced
pressure to give a solid residue, which was purified by C-18 reversed phase flash
chromatography (MeOH/H,0 7:3 to 9:1) to afford 21a (363 mg, 84%, 2 steps) as a
white amorphous powder. Ry 0.67 (CH,Cl,/MeOH 3:1); [a]Pp +1.2° {c 0.5, MeOH);
"H NMR (Pyr-ds, 400 MHz) &: 5.05 (1H, d, J=7.6 Hz, H-1"), 4.98 (1H, d, J~7.8 Hz,
H-1%, 4.83 (1H, 4, J=2.1 Hz, H-29), 4.71 (1H, br s, H-29), 4.67 (1H, m, H-6"), 4.63
(1H, m, H-6"), 4.49 (1H, dd, J=12.1, 5.1 Hz, H-6"), 4.45 (1H, dd, J=11.6, 5.3 Hz, H-
6"), 4.34 (1H, m, H-3"), 4.34 (1H, m, H-4"), 4.28 (1H, m, H-3"), 4.27 (1H, m, H-4"),
4.14 (1H, m, H-2"), 4.13 (1H, m, H-5"), 4.10 (1H, m, H-28), 4.08 (1H, m, H-2"), 4.03
(1H, m, H-5"), 3.95 (14, d, J/=9.7 Hz, H-28), 3.43 (1H, dd, /=11.4, 4.3 Hz, H-3), 1.72
(3H, s, H-30), 1.33 (3H, s, H-23), 1.03 (3H, s, H-27), 1.01 (3H, s, H-24), 0.94 (3H, s,
H-26), 0.80 (3H, s, H-25), 0.74 (1H, br d, J=8.9 Hz, H-5). °C NMR: see Table 2.
HR-ESI-MS m/z 789.4747 [M + Na] " (calcd for C42H70012Na, 789.4760).

28-0-f-b-Glucopyranosy! betulinic acid 3p-O-f-p-glucopyranoside (215).

This compound was prepared from the acceptor 2 (50 mg, 0.109 mmol) and the
donor 4 (243 mg, 0.328 mmol) in the same manner as that described for compound
21a. Purification by C-18 reversed phase flash chromatography (MeOH/H,0 7:3 to
17:3) gave 21b (49 mg, 58%, 2 steps) as a white amorphous powder. Ry 0.66
(CH,Cl/MeOH 3:1); [a]*p -6.8° (c 0.1, MeOH); 'H NMR (CD;OD, 400 MHz) &
5.49 (1H, 4, J=8.1 Hz, H-1"), 4.71 (1H, br s, H-29), 4.60 (1H, br s, H-29), 4.30 (1H,
d, /=7.6 Hz, H-1"), 3.84 (1H, m, H-6"), 3.83 (1H, m, H-6"), 3.70 (1H, dd, /=11.9, 3.0
Hz, H-6"), 3.65 (1H, dd, J=11.9, 5.3 Hz, H-6"), 3.42 (1H, m, H-3"), 3.39 (1H, m, H-
4"), 3.38 (1H, m, H-5"), 3.33 (1H, m, H-3", 3.31 (1H, m, H-2"), 3.28 (1H, m, H-4"),
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3.24 (1H, m, H-5"), 3.18 (1H, m, H-2"), 3.15 (1H, m, H-3), 3.01 (1H, td, J=10.8, 4.5
Hz, H-19), 1.69 (3H, s, H-30), 1.03 (3H, s, H-23), 0.99 (3H, s, H-27), 0.95 (3H, s, H-
26), 0.86 (3H, s, H-25), 0.82 (3H, s, H-24). °C NMR: see Table 2. HR-ESI-MS m/z
803.4537 [M + Na]" (calcd for C4,Hes0,3Na, 803.4552).

28-0-a-L-Rhamnopyranosyl betulin 3f-0-a-L-rhamnopyranoside (22a).

This compound was prepared from the acceptor 1 (100 mg, 0.226 mmol) and the
donor 8 (421 mg, 0.678 mmol) in the same manner as that described for compound
21a. Purification by C-18 reversed phase flash chromatography (MeOH/H,O 3:2 to
9:1) gave 22a (53 mg, 32%, 2 steps) as a white amorphous powder. Ry 0.87
(CH,Cl/MeOH 3:1); [a]”p -58.4° (¢ 0.1, CHClL/MeOH 1:1); 'H NMR
(CDCL/CD;OD 1:1, 400 MHz) 8: 4.76 (1H, br s, H-1"), 4.70 (1H, m, H-1"), 4.70
(1H, m, H-29), 4.59 (1H, m, H-29), 3.88 (1H, m, H-2"), 3.88 (1H, m, H-2"}, 3.75 (1H,
dd, /=9.4, 6.2 Hz, H-5"), 3.69 (1H, m, H-3"), 3.69 (1H, m, H-3"), 3.60 (1H, dd, /=94,
6.4 Hz, H-5"), 3.51 (1H, d, J=9.2 Hz, H-28), 3.43 (1H, m, H-28), 3.40 (1H, m, H-4"),
3.38 (1H, m, H-4"), 3.07 (1H, dd, J=11.6, 4.8 Hz, H-3), 2.47 (1H, m, H-19), 1.69
(3H, s, H-30), 1.33 (3H, d, /=6.2 Hz, H-6"}, 1.26 (3H, d, J=6.4 Hz, H-6"), 1.03 (3H,
s, H-26), 0.99 (3H, s, H-27), 0.92 (3H, s, H-23), 0.84 (3H, s, H-25), 0.76 (3H, s, H-
24), 0.72 (1H, br d, /=10.0 Hz, H-5). >*C NMR (CDCL/CD;OD 1:1, 100 MHz) &:
see Table 2. HR-ESI-MS m/z 757.4843 [M + Na]® (calcd for CguH7O10Na,
757.4861).

28-0-a-L-Rhamnopyranosyl betulinic acid 3§-0-o-L-rhamnopyranoside (225).

This compound was prepared from the acceptor 2 (100 mg, 0.219 mmol) and the
donor 8 (408 mg, 0.657 mmol) in the same manner as that described for compound
21a. Purification by C-18 reversed phase flash chromatography (MeOH 7:3 to 17:3)
gave 22b (60 mg, 37%, 2 steps) as a white amorphous powder. Ry 0.90
(CH,Cl/MeOH 3:1); [a]’p -47.0° (¢ 0.5, MeOH); '"H NMR (CD;0D, 400 MHz) &:
6.00 (1H, 4, J=1.6 Hz, H-1"), 4.75 (14, d, J=1.3 Hz, H-29), 4.72 (1H, d, /=1.3 Hz,
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H-1'), 4.62 (1H, br s, H-29), 3.82 (1H, dd, J=3.2, 1.6 Hz, H-2'), 3.79 (1H, dd, /=3.3,
1.9 Hz, H-2"), 3.70 (1H, m, H-5), 3.67 (1H, m, H-3"), 3.67 (1K, m, H-5"), 3.63 (1H,
m, H-3"), 3.46 (1H, t, /=9.4 Hz, H-4"), 3.36 (1H, t, J=9.4 Hz, H-4"), 3.07 (1H, dd,
J=11.6, 4.9 Hz, H-3), 3.02 (1H, td, J=10.7, 4.6 Hz, H-19), 1.71 (3H, s, H-30), 1.27
(3H, d, J=6.2 Hz, H-6"), 1.22 (3H, d, J=6.2 Hz, H-6"), 1.02 3H, s, H-27), 0.94 (3H,
s, H-26), 0.93 (3H, s, H-23), 0.87 3H, s, H-25), 0.77 3H, s, H-24). '°C NMR: see
Table 2. HR-ESI-MS m/z 771.4639 [M + Na]" (calcd for Cs2HesO11Na, 771.4654).

Cell lines and culture conditions.

Human lung carcinoma (A549), human colorectal adenocarcinoma (BDLD-1), human
breast adenocarcinoma (MCF7), human prostate adenocarcinoma (PC-3) and human
normal skin fibroblasts {WS1) cell lines were obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC). All cell lines were cultured in minimum essential
medium containing Earle’s salts and L-glutamine (Mediatech Celigro, VA), to which
were added 10% foetal bovine serum (Hyclone), vitamins {1x), penicillin (100
IU/mL) and streptomycin (100 pg/ml), essential amino acids (Ix), and sodium
pyruvate (1x) (Mediatech Celigro, VA). Cells were kept at 37 °C in a humidified

environment containing 5% CO,.
Cytotoxicity assay.

Exponentially growing cells were plated in 96-well microplates {Costar, Corning
Inc.) at a density of 5 x 10° cells per well in 100 puL of culture medium and were
allowed to adhere for 16 h before treatment. Increasing concentrations of each
compound in biotech DMSO (Sigma-Aldrich) and the cells were incubated for 48 h.
The final concentration of DMSO in the culture medium was maintained at 0.5%
(v/v) to avoid solvent toxicity. Cytotoxicity was assessed using resazurin™ on an
automated 96-well Fluoroskan Ascent F1™ plate reader (Labsystems) using
excitation and emission wavelengths of 530 and 590 nm, respectively. Fluorescence

was proportional to the cellular metabolic activity in each well. Survival percentage
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was defined as the fluorescence in experimental wells compared to that in control
wells after subtraction of blank values. Each experiment was carried out thrice in

triplicate. ICsq results were expressed as means + standard deviation.

Statistical analysis.

Significant differences of cytotoxicity between samples were determined by Kruskal-
Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks followed by post hoc multiple
comparisons with Student-Newman-Keuls method. Probabilities (P) inferior to 0.05
were considered significant. All computations were done using statistical software

Sigma-Stat version 3.5.
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Table 1. Cytotoxicity (ICs;) of bidesmosidic saponins against cancer cell lines.

R2
R'O
Cpd R . ICso (umoleL™)

AS49 DLD-1 MCF7 PC-3 WS1
1 H CH,OH 38+0.1 66+03 233+05 179+09 36=0.1

2 H COOH 10.3+04 150+03  41+1 40£2 12£1

- H CH,0-8-D-Glc ~ >100 >100 >100 >100 >100

. H COO-B-p-Gle ~ >100 >100 >100 >100 >100

2ia  B-D-Gic CH,O-8-p-Gic  >100 2742 145£09  >100 20+2

21b  B-b-Glc COO-8-p-Gle  >100 >100 2042 66+ 3 35+3
16a o-L-Ara  CH,O-B-D-Glc  >100 192  95+08 53+06 45:03

3 o-l-Ara COO-B-D-Gle  76=4 60+5 23+ 1 68+ 7 50+7
16b  a-i-Rha CH,O-B-D-Glc 168209 106+09 9007 69+04 5304

19  oi-Rha COO-8-b-Gle 231 11.0+£05 57+06 11208  9=x1
22a  a-l-Rha CH,O-0-L-Rha 1.9+61 19261 1.7+02 18£01 13+6.1
226 @l-Rha COO-o-L-Rha 7.2%05 73+03 60+06 72+05 4907
Etoposide 1.2+01  3.1+08 nd® 23+1 22+04

Glc, glucopyranose; Rha, rhamnopyranose; Ara, arabinopyranose.

? Not determined.
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Table 2. °C NMR data of bidesmosidic saponins 3, 16a, 16b, 19, 21a, 21b, 22a and

22b°

C 3 16a° 16b° 19° 21a° 21b° 22a° 22b°
1 39.5() 39.2(t) 39.1() 39.9() 394() 40.1() 39.0() 39.9()
2 267() 264(1) 260() 268() 27.1() 272() 259() 26.8(t)
3 90.3(d) 90.2(d) 89.7(d) 90.4(d) 89.2(d) 90.9(d) 89.7(d) 90.4(d)
4 39.8(s) 39.6(s) 39.5(s) 40.2(s) 40.0(s) 403(s) 39.4(s) 40.2(s)
5 56.5(d) 56.1(d) 559(d) 56.9(d) 56.2(d) 57.2(d) 558(d) 56.9(d)
6 18.8() 186(Y) 187() 194() 188() 193() 18.6¢) 19.4()
7 35.0(1) 34.6() 346() 355() 34.8() 355() 34.6( 3561
8 41.5(s) 41.4(s) 41.4(s) 42.0(s) 4L.5(s) 42.1(s) 41.3(s) 42.0(s)
9 51.4(d) 50.8(d) 509(d) 520(d) 51.0(d) 520(d) 508(d) 51.9(d)
10 37.6(s) 373(s) 37.3(s) 38.1(s) 374(s) 381(s) 37.2(s) 38.1(s)
11 216 213@) 2L3@) 221() 213() 221 21.2() 222()
12 263() 257¢) 257() 269() 26.0() 269{) 256() 269(1)
13 38.8(d) 38.0(d) 38.0(d) 39.4(d 380(d) 394(d) 380(d) 40.0(d)
14 43.1(s) 43.1(s) 43.1(s) 43.6(s) 43.3(s) 43.6(s) 43.1(s) 43.7(s)
15 302()  275()  275() 3080  28.0() 309() 27.5() 30.8(1)
16 324(1) 299 29.9(1) 328(t) 304() 328 30.1( 33.1()
17 574(s) 47.6(s) 47.6(s) 57.9(s) 48.1(s) 58.0(s) 47.3(s) 58.3(s)
18 50.1(d) 49.3(d) 493(d) 50.6(d) 495(d) 50.6(d) 49.2(d) 50.5(d)
19 47.7(d) 48.3(d) 48.3(d) 484(d) 484(d) 484(d) 483(d) 48.8(d)
20 151.1(s) 151.0(s) 151.0(s) 151.8(s) 151.3(s) 151.9(s) 150.8(s) 151.5(s)
21 31.0() 301() 301 315 305@® 315( 303 31.8()
22 37.0() 351() 350 375() 356() 375 353() 38.0(H
23 28.2(q) 28.2(q) 28.3(q) 28.7(q) 28.5(q) 284(q) 283(q 28.7(x)
24 165(q) 165(qQ 164(q) 168(q) 164(q 168(q) 16.4(q 16.8(q)
25 16.6(q) 165(g 164(q 168(q 17.2(g) 168(q) 164(q) 16.8(q)
26 163(q) 164(q) 163(q 167(q) 16.7(q) 16.7(q 16.2(q) 16.8(q)
27 15.1(q) 15.1(g 151(q) 152(q 153(q) 152(q 150(g 15.2(g)
28 1759(s) 68.9(t) 68.8(t) 176.1(s) 68.9() 176.2(s) 66.4(t) 175.6(s)
29 1101 (1) 110.0() 1099() 110.3() 1104t 1103(1) 110.0() 1106 ()
300 195() 194(q) 193(q) 195(g) 19.6(q 195(g 19.3(q 19.6(q
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C 3 16a° 16b° 19° 21a° 21h° 22a° 22b°
iy 106.2(d) 105.5(d) 103.3(d) 104.4(d} 107.3(d) 106.8(d) 103.1(d) 104.4(d)
2 218 L7 TIS(@)  T725(d)  76.2(d) 75.7(d) 71.4(d) 72.5(d)
3 73.6(d) 731(d) 71.9(d) 725(d) 79.2(d) 783(d 71.9(d) 72.6(d)
4 68.4(d) 678(d) 734(d) 74.1(d) T722(d) TL7(d 733(d) 741(d)
5 65.4(t) 649() 68.8(d) 69.9(d) 78.7(d) 77.7(d) 68.8(d) 69.9(d)
6 - - 17.5(q) 17.9(q) 634 62.8() 17.7(q) 17.9(q)
1" 94.6(d) 104.3(d) 104.4(d) 95.2(d) 1064(d) 952(d) 10L.1(d) 95.1(d)
2" 734(d)  74.2(d) 742(d) 741(d) 75.8(d) 74.1(d) 7T1.3(d) 7i4(d)
3" 7717(d) 76.9(d) 77.0(d) 78.4(d) 79.0(d) 78.4(d) 71.8(d) 72.8(d)
4" 706(d) 708(d) 70.8(d) 7LI(d) T722(d) 7Li(d) 73.1(d) 73.4(d)
5" 78.0(d) 763(d) 76.5(d) 78.8(d) 79.0(d) 788(d) 68.7(d) 69.9(d)
6" 620() 623(H) 62.1() 624() 633() 624() 17.5() 18.2(q)

? Spectra recorded at 100 MHz. The multiplicities were deduced from DEPT
experiments,

® CDCly/CD;0D

“CD;0D

¢ pyridine-ds
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Figure 1. Structures of betulin (1), betulinic acid (2) and natural bidesmosidic

betulinic acid saponin (3).
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Figure 2. Glycosyl donors (4-8) used for the synthesis of bidesmosides.
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Scheme 1. Attempts to synthesize bidesmosidic betulin saponins (12a and 12b). A:
donor 4 (1.5 equiv), TMSOT{, CH,Ch, 4 A MS, 1t, 16 h; B: inverse procedure, donor
4 (1.5 equiv), TMSOTf, CH,Ch, 4 A MS, -10 °C to rt, 2.5 h; C: donor 6 (1.5 equiv),
AgOTf, CH,Cl,, 4 A MS, -78 to 0 °C, 2 h; D: donor 5 (1.5 equiv), BF;*OFEt,
CH,Cl, 4 A MS, -78 to0 0 °C, 24 h; E: donor 6 (1.3 equiv), K,CO;, BuyNBr,
CH,CL,/H,O 1:1, reflux, S h.
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RESUME

La majorité¢ des saponines connues & ce jour induisent ’hémolyse des globules
rouges de mammiferes. Cette activité induisant une toxicité sanguine présente un
désavantage important pour le développement futur de ces molécules glycosylées en
tant qu’agents antitumoraux. Dans cette étude, les activités hémolytique et
cytotoxique en plus des propriétés de perméabilisation des membranes cellulaires ont
été évaluées pour une librairie moléculaire de 31 saponines naturelles et semi-
synthétiques de type lupane et oléanane afin d’établir des relations significatives
entre la structure et 1’activité biologique. Les résultats montrent que les saponines de
type lupane n’induisent pas I’hémolyse des globules rouges ni la perméabilisation
des membranes cellulaires indépendamment de la nature des sections osidiques.
Tandis que les saponines de type oléanane telles que la P-hédérine (25) et
P’hédéracolchiside A; (27) provoquent la mort des cellules cancéreuses en
perméabilisant les membranes cellulaires, les saponines de type lupane semblent agir
selon un autre mécanisme qui pourrait &tre lié & Pinduction de Papoptose (suicide
cellulaire programmé). En somme, cette étude suggere que les glycosides de type
lupane 16 et 22 cytotoxiques contenant une section a-L-rhamnopyranose a la position
C-3 pourraient représenter des agents antitumoraux prometteurs due a leur faible

toxicité en regard de ’hémolyse des globules rouges.
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ABSTRACT

The haemolysis of red blood cells inducing toxicity in most animals including
humans is a major drawback for the clinical development of saponins as antitumor
agents. In this study, the haemolytic and cytotoxic activities as well as the membrane
cell permeabilization property of a library of 31 semi-synthetic and natural lupane-
and oleanane-type saponins were evaluated and the structure-activity relationships
were established. It was shown that, lupane-type saponins do not exhibit any
haemolytic activity and membrane cell permeabilization property at the maximum
concentration tested (ICso >100 uM) independently of the nature of the sugar
moieties. While oleanane-type saponins such as B-hederin (25) and hederacolchiside
Ay (27) cause the death of cancer cell lines by permeabilizing the cellular
membranes, lupane-type saponins seem to proceed via another mechanism which
could be related to the induction of apoptosis. The overall results suggest that the
cytotoxic lupane-type glycosides 1§ and 22 bearing an a-L-rhamnopyranose moiety
at the C-3 position could represent promising antitumor agents for further studies on

tumor-bearing mice since they are devoid of toxicity associated with the haemolysis
of red blood cells.
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INTRODUCTION

Saponins are natural compounds found in higher plants and exhibit a wide spectrum
of biological activities [Sparg et al., 2004]. Despite a marked interest of the scientific
community during the past decade towards the isolation [Vincken et al., 2007}, total
synthesis [Yu et al., 2007] and pharmacological properties [Liu ef al., 2002; Sparg et
al., 2004] of these ubiquitous glycosides, the haemolytic activity of saponins
inducing toxicity in most animals is a major drawback for their clinical development.
Although the exact mechanism of the rupture of erythrocyte membranes
(haemolysis) by saponins is not yet clearly understood, it was found to be correlated
with their amphiphilic properties. It has been hypothesized that saponins interact
with lipid membranes of cells [Melzig ef al., 2001] and form insoluble complexes
with cholesterol leading to formation of pores [Seeman et al, 1973],
permeabilization of cells [Baumann er o/, 2000] and subsequent loss of
haemogloblin in the extracellular medium. On the other hand, Winter and co-workers
[Winter, 1994] proposed a different mechanism in which the haemolysis of
erythrocytes is caused by the interaction of saponins with the water channel

aquaporin resulting in an increase of the water transport.

Since all saponins are not haemolytic, some structure-activity relationship (SAR})
studies were recently undertaken in order to find active compounds such as
anticancer agents [Chwalek ef al., 2006; Wang et al., 2007] or vaccine adjuvants
[Oda et al., 2000; Sun et al., 2005; Sun, 2006] devoid of toxicity. It was shown that
there is no evident correlation between the haemolysis of red blood cells and
cytotoxicity of saponins [Wang et al., 2007}, and both the nature of the aglycone and
the osidic part are important for these biological activities {Chwalek et al., 2006].
Voutquenne and co-workers [Voutquenne ef al., 2002] reported that, among 59
tested triterpenoid glycosides, bidesmosidic saponins bearing sugar moieties at both
C-3 and C-28 positions were generally less haemolytic than C-3 monodesmosides
toward erythrocytes. In another study, it was also pointed out that the presence of
non-natural linkages (1,2-cis-glycosides) have detrimental effects for both the

haemolytic and cytotoxic activities of saponins [Chwalek ef al., 2006]. However,
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since the isolation and total synthesis of saponins are usually quite difficult to
achieve, the SAR studies are often limited by the possibility of obtaining a broad

variety of pure saponins in a convenient quantity for biological assays.

In the past few years, our laboratory has been interested in the synthesis of cytotoxic
lupane-type saponins having pentacyclic triterpenoids betulinic acid (1) or betulin (2)
as aglycones. To this date, more than fifty natural and non-natural saponins have
been chemically synthesized such as monodesmosides [Gauthier er al, 2006;
Thibeault er al., 2007, Gauthier et al., 2008a] and bidesmosides [Gauthier ef al.,
2008b] containing various sugar moieties. Our SAR studies have shown that highly
potent [Gauthier er al., 2008b] and/or selective [Gauthier et al., 2006} anticancer
agents are obtained for lupane-type saponins bearing an o-L-rthamnopyranose moiety
at the C-3 position. Thus, we thought that it would be of interest to investigate the
haemolytic activity of these lupane-type saponins in relation with their cytotoxicity
profile in order to choose “lead” compounds devoided of undesirable toxicity for
further in vivo studies on tumor bearing mice. To our knowledge, this is the first
report on the haemolytic activity and SAR of saponins having betulinic acid (1) or
betulin (2) as aglycones. As shown in Tables 1 and 2, natural oleanane-type saponins
such as hederagenin 38-0-3-D-glucopyranoside (7}, 5-hederin (23), a-hederin (24),
B-hederin (25), hederacolchiside A (26) and hederacolchiside A; (27) isolated from
species of the Hedera genus [Elias er al., 1991; Mshvildadze et al, 1992;
Mshvildadze et al., 1993; Mshvildadze er al., 2001] were also investigated and their
activities were compared to lupane-type saponins (5, 6, 8-22, 28-35) and triterpenoid
aglycones (1-4). a-Hederin (24) and hederacolchiside A, (27) were already shown to
possess strong haemolytic [Chwalek ef al., 2006] and anticancer activities [Lee ef al.,
2000; Muthu Kumara et al., 2001; Park et al., 2001; Barthomeuf ez al., 2002; Bang et
al., 2005b; Rooney et al., 2005; Gerkens et al., 2007] both in vitro and in vivo which
are related to their capacity to interact with biological membranes [Debiton ef al.,
2004; Mazzucchelli et al., 2008]. In this study, we report the in vitro haemolytic and

cytotoxic activities as well as the membrane cell permeabilization property (calcein-
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AM assay) of a library of 31 semi-synthetic and natural saponins of the lupane and

oleanane family and discuss their SAR.

RESULTS

Haemolysis of red blood cells

In vitro haemolytic activities of triterpenoids 1-4 and saponins 5-35 on sheep red
blood cells (erythrocytes) are shown in Figure 1. The values are expressed as the
concentrations that cause 50% haemolysis of erythrocytes (HDso). PBS buffer at pH
7.4 was used as a negative control and Sigma-Aldrich® Saponin mixture from
quillaja bark (20-35% sapogenin} was used as a positive control. Significant
differences in the values + standard deviation were calculated in comparison with

PBS.

Firstly, the results in Figure 1 clearly indicate that lupane-type saponins were non-
haemolytic compared to oleanane-type saponins with HDsy values mostly over 160
uM similar to the negative control. While betulinic acid (1), betulin (2} and betulin
glycosides were completely inactive, only three saponins with betulinic acid (1) as
aglycone showed slight haemolytic activity significantly different from those of the
control and oleanane glycosides (P <0.05), ie. saponin 21 bearing two o-L-
rhamnopyranose moieties at both C-3 and C-28 (HDsy = 85 + 3 uM), saponin 3§
bearing an o-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranose moiety at C-3 (HDso =
78 + 4 uM), and saponin 32 bearing an o-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[B-D-
glucopyranosyl-(1->4)]-a-L-arabinopyranose moiety at C-3 (HDsp =94 + 11 pM).

In contrast, all natural oleanane-type saponins induced strong haemolysis of red
blood cells with HDs; values ranging from 1.7 to 22 uM. The saponins B-hederin
(25) and hederacolchiside A, (27) with oleanolic acid (4) as aglycone were the most
haemolytic of all tested saponins (HDsp = 2.0 = 0.1 and 1.7 £ 0.1 uM, respectively)

and were more active than the positive control. 3-Hederin (23) and a-hederin (24)
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showing significantly (P <0.05) similar haemolytic activity (HDsp = 12 £ 1 and 10 %
1 uM, respectively) were approximately five to six fold less active than saponins 25
and 27. The activity of hederagenin saponin bearing a B-D-glucopyranose moiety at
C-3, colchiside (7), was significantly higher than saponins 23 and 24 with an HDs
value of 16 + 2 uM. The least potent oleanane-type saponin to induce the haemolysis
of erythrocytes was hederacolchiside A (26) (HDsp = 22 + 3 uM). The related
triterpenoids hederagenin (3) and oleanolic acid (4) did not exhibit haemolytic

activity at the maximum concentration tested (HDsy >100 uM).
Cytotoxic activity

The in vitro antiproliferative activity of compounds 1-35 against lung carcinoma
(A549), colorectal adenocarcinoma (DELD-1) and normal skin fibroblasts (WS1)
human cell lines was assessed using the resazurin reduction test [O’Brien ef al,
2000] in which the fluorescence is proportional to the cellular metabolic activity.
Betulinic acid (1) was used as a positive control [Kessler ef al., 2007] in this assay.
The cytotoxicity results presented in Table 3 are expressed as the concentration
inhibiting 50% of the cell growth (ICsp). They are subdivided into five groups:
triterpenoids (1-4; group I), lupane monodesmosides (S, 6, 8-16; group II), lupane
bidesmosides (17-22; group I}, oleanane saponins (7, 23-27; group IV), and lupane

saponins containing o-L-arabinopyranose (28-35; group V).

In the first group, betulin (2) was the most cytotoxic triterpenoid (ICsq = 3.6-6.6 uM)
followed by betulinic acid (1) (ICso = 10.3-15.0 uM). In contrast, hederagenin (3)
and oleanolic acid (4) were only moderately active against A549 cancer cell lines
(Csp = 39 £ 6 and 27 = 3 uM, respectively) while they did not exhibit any
cytotoxicity against DLD-1.

As previously reported [Gauthier et al., 2006; Thibeault ef al., 2007], betulinic acid
3B-0-o-L-thamnopyranoside (10, ICsp = 2.6-3.9 puM) was the most active

monodesmosidic lupane-type saponin of group II against cancer cell lines followed
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by betulin 3B-0-a-D-mannopyranoside (14, ICso = 7.3-10.1 pM), and betulinic acid
3B-0-o-D-arabinopyranoside (11, ICso = 10-17 uM). The saponins (8, 9, 16) bearing
a glucopyranose moiety at either C-3 or C-28 were not able to exhibit cytotoxicity at
the maximum concentration tested (ICso >100 uM). Moreover, the unusual o-L-

arabinofuranosides (5, 6) were also completely inactive against cancer (ICs; >100

uM).

Of all tested compounds in this study, betulin bis-3,28-0-L-rhamnopyranoside (22)
was the most potent to inhibit the growth of cancer cell lines with ICs; ranging from
1.7 to 1.9 pM [Gauthier et al, 2008b]. Bidesmoside 21 bearing two rhamnose
moieties was also strongly active (ICso 4.9-7.3 uM) with a cytotoxicity profile
slightly superior than betulinic acid (1). In addition, the bidesmosidic saponins 19
and 2@ containing a rhamnose moiety at C-3 were significantly more active than 1
against colon adenocarcinoma cell lines (ICso = 11.0 £ 0.5 and 10.6 = 0.9 uM,

respectively).

In group IV consisting of oleanane-type saponins, the order of anticancer activity
was quite similar to the haemolytic activity. Indeed, there is a significant correlation
between both biological activities (P <0.05, Pearson product moment correlation).
However, oleanane saponins (7, 23-27} were not as cytotoxic as the positive control
betulinic acid (1) against A549 and DLD-1. The strongest cytotoxicities on human
cell lines were exerted by B-hederin (25) and hederacolchiside A; (27) (ICso = 14-30
and 5.7-16 puM, respectively). Other saponins (7, 23, 24 and 26) with hederagenin (3)
as aglycone were only moderately active against cancer with ICsg ranging from 30-

62 pM.

In the last group, lupane-type saponins (30, 31, 32 and 35) containing an a-L-
rhamnopyranosyi-(1—>2)-a-L-arabinopyranose moiety did not exhibit any
cytotoxicity at maximum concentration tested. The most active saponin of group V
was betulinic acid 3B-O-a-L-arabinopyranoside (28) which exerted a cytotoxicity

profile similar to the parent triterpenoid 1 against cancer cell lines (ICsp = 11-12 uM)
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while the betulin analogue 29 was inactive (ICs; >100 pM). The addition of a
glucose moiety at the C-28 position of 28 to give bidesmoside 33 had a detrimental
effect on the anticancer activity (ICsp = 50-76 uM). In contrast, the cytotoxicity
against A549 and WS1 was increased when a glucose moiety was added at the C-28

position of 29 to give bidesmoside 34 (ICso = 19 £ 2 and 4.5 + 0.3 uM, respectively).

Permeabilization of cell membrane

In order to evaluate the propensity of saponins to permeabilize the ceilular
membrane, we performed the calcein-AM assay [Debiton et al., 2004]. In this test,
the calcein-AM enters passively into the cells, is converted into a green fluorescent
and retained within intact cells. After treatment with drugs, the fluorescence is
proportional to the number of cells (A549, DLD-1 and WSI1) with undamaged
membranes. The results presented in Table 3 are expressed as the drug concentration

that decreased calcein fluorescence by 56% (ICsp).

As for the haemolytic assay, triterpenoids (1-4) and lupane-type saponins (5, 6, 8-22,
28-35) did not permeabilize the membrane of A549, DLD-1 and WS1 human celt
lines at maximum concentration tested (ICsy >200 uM). On the other hand, regarding
the oleanane-type saponins, B-hederin (25) and hederacolchiside A; (27) were the
most active as they strongly permeabilized the membrane of all human cell lines with
ICso ranging from 2.8 to 4 uM in function of the type of celis. This membrane
activity was significantly higher (P <0.05) than other saponins in this group having
hederagenin (3) as aglycone such as colchiside (7, ICso = 65-102 uM), d-hederin (23,
ICso = 40-54 uM), a-hederin (24, 1Csq = 24-38 uM) and hederacolchiside A (26, ICsg
= 86-159 uM). Moreover, there is a significant correlation (P <0.05) between the

haemolytic activity and the membrane permeabilization potential of oleanane
saponins (7, 23-27).
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DISCUSSION

Saponins are well known to exhibit cytotoxic and haemolytic activities [Sparg et al.,
2004] which are strongly correlated with the nature of both the aglycone and sugar
side chains [Takechi et al., 1995; Oda et al., 2000]. However, it was reported that
these two properties are not linked since they can proceed by different mechanisms
[Chwalek et al., 2006, Wang ef al., 2007]. Recent studies demonstrated that several
naturally occurring antitumor saponins cause the death of cancer cells by induction
of apoptosis via the mitochondrial pathway [Haridas et al., 2001; Lee ef al., 2005;
Zhu et al., 2005]. On the other hand, the haemolysis of erythrocytes was shown to be
a function of the capacity of saponins to interact with the membrane cholesterol of
red blood cells [Bangham et al., 1962]. However, Hu and co-workers reported that
the liposomal membrane disrupting activity of oleanolic acid saponins glycosylated
at both C-3 and C-28 positions (bidesmosides) can occur without the presence of
cholesterol [Hu ef al., 1996].

The haemolytic activity of saponins is a serious drawback to the further
pharmaceutical development of this type of natural product although some saponins
show only weak [Oleszek er al., 1992] or no haemolytic effect at all [Woldemichael
et al., 2002]. In this SAR study, our results showed that, contrary to the majority of
saponins including those of the oleanane family, lupane-type saponins do not exhibit
any haemolytic activity at the maximum concentration tested (HDs, >100 uM)
independently of the nature of the sugar moieties. In fact, there were no significant
differences between the haemolytic activities of lupane-type monodesmosides (5, 6,
8-16), bidesmosides (17-22) and those containing an «-L-arabinopyranose moiety
(28-35). Similar results were reported by Yoshizumi ef al. for lupane-type saponins
with a modified ring-A isolated from the leaves of Acanthopanax sessiliflorus which
did not lead to any haemolysis [Yoshizumi et al., 2006]. Betulinic acid saponins 21,
30 and 32 are the sole exceptions since they exerted weak activity against red blood
cells (HDso = 78-94 uM). With regard to saponins 30 and 32, the slight haemolytic

activity could be correlated with the presence of an a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-
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L-arabinopyranose moiety at the C-3 position of the triterpenoid skeleton. Indeed,
this unique disaccharide chain is also present in oleanane-type saponins such as o-
hederin (24) which have been shown to induce strong haemolysis of sheep
erythrocytes [Chwalek er al., 2006]. Yamashita and co-workers reported that betulin
(2) and betulinic acid (1) triterpenoids do not exhibit any haemolytic effect even at a
concentration of 500 yM [Yamashita et al, 2002] as corroborated by our results
(HDsy >100 pM). These findings confirm the non-toxicity of lupane-type
triterpenoids [Pisha et al., 1995; Zuco et al., 2002] and are of great interest for their
clinical utilization as anticancer [Kessler et al, 2007] or chemopreventive
[Chaturvedi ef al., 2008] agents. Although they are virtually not haemolytic, betulin
(2) and betulinic acid (1) have been reported to induce alterations of erythrocyte
membrane shape towards echinocytes {Ziegler et al., 2004], which seems to be
related with their capacity to inhibit the growth of Plasmodium falciparum [Ziegler
et al., 2006]. The in vitro antiplasmodial activity was shown to be due to the
incorporation of triterpenoids 1 and 2 into the lipid bilayer of erythrocytes [Ziegler ef
al., 20041.

In this study, the natural oleanane-type saponins (7, 23-27) were shown to exhibit
strong haemolytic activity (ICso = 1.7-22 pM) compared to lupane-type saponins and
natural aglycones 3 and 4 (ICs; >100 uM). On the whole, it appears to be a direct
correlation (P <0.05) between the capacity of oleanane saponins to cause the lysis of
red blood cells and their membrane cell permeabilization property. Moreover, the
order of cytotoxicity seems to be linked with both the membrane alteration and
haemolytic activities of oleanane saponins (P <0.05). It is noteworthy that -hederin
(25) and hederacolchiside A; (27) with oleanolic acid (4) as aglycone were
significantly more haemolytic and cytotoxic than o-hederin (24) and
hederacolchiside A (26) bearing, respectively, the same sugar moieties. These results
are in good agreement with those of Barthomeuf et al. who reported that oleanolic
acid saponins exhibit higher cytotoxicity than hederagenin saponins [Barthomeuf et
al., 2002]. Furthermore, it was pointed out that the structural requirements of potent

antitumor oleanane-type saponins including a-hederin (24), hederacolchiside A (26)
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and A; (27) isolated from the roots of Pulsatilla chinensis [Mimaki et al., 1999] and
P. koreana [Bang et al., 2005a] are the presence of an a-L-Rhap-(1-—>2)-a-L-Arap
moiety at the C-3 position and a free carboxylic acid at the C-28 position [Bang et
al., 2005b]. Recently, hederacolchiside A; (27) was reported to induce membrane
injury resulting in the formation of pores and permeabilization of the membrane of
human melanoma (MEL-5) cells, which could be related to its anticancer activity
[Debiton et al, 2004; Mazzucchelli et al, 2008]. Moreover, another study
highlighted the apoptosis inducing activity of saponin 27 [Gerkens er al., 2007].
These results suggest that the anticancer activity of hederacolchiside A; (27) and its
analogues could be due to the complementary action of both the alteration of cellular
membranes and apoptosis induction. Nevertheless, as revealed by the results of the
haemolytic assay, it is obvious that the high toxicity towards erythrocytes of these
oleanane-type saponins (7, 23-27) could hamper their utilization as pharmaceutical

agents,

While lupane-type saponins tested in this study were almost non-haemolytic, their
cytotoxic activity were in some cases superior to oleanane-type saponins and greatly
varied according to the nature of the sugar moieties linked to C-3 and C-28 [Gauthier
et al., 2006; Thibeault et al, 2007; Gauthier et al, 2008b]. Indeed, concerning
monodesmosidic saponins (group Ii), the presence of a-L-Araf, B-D-Glcp or B-D-
Galp moieties at the C-3 position of the lupane skeleton seems to have a deleterious
effect on the anticancer activity. In contrast, saponins bearing o-D-Arap, a-D-Manp
or B-D-Xylp at the C-3 position exhibited a cytotoxicity profile similar or slightly
inferior to the parent triterpenoids 1 and 2. The addition of an o-L-Rhap at C-3 of
betulinic acid (1) gave the most active monodesmosidic saponin (18) against human
cancer cell lines (ICsg = 2.6-3.9 uM). With regard to lupane-type saponins of group
V, it is worth noting that saponins (30-32, 35) bearing an a-L-Rhap-(1—>2)-a-L-Arap
moiety at the C-3 position were not able to inhibit the growth of cancer cell lines at
the maximum concentration tested. Thus, our results suggest that this unique sugar
moiety, which has been previously identified as a basic sequence for the antitumor

activity of oleanolic acid and hederagenin monodesmosides [Lee ef al., 2000; Park et
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al., 2001; Barthomeuf et al., 2002; Bang ef al., 2005b] such as saponins 24-27, does
not improve the in vitro cytototoxicy of lupane-type saponins. Notably, betulinic acid
saponin 28 bearing an a-L-Arap without the presence of an a-L-Rhap linked at C-2’
exhibited a cytotoxicity profile slightly superior to 1 against colorectal
adenocarcinoma cell lines. As shown for monodesmosides 8 and 9, the presence of a
B-D-Glcp moiety at the C-3 position of the lupane skeleton has a detrimental effect
on the cytotoxicity of bidesmosidic saponins 17 and 18. These results may be
explained by the high polarity of the glucose moiety which could prevent the
diffusion of the saponins into the cellular cytoplasm [Chwalek et al, 2006]. In
contrast, bidesmosidic saponins (19-22) containing o-L-Rhap moieties strongly
inhibit the growth of cancer cell lines, the most active compound being betulin bis-
3,28-a-L-thamnopyranoside (22) (ICso = 1.3-1.9 uM). It was postulated that the high
anticancer activity of rhamnose containing saponins may be attributable to their
interaction with lectins which could recognize rhamnose and facilitate the diffusion

of the drug into the cytoplasm [Cham et al., 1990; Gauthier et ai., 2008b].

In this SAR study, as for the haemolytic assay, all tested lupane-type saponins were
unable to permeabilize the membrane of both human cancer (A549, DLD-1) and
healthy (WS1) cell lines as determined by the calcein-AM assay (ICso >200 uM).
Therefore, we can hypothesize that the strong cytotoxicity of lupane-type saponins
such as glycosides 10 and 22 may be explained by another mechanism which should
not involve cellular membrane injuries. The parent triterpenoid betulinic acid (1) has
been shown to induce apoptosis of cancer cells [Pisha et al., 1995] independently of
the p53 gene status through the perturbation of mitochondrial membrane potential
and production of reactive oxygen species [Fulda et al., 1997]. These processes
trigger the release of mitochondrial apoptogenic factors, activation of caspases and
subsequent DNA fragmentation [Fulda e al., 1998]. Thus, in a study in progress in
our laboratory, we investigated the mechanism of action of lupane-type saponins.
The preliminary results showed that, similarly to betulinic acid (1), saponins 14 and

22 could induce the death of A549 and DLD-1 cancer cell lines through the induction
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of apoptosis as revealed by both the cleavage of apoptotic factors such as PARP and

caspase 3 and the characteristic morphological changes in the cells (data not shown).

In conclusion, the haemolytic and cytotoxic activities as well as the membrane cell
permeabilization property of semi-synthetic and natural lupane- and oleanane-type
saponins have been investigated and structure-activity relationships have been
established. While oleanane-type saponins such as f-hederin (25) and
hederacolchiside A; (27) cause the death of cancer cell lines by permeabilizing the
cellular membranes, lupane-type saponins seem to proceed according to another
mechanism which could be related to an apoptosis induction. The overall results
suggest that lupane-type saponins such as the highly potent glycosides 16 and 22
represent promising anticancer agents for further studies on tumor-bearing mice
since they are devoid of toxicity associated with the haemolysis of red blood cells in
comparison with oleanane-type saponins. Work is currently in progress in our
laboratory in order to elucidate the exact mechanism of the anticancer action of

tupane-type saponins and results will be reported in due course.
EXPERIMENTAL SECTION
Chemicals

DMSO grade Biotech and Saponin from quillaja bark (20-35% sapogenin content),
the positive control used for the haemolysis assay, were purchased from Sigma-
Aldrich® Canada. Betulinic acid (1) was purchased from Indofine Chemical
Company Inc. and stored at 4 °C.

Triterpenes and saponins
Betulin (2) was extracted from the outer bark of Betula papyrifera Marsh. and

purified by silica gel flash chromatography {Gauthier ef al, 2006]. Lupane-type

saponins (5, 6, 8-22, 28-35) were synthesized according to procedures previously
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reported by our laboratory [Gauthier ef al., 2006; Thibeault ez al., 2007; Gauthier et
al., 2008a; Gauthier et al., 2008b]. Oleanolic acid (4) was kindly provided by
Laboratoire de Pharmacognosie-Homéopathie de 1'Université de la Méditerranée de
Marseille (France). Hederagenin 3p-0-B-D-glucopyranoside (7), d-hederin (23) and
o-hederin (24} were isolated from the berries of Hedera colchica and purified as
described previously {Mshvildadze er al., 2001]. Hederagenin (3) and B-hederin (25)
were obtained by acid and alkaline hydrolysis from hederasaponins C and B,
respectively, isolated from the leaves of Hedera helix [Elias et al., 1991].
Hederacolchiside A (26) and hederacolchiside A; (27) were isolated from the leaves
of Hedera colchica and purified according to literature [Mshvildadze e al., 1992;
Mshvildadze ef al., 1993]. The chemical structures (Tables 1 and 2} of all triterpenes
and saponins used in this study were confirmed by spectral data (MS, 'H and °C
NMR) and their purity was determined by HPLC (25%).

Haemolytic assay

Sheep erythrocytes (Laboratoire Quelab, Montréal, QC, Canada) were first
centrifuged at 3000 RPM for 5 min and then suspended in PBS to obtain a 1%
erythrocytes solution. Samples were dissolved in a mixture of 5:1 DMSO/PBS to
obtain a concentration of 500 pug/mL. Concentration gradient were prepared within a
range of 500 pg/mL to 3,9 ug/mL. A 160 uL volume of 1% erythrocyte solution was
added to 96 wells microplates {Costar, Corning Inc.) and a volume of 40 pl of
sample or control sclution was added tc obtain a final erythrocyte concentration of
0.8% and sample concentration gradient ranging from 100 pg/mL to 0.78 pg/mL.
Microplates were incubated at 37°C on an orbital shaker for 60 min. Microplates
were then centrifuged at 3000 RPM for 5 min, after what the supernatant was
transferred to empty microplates. Absorbance of the supernatant was measured at
540 nm with a Varioskan plate reader (Thermo, Waltham, MA, USA). Each
experiment was carried out twice in triplicate. HDsy was calculated by comparison
with the 100% haemolysis caused by the highest Saponin (Sigma-Aldrich® Canada)

concentration and were expressed as mean + standard deviation.
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Celis culture

Human lung carcinoma (A549), human colorectal adenocarcinoma (DLD-1) and
human normal skin fibroblasts (WS1) cell lines were obtained from the American
Type Cuilture Collection (ATCC). All cell lines were cultured in minimum essential
medium containing Earle’s salts and L-glutamine (Mediatech Cellgro, VA), to which
were added 10% foetal bovine serum (Hyclone), vitamins (1x), penicillin (100
IU/mL) and streptomycin (100 ug/ml), essential amino acids (1x), and sodium
pyruvate {1x) (Mediatech Celigro, VA). Cells were kept at 37 °C in a humidified

environment containing 5% COx.
Cytotoxicity assay

Exponentially growing cells were plated in 96-well microplates (Costar, Corning
Inc.) at a density of 5 x 10° cells per well in 100 uL of culture medium and were
allowed to adhere for 16 h before treatment. Increasing concentrations of each
compound in biotech DMSO (Sigma-Aldrich) and the cells were incubated for 48 h.
The final concentration of DMSO in the culture medium was maintained at 0.5%
{v/v) to avoid solvent toxicity. Cytotoxicity was assessed using resazurin [O’Brien, J.
et al, 2000} on an automated 96-well Fluoroskan Ascent F1™ plate reader
(Labsystems) using excitation and emission wavelengths of 530 and 590 nm,
respectively. Fluorescence was proportional to the cellular metabolic activity in each
well. Survival percentage was defined as the fluorescence in experimental wells
compared to that in control wells after subtraction of blank values. Each experiment
was carried out thrice in triplicate. ICso results were expressed as means =+ standard

deviation.
Calcein-AM assay

Exponentially growing AS549, DLD-1 and WS1 cells were plated in 96-well

microplates (Costar, Corning Inc.) at a density of 10" cells per well in 100 pL of
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DMEM and were allowed to adhere for 24 h before treatment. Microplates were then
washed with PBS, and 16 pM calcein-AM was added in 100 pL of culture medium.
Microplates were incubated 60 min at 37°C and 5% CO, for the calcein to be
incorporated into cells. Unabsorbed calcein was then removed and microplates were
washed with PBS. Growing concentrations of samples or controls were added in 100
uL of DMEM without FBS. Microplates were incubated 30 min after what wells
were washed again with PBS. Fluorescence was read with a Fluoroskan Ascent F1™
plate reader (Labsystems) using excitation and emission wavelengths of 485 and 530
nm, respectively. Fluorescence was proportional to the cell membrane integrity. Each
experiment was carried out twice in triplicate. ICs; results were expressed as means =+

standard deviation.

Statistical analysis

Calcein-AM assay ICso, haemolytic test HDso and cytotoxic assay ICs; were
determined by polynomial regression of dose-response curve after blank subtraction.
Significant difference between samples were determined by Kruskal-Wallis One
Way Analysis of Variance on Ranks followed by post hoc multiple comparisons with
Student-Newman-Keuls method. Probabilities (P) inferior to 0.05 were considered
significant. Correlation coefficients were determined by Pearson Product Moment

Correlation.
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Table 1. Chemical structures of triterpenes 1-4 and saponins 5-22.

%_RZ
Aglycone | Aglycone li
Compound Aglycone R R’ Reference
1* (betulinic acid) i H COOH Thibeault ef al, 2006
2* (betulin) i1 H CH,OH Gauthier et al,, 2006
3* (hederagenin} i H OH Elias et al., 1991
4* (oleanolic acid) I H H -
5 I o-L-Araf COOH Gauthier et al., 2008a
6 i a-L-Araf CH,OH Gauthier ef o/, 2008a
7* I B-p-Glep OH Mshvildadze et af., 2001
8 I 3-p-Glep COOH Gauthier ez al,, 2006
9 I B3-p-Glep CH,0H Gauthier ez al., 2006
19+ I o-L-Rhap COCH Gauthier e? o/, 2006
11 I a-D-Arap COCH Gauthier et o/, 2006
1z i B-p-Galp COCH Thibeault ez af., 2007
13 i1 o-D-Manp COOH Thibeauit ef al., 2007
14 il a-D-Manp CH,0H Thibeauit ef al., 2007
15 i B-D-Xylp COCH Thibeault et af., 2007
16 I H COO-3-p-Glcp Gauthier et al., 2006
17 H B--Glep CGO-B-p-Gicp Gauthier e al,, 2008b
18 il B-pD-Glcp CH,0-8-p-Glep Gauthier e al., 2008b
19 i o-L-Rhap COO-3-p-Glep Gauthier et al., 2008b
20 i o-L-Rhap CH,O0-B-p-Glcp Gauthier et al., 2008b
21 i a-L-Rhap COO-a-L-Rhap Gauthier ez al,, 2008b
22 Il a-L-Rhap CH,0-a-L-Rhap Gauthier ef al,, 20086

* Natural compounds.
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Table 2. Chemical structures of saponins 23-35 containing o-L-arabinopyranose.

%
%

Aglycone | Aglycone Hi
Compound Agl R R’ R Reference

23* (8-hederin) 1 OH H H Mshvﬂ(‘ize(&)%ﬁe etal,
24* (a-hederin) I OH -L-Rhap H Mshvilgggzle etal,
25* (B-hederin) I H a-L-Rhap H Eliag etal, 1991
%fgderacolchiside A) I OH a-L-Rhap  B-D-Glep MShVﬂ(liggge et
?g;deracolchiside A I H a-L-Rhap B-pD-Glep MShVﬁ?ggée etal,
28 1  COOH H H Gauté}gzrg Zt al.,
29 I CH,0H Y H Gaut;ézg zt al,
36 11 COOH o-L-Rhap H Gaut;léz% if al,
31 I CH,OH o-L-Rhap H Gautéx(i}zrg Zt al,
32% I  COOH a-L-Rhap  B-p-Glep Gaut;ézrg it al.,
33+ I COOp-D-Gicp H H Ga“‘?ég;fggf a,
34 I CH08-b-Glep H H (}autzhégrg gz al,
35% I COO-B-D-Glep a-L-Rhap H Gautzh(i)%; Zt al.,

* Natural compounds.
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Table 3. Results of the cytotoxicity (resazurin reduction test) and membrane cell
permeabilization (calcein-AM assay) of compounds 1-35. Values in italics were
previously reported by our laboratory (see references in Table 1 and 2).

ICso (pmoleL™)

group®  cpd cytotoxicity Membrane permeabilization
AS549 DLD-1 WSI1 A549 DLD-1 WS1

1 10.3+04 150£03 12+1 >200 >200 >200
2 38+01 6.6+03 36+01 >200 >200 >200
I 3 396 >100 77+3 >200 >200 >200
4 273 >100 >100 >200 >200 >200
5 >100 >100 >100 >200 >200 >200
6 >100 >100 >100 >200 >200 >200
8 >100 3249 >100 >200 >200 >200
9 >100 =100 =140 >200 >200 >200
10 2606 39+04  31+3  >200 >200 >200
I 11 1042 17+3 47+5  >200 >200 >200
12 =100 =106 =100 >200 >200 >200
13 3444 15+1 13£3  >200 >200 >200
14 7.3x04 101+05 5106 >200 >200 >200
15  i5+2 18+2 201 >200 >200 >200
16 =100 =100 >100 >200 >200 >200
17 =106 =100 353 >200 >200 >200
18 =100 27£2 20+2  >200 >200 >200
1% 231 11.0+£05 9+1 >200 >200 >200
i 26 168+09 10609 53+04 >200 >200 >260
2% 7.2+05 7.3+03 4907 >200 >200 >200
32 19+01 19+01 13%01 >200 >200 >200

7 56%12 598§ 3244 65+ 8 89+ 16 102+17

23 58+2 57415 30+2 40+8 5410  51%12

34 33+4 60+ 17 306 2846 38+ 11 245
v 25 15+£2 306 14+2 341 4+1 2.8+0.9
26  S9+16  62+17 58+7  110+12  159+4 86+ 28
37 15+ 4 16+7  57£0.7 41 41 31

28 12£3 11+2 19£1  >200 >200 >200
29 >100 >100 >100 >200 >200 >200
30 >100 >100 >100 >200 >200 >200
31 >100 >100 >100 >200 >200 >200
v 32 >50 >50 >50 >200 >200 >200
33 76+ 4 60+5 50£7  >200 >200 >200
34 =100 19+2 45+0.3 >200 >»200 >200
35 >50 >50 >50 >200 >200 >200

*1: Triterpenoids; I : lupane monodesmosides; III : lupane bidesmosides; IV :

oleanane saponins; V : lupane saponins containing o-L-arabinopyranose.
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120 - = = e e o e o e e

] 2 lupane >100 uM
£l cleanane a 1P <0.05
7 83 controls 94

HDs, (M)

12 3 4 5 6 B 9§ 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19 20 21 22 7 25 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 I/ S P
S : Saponin {positive control - pg/ml); P : PBS {negative control) compound number

Figure 1. Haemolytic activity of triterpenes 1-4 and saponins 5-35. Data represent
mean values + standard deviation of at least two independent experiments made in
triplicate. HDs; inferior to 100 uM were compared using Kruskal-Wallis One Way
ANOVA on Ranks followed by Student-Newman-Keuls multiple comparisons.

Significant difference (P <0.05) are represented by different letters over the columns.
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RESUME

Dans ce manuscrit, la synthése selon une approche par glycosylations successives de
saponines de lupéol, bétulinol et acide bétulinique porteuses d’une section
chacotrioside a la position C-3 est décrite. Toutes les saponines ainsi que leurs
produits de réarrangements de type germanicane ont été évalués pour leurs activités
anticancéreuse et hémolytique. Dans ’ensemble, les résultats biologiques ont moniré
que l’ajout d’une section chacotrioside a un impact négatif sur Dactivité
anticancéreuse des saponines de type lupane. En revanche, bien qu’ils ne soient pas
sélectifs, les dérivés de réarrangement 33-O-chacotriosides d’allobétulinol (9) et de
28-oxoallobétulinol (10) ont exercé un profil de cytotoxicité jusqu’a quatre fois
supérieur a I’acide bétulinique contre les lignées cellulaires cancéreuses du sein
(MCF7) et de la prostate (PC-3) (ICsq = 10-18 uM). Il est intéressant de noter que
seuls les chacotriosides contenant une fonction non-polaire en position 28 (6, 9 et 16)

ont exercé une activité hémolytique sur les globules rouges.
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ABSTRACT

The concise synthesis, via a stepwise glycosylation approach, of lupeol, betulin and
betulinic acid O-glycosides bearing a chacotriosyl moiety at the C-3 position is
described. All neosaponins as well as their rearrangement products of the
germanicane-type were evaluated in vitro for their anticancer and haemolytic
activities. Although betulinic acid and betulin 3B-O-chacotriosides were neither
cytotoxic nor haemolytic, their rearrangement products allobetulin and 28-
oxoallobetulin 33-O-chacotriosides (9 and 18) exhibited a cytotoxicity profile up to
four-fold superior to betulinic acid against human breast (MCF7) and prostate (PC-3)
adenocarcinomas cell lines (ICso = 10-18 uM). However, these saponins were as
cytotoxic on healthy cells (WS1) than on cancer cells. It is worth noting that only
chacotriosides featuring non-polar functions at the C-28 position (6, 9 and 10)

exerted a haemolytic activity against red blood cells.
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INTRODUCTION

The naturally occurring lupane-type triterpenoids lupeol (1), betulin (2) and betulinic
acid (3) have been thoroughly investigated during the past years on account of their

promising medicinal properties,

and particularly their chemopreventive’ and
antitumor® activities. Therefore, several studies have been undertaken, which
focused generally on the preparation of anticancer derivatives of triterpenoids 2 and
3 modified at C-3 and/or C-28 positions."*!! Recently, with the aim of increasing the
water solubility of these non polar cholesterol-like triterpenoids and studying their
structure-activity relationships, we synthesized a broad library of mono- and

1215 which have been evaluated for their

bidesmosidic lupane-type saponins,
cytotoxicity against the growth of human cancer cells. Our results revealed that the
addition of rhamnose moieties at both C-3 and C-28 positions of triterpenoids 2 and
3 can give anticancer agents many fold stronger than betulinic acid (3).°
Furthermore, we showed that contrary to the majority of naturally occurring
saponins, ®'” most of the lupane-type glycosides do not exhibit any haemolytic
activity (HDsp >100 uM) against red blood cells,”® which is of great interest

regarding their clinical utilization as anticancer agents when intravenously delivered.

Saponins bearing a 2,4-branched trisaccharide containing rhamnose moieties such as
chacotriosides are quite attractive concerning their anticancer activity. Indeed,
dioscin, namely diosgenyl o-L-thamnopyranosyl-(1—2)-[a-L-rhamnopyranosyl-
(1—4)]-B-D-glucopyranoside, a well-known saponin isolated from several plant

species used in traditional oriental medicine, have been shown to induce apoptosis

oy 9 2
within cancerous cells'®?° 21-23

and to exhibit promising antitumor activities.
Moreover, the apoptosis inducing activity of solamargine, a solasodine steroidal
alkaloid bearing the same chacotriosyl moiety, seems to be correlated with the
presence of rhamnose moieties.”*** Therefore, we thought that it will be of interest to
prepare lupane-type saponins incorporating this particular 2,4-branched trisaccharide.
Hence, as shown in Figure 1, we report here the synthesis of lupeol, betulin and
betulinic acid monodesmosidic saponins (6-8) bearing a chacotriosyl moiety at the C-

3 position as well as their germanicane-type rearrangement products (9 and 10). The
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in vitro cytotoxic and haemolytic activities of all synthesized saponins are also

reported.
RESULTS AND DISCUSSION

In this work, we chose to adopt a stepwise glycosylation strategy rather than a
convergent one, in order to obtain exclusively a 1,2-frans-glycosidic linkage.”® Thus,
as depicted in Scheme 1, the synthesis began by coupling the lupane-type acceptors
lupeol (1),'? 28-rerr-butyldiphenylsilyl betulin (11)'* or allyl betulinate {12)"> with
the donor 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-D-glucopyranosyl trichloroacetimidate (13, 1.5
equiv)12 under the promotion of the Lewis acid trimethylsilyl
trifluoromethanesulfonate (TMSOTTY, 0.1 equiv). After the glycosylation, removal of
the benzoyl groups under standard deprotection conditions (NaOH 0.5 N,
MeOH/THF/H,0 1:2:1, room temperature) afforded target P-D-glucosides 14'7
{90%), 15 (72%) and 16 (80%) in good to excellent yields after two steps. Then, the
regioselective pivaloylation® at both C-6' and C-3' positions of the glucosides 14-16
using pivaloyl chloride (PivCl) in pyridine (Py) furnished, as expected, the protected
derivatives 17-19 in moderate yields (60-62%). The Schmidt’s inverse procedure™
was chosen in order to synthesize the chacotrioside moiety. This approach was
shown to give better yields than the normal procedure when two hydroxyl groups are
simultaneously glycosylated.”” Thus, coupling of the acceptor 17 with the donor
2,3,4-tr1-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranosyl trichloroacetimidate (20, 5.0 equiv) using
TMSOTE (0.5 equiv) at -10 °C to room temperature followed by removal of benzoyl
and pivaloyl groups led to the formation of the target chacotrioside fupeol saponin 6
in a moderated yield (57%, two steps). Surprisingly, under the same glycosylation
conditions, the germanicane-type rearrangement products allobetulin and 28-
oxoallobetulin 3B-O-chacotriosides (9 and 10) were obtained in 32% and 24% yields,
respectively, instead of the expected C-28 protected betulin and betulinic acid 3B-O-
chacotriosides. This result may be explained by the fact that triterpenes 2 and 3 can
undergo a Wagner-Meerwein rearrangement in the presence of an excess of Lewis

acids.'>?%3! Therefore, in light of these results, we performed, in a separate
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experiment, the glycosylation of the acceptor 16 with the donor 2@ using a smaller
amount of TMSOTY (<0.2 equiv) in the reaction medium. As shown in Scheme 2,
under these conditions, the fully protected chacotrioside derivative 21 was prepared
in an excellent yield (96%) without any detectable trace of rearrangement products.
The target chacotrioside betulinic acid saponin 8 (78%, two steps) was finally
obtained after the hydrolysis of benzoyl and pivaloyl groups (NaOH 0.5 N,
MeOH/THF/H,0 1:1:1, 50 °C) followed by the subsequent deallylation at the C-28

position.

For some unclear reasons, all attempts to prepare the chacotrioside betulin saponin 7
from the glucosidic derivative 18 under various glycosylation conditions were
unsuccessful (data not shown). Moreover, we tried to prepare the target neosaponin 7
by the reduction of the carboxylic acid function of 8 using aluminium lithium
hydride (LiAlH4) in refluxing THF.? Unfortunately, the reaction resulted in a
complex mixture of inseparable products. We next reasoned that using another less
hindered protecting group than TBDPS at the C-28 position of betulin (2) such as a
pivalate ester (Piv) should allow us to obtain better results. Thus, as depicted in
Scheme 3, 28-O-pivaloy! betulin (22), which was synthesized in good yield (76%) by
treatment of betulin (2) with PivCl in pyridine, was glucosylated at the C-3 position
to afford 23 (68%, two steps) after deprotection of the benzoyl groups.
Regioselective pivaloylation of 23 led to the formation of 24 (60%), which was then
simultanecusly glycosylated at both C-2' and C-4' positions with the TCA sugar
donor 13 via the Schmidt’s inverse procedure to provide the fully protected
chacotriosidic derivative. Unexpectedly, deprotection of benzoyl and pivaloyl groups
of the crude product using NaOH 0.5 N at 50 °C afforded 28-O-pivaloyl betulin 33-
chacotrioside (25) instead of 7. Thus, in order to cleave this sterically hindered
primary pivalate ester, compound 25 was subjected to a basic hydrolysis with a
higher concentration of NaOH (1.5 N) at reflux for a longer period of time (48 h).
Under these conditions, the target chacotrioside saponin 7 was finally obtained in an
excellent yield (88%) as a pure and homogeneous form. It is worth noting that, as

revealed by the coupling constant values of the anomeric protons, 1,2-trans-
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glycosidic linkages (a-L-Rhap and B-D-Glcp) were obtained for all newly
synthesized neosaponins (6—10).33

The cytotoxicity of the synthesized neosaponins (6-10) was evaluated in vitro by the
resazurin reduction test’* against lung carcinoma (A549), colorectal adenocarcinoma
(DLD-1), breast adenocarcinoma (MCF7), prostate adenocarcinoma (PC-3) and
normal skin fibroblasts (WS1) human cell lines. Betulinic acid (3) was used as a

positive control.”

Cytotoxicity results presented in Table 1 are expressed as the
concentration inhibiting 50% of the cell growth (ICsq). Also, haemolytic activity of
neosaponins 6-1¢ wass assessed in vitro on sheep red blood cells (erythrocytes). As
shown in Table 1, the values are expressed as the concentration inducing 50%
haemolysis of erythrocytes (HDso). PBS buffer at pH 7.4 was used as negative
control and Sigma-Aldrich® Saponin mixture from quillaja bark (20-35%

sapogenin) was used as positive control.

Firstly, the cytotoxic results indicate that the chacotrioside moiety has a negative
impact on the anticancer activity of lupane-type triterpenoids (ICsy >50 pumoleL™).
These results are in good agreement with our previous investigations in which

lupane-type saponins bearing highly polar sugar moieties at the C-3 position such as
B-D-glucose'*"” or a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-o-L-arabinopyranose'® were not or
only weakly cytotoxic against human cancer cell lines. On the other hand, it is worth
noting that allobetulin and 28-oxoaliobetulin chacotriosides (9 and 18) exhibited a
cytotoxicity profile similar and even stronger than betulinic acid (3) with ICs, values
ranging from 3.8 to 18 pmoleL". Indeed, neosaponins 9 and 16 were about four-fold
more active than betulinic acid (3) to inhibit the growth of human prostate
adenocarcinoma cell lines (ICs; = 10 + 1 pmol=L™). To our knowledge, it is the first
time that such an increase in the anticancer activity of germanicane-type triterpenoids
4 and 5 was reported in the literature.”” Thus, the results suggest that the beneficial
cytotoxic effect of the chacotrioside moiety is highly dependent of the nature of the

aglycone.
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Interestingly, it appears in this study that the chacotriose moiety increases the
haemolytic activity of the less polar triterpenoids, i.e. lupeol (1), allobetulin (4) and
28-oxoallobetulin (5), but not for betulin (2) and betulinic acid (3)."® Moreover, the
presence of a supplementary carbony! group (lactone function) on neosaponin 10
increases the haemolytic activity up to ten-fold in comparison with neosaponin 9.
Noteworthy, allobetulin chacotrioside (9) is a quite interesting compound for further
in vivo studies since it is weakly haemolytic (HDso =90+ 9 lumoML'l) and exhibits a
good cytotoxicity profile against cell lines derived from the most prevalent human

cancer types. However, this saponin was as cytotoxic against healthy cells (WS1)

than on cancer cells.

In summary, a series of five saponins of the lupane- and germanicane-type bearing a
chacotrioside moiety at the C-3 position were synthesized via a stepwise
glycosylation strategy and evaluated for both their cytotoxic and haemolytic
activities. Although the lupane-type chacotriosides did not show any cytotoxic
activity, allobetulin and 28-oxocallobetulin chacotriosides (9 and §8), which are the
rearrangement products of triterpenoids 2 and 3 respectively, exhibited an anticancer
activity profile similar and even stronger than betulinic acid (3) against human
cancer cell lines. On the whole, the results suggest that the cytotoxic and haemolytic
activities of saponins containing a chacotrioside moiety at the C-3 position are

correlated with the nature of the aglycone.
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Compound 6: [a]p? -40.0° (c 0.1, MeOH). '"H NMR (MeOD, 400 MHz) &:
5.36 (brs, 1H, Rha-H-1), 4.84 (br s, 1H, Rha-H-1), 4.68 (br s, 1H, H-29a), 4.56
(br s, 1H, H-29b), 4.42 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Glc-H-1), 4.00-3.28 (m, 14H, H-2',
H-3', H-4', H-5', H-6'a, H-6'b, H-2", H-3", H-4", H-5", H-2", H-3", H-4", H-
5"™), 3.14 (dd, J = 11.6 Hz, J = 4.8 Hz, 1H, H-3), 2.41 (m, 1H, H-19), 1.68 (s,
3H, H-30), 1.26 (d, J = 5.9 Hz, 3H, Rha-H-6), 1.20 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Rha-H-
6), 1.06, 1.03, 0.98, 0.87, 0.83, 0.82 (all s, 6x 3H, H-23, H-24, H-25, H-26, H-
27, H-28). *C NMR (MeOD, 100 MHz) 6: 152.1 (C-20), 110.3 (C-29), 105.6
(C-11, 103.2, 102.2, (C-1", C-1"), 90.6 (C-3), 80.6, 79.4, 78.3, 76.6, 74.1, 73.8,
72.6, 72.3 (2C), 72.2, 70.9, 70.2, 62.1 (C-6"), 57.5, 52.1, 49.6 (2C), 44.2, 44.1,
422, 41.2,40.5,39.7, 38.2, 36.8, 35.7, 31.0, 28.7, 28.5, 27.5, 26.7, 22.2, 19.7,
19.4, 18.5, 18.2, 18.0, 17.1 (2C), 17.0, 16.7, 15.1. HR-ESI-MS m/z 903.5432
[M-+Na]" (calcd for CsgHgoO14Na: 903.5440).

Compound 7: [a]p” +61.4° (¢ 0.1, MeOH). '"H NMR (MeOD, 400 MHz) &:
5.36 (brs, 1H, Rha-H-1), 4.84 (br s, 1H, Rha-H-1), 4.68 (br s, 1H, H-29a), 4.57
(br s, 1H, H-29b), 4.41 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Gle-H-1), 4.00-3.27 (m, 14H, H-2',
H-3', H-4, H-5', H-6'a, H-6'b, H-2", H-3", H-4", H-5", H-2", H-3", H-4", H-
5™, 3.78 (d, J = 11.5 Hz, 1H, H-28a), 3.28 (d, /= 11.5 Hz, 1H, H-28b), 3.14
(dd, J=11.6 Hz, J= 4.0 Hz, 1H, H-3), 2.42 (m, 1H, H-19), 1.68 (s, 3H, H-30),
1.26 (d, J = 6.0 Hz, 3H, Rha-H-6), 1.20 (d, J = 6.2 Hz, 3H, Rha-H-6), 1.07,
1.03, 1.00, 0.86, 0.84 (all s, 5x 3H, H-23, H-24, H-25, H-26, H-27). >*C NMR
(MeOD, 100 MHz) &: 151.9 (C-20), 110.3 (C-29), 105.5 (C-1"), 103.1, 102.1
(C-1", C-1"), 90.4 (C-3), 80.4, 79.3, 78.2, 76.5, 74.0, 73.7, 72.5, 72.2, 72.1,
72.1, 70.8, 70.0, 62.0 (C-6"), 60.4 (C-28), 57.4, 51.9, 50.1, 49.4, 49.3, 43.8,
422, 40.4 (2C), 38.7, 38.0, 35.5, 35.1, 30.9, 30.4, 28.4, 28.2, 27.4, 26.7, 22.0,
19.4, 193, 18.0, 17.9, 17.0, 16.9, 16.6, 15.3. HR-ESI-MS m/z 919.5394
[M+Na]" (calcd for C4sHgoOjsNa: 919.5389).

Compound 8: [a]p> -53.8° (¢ 0.1, MeOH). '"H NMR (MeOD, 400 MHz) &:
5.36 (br s, 1H, Rha-H-1), 4.84 (br s, 1H, Rha-H-1), 4.70 (br s, 1H, H-29a), 4.58
(brs, 1H, H-29b), 4.41 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Glc-H-1), 4.00-3.21 (m, 14H, H-2,
H-3', H-4', H-5', H-6'a, H-6'b, H-2", H-3", H-4", H-5", H-2", H-3", H-4", H-
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5"),3.13(dd, J=11.8 Hz, /= 4.1 Hz, 1H, H-3),3.03 (td, J=11.0 Hz, J= 4.5
Hz, 1H, H-19), 1.69 (s, 3H, H-30), 1.26 (d, J = 6.0 Hz, 3H, Rha-H-6), 1.20 (d, J
= 6.4 Hz, 3H, Rha-H-6), 1.02, 1.00, 0.96, 0.86, 0.83 (all s, 5x 3H, H-23, H-24,
H-25, H-26, H-27). 1*C NMR (MeOD, 100 MHz) é: 180.6 (C-28), 152.3 (C-
20), 110.3 (C-29), 105.6 (C-1"), 103.2, 102.2 (C-1", C-1"), 90.6 (C-3), 80.6,
79.4, 78.3, 76.6, 74.1, 73.8, 72.6, 72.3 (2C), 72.2, 70.9, 70.2, 62.1 (C-6"), 57.8,
57.6, 52.2, 50.6, 48.6, 43.7, 42.1, 40.5, 39.8, 38.4, 38.2, 35.8, 33.6, 31.9, 31.0,
28.5,27.5,27.1, 252,222, 19.7, 19.4, 182, 18.1, 17.1, 17.0, 16.8, 15.3. HR-
ESI-MS mi/z 933.5179 [M+Na]" (caled for C4sH750;6Na: 933.5182).
Compound 9: [alp” -24.0° {¢ 0.2, MeCH). 'H NMR (MeOD, 400 MHz) ¢:
5.36 (br s, 1H, Rha-H-1), 4.84 (br s, 1H, Rha-H-1), 4.42 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
Gle-H-1), 4.00-3.28 (m, 17H, H-2', H-3', H-4', H-5', H-6'a, H-6'b, H-2", H-3",
H-4", H-5", H-2", H-3", H-4", H-5", H-19, H-28a, H-28b), 3.15 (dd, /= 11.6
Hz, J = 4.0 Hz, 1H, H-3), 1.26 (d, J = 6.2 Hz, 3H, Rha-H-6), 1.21 (d, J= 6.2
Hz, 3H, Rha-H-6), 1.03, 1.02, 0.96, 0.91, 0.89, 0.84, 0.83 (all s, 7x 3H, H-23,
H-24, H-25, H-26, H-27, H-28, H-29). *C NMR (MeOD, 100 MHz) J: 105.6
(C-19, 103.2, 102.1 (C-1", C-1"), 90.5 (C-3), 89.7 (C-19), 80.5, 79.3, 78.3,
76.6, 74.1, 73.8, 72.6, 72.3 (2C), 72.3 (C-28), 72.2, 70.9, 70.2, 62.1 (C-6",
57.7, 52.7, 48.2, 42.8, 42.0 (2C), 40.6, 40.5, 38.3, 37.7, 37.3, 35.8, 35.2, 33.9,
29.4, 28.5, 27.7 (2C), 27.5, 27.2, 25.0, 22.4, 19.4, 182, 18.1, 17.4, 17.1, 16.4,
14.1. HR-ESI-MS m/z 919.5380 [M+Na] (calcd for C4sHgoO1sNa: 919.5389).
Compound 10: [alp® -21.5° (¢ 0.2, MeOH). 'H NMR (CDCL/MeOD, 400
MHz) &: 5.39 (br s, 1H, Rha-H-1), 4.85 (br s, 1H, Rha-H-1), 442 (d, J = 7.8
Hz, 1H, Gle-H-1), 4.02-3.28 (m, 15H, H-2', H-3', H-4', H-5', H-6'a, H-6'b, H-2",
H-3", H-4", H-5", H-2", H-3", H-4", H-5", H-19), 3.15 (dd, J = 12.0 Hz, J =
4.0 Hz, 1H, H-3), 1.30 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Rha-H-6), 1.24 (d, J = 6.2 Hz, 3H,
Rha-H-6), 1.03, 1.03, 1.00, 0.93, 0.91, 0.87, 0.84 (all s, 7x 3H, H-23, H-24, H-
25, H-26, H-27, H-28, H-29). '*C NMR (CDCly/MeOD, 100 MHz) : 182.0 (C-
28), 105.0 (C-1). 102.7, 101.3 (C-1", C-1"), 90.2 (C-3), 87.5 (C-19), 80.6,
78.6, 77.7, 75.7, 73.6, 73.2, 71.8, 71.8, 71.7, 71.4, 70.4, 69.5, 61.7 (C-6"), 57.0,
52.1, 47.2 (2C), 41.4, 40.7, 40.1, 40.0, 37.8, 37.0, 34.2 (2C), 33.0, 32.6, 29.2,
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28.7,28.2,27.0,26.9,26.2, 24.3, 21.7, 18.8, 17.9, 17.8, 17.2, 16.8, 16.0, 14.2.
HR-ESI-MS m/z 933.5177 [M+Na]" (calcd for C4sH7306Na: 933.5182).
O’Brien, J.; Wilson, I.; Orton, T.; Pognan, F. Investigation of the Alamar Blue
(resazurin) fluorescent dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity.
Eur. J. Biochem. 2000, 267, 5421-5426.

Kessler, J. H.; Mullauer, F. B.; de Roo, G. M.; Medema, J. P. Broad in vitro
efficacy of plant-derived betulinic acid against cell lines derived from the most

prevalent human cancer types. Cancer Lett. 2007, 25, 132-145.
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Table 1. Cytotoxic (ICs) and haemolytic (HDsg) activities of chacotrioside

neosaponins 6-10.

Cpd HDs? ICso* (umoleL™)
P (umoteL!) T AS4P° DLD-1° MCF’®  PC3* WSl
1 >100 >50 >50 >50 >30 >50
2 >100 384+0.1 6.6£03 NT® NT®  3.6+0.1
3 >100 103404 150+03 411  40+2 121
4 >100 >50 >50 >50 >50 >50
5 >100 >50 >50 >50 >50 >50
6 30+2  >50 >50 >50 >50 >50
7 >100 >50 >50 >50 >50 >50
8  >100 >50 >50 >50 >50 >50
9 90 + 9 14+£2 13+2 15642 132 9+1
16 80+09  13%1 14+1 1842 101 38402
PBS  >100 ; - - ; ]

Saponin' 7.4+0.3 - - - - -

? Data represent mean values + standard deviation for three independent experiments
made in triplicate.

® Human lung carcinoma.

¢ Human colorectal adenocarcinoma.

¢ Human breast adenocarcinoma.

¢ Human prostate adenocarcinoma.

 Human normal skin fibroblasts.

£ Not tested.

" Betulinic acid (3) was used as a positive control for the cytotoxic assay.

"Value in pgemL™.
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chacotriosyl -3, 6-8 4,58,10
R’ R?
Lupeol (1): ChHgz H
Betulin (2): CH,OH H
Betulinic acid (3): COCH H
Aliobetutin (4): H, H
28-Oxoaliobetulin (8): O H
6: CH3 chacotriosy!
7 CH,OH chacotriosyl
8 COOH chacotriosyl
9: Hy chacotriosyt
40: e} chacotriosyl

Figure 1. Triterpenes 1-5 and chacotrioside neosaponins 6-10.
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R20
OH %
4 R=CH, [ 14:R'=CHy, RZ=H
11: R = CH,OTBDPS — i 15: R' = CH,OTBDPS, R? = H
42: R = COOQAll b 18: R = COOAl, R2 = H
: 17: R'= CHy, R2 = Piv
eg { 18: R'= CH,OTBDPS, R? = Piv
ochm 18: R' = COOAI, R? = Piv
B8z0. Q7 N+ c
BzO OBz
20 (5 equiv)

inverse procedure

§: R" = CHg, R? = Rhap
8 {rearrangement product)
18 {rearrangement product)

~1

Scheme 1. Reagents and conditions: (a) (i) TCA 13 (1.5 equiv), TMSOTf (0.1
equiv), 4 A MS, CH,Cl,, rt, 2 h; (ii) NaOH (0.5 N), MeOH/THF/H,O 1:2:1, 1t
overnight, 90% for 14 (two steps); 72% for 15 (two steps); 80% for 16 (two steps);

(b) PivCl (5.1 equiv), Py, 0 °C to rt, 4 h, 60% fo

r 17; 61% for 18; 62% for 19; (c) (1)

TCA 20 (5.0 equiv), TMSOT (0.5 equiv), 4 A MS, CH,Cl, -10 °C to 1t, 3.5-5 h; (ii)
NaOH (0.5 N), MeOH/THF/H,0 1:2:1, 1t, 3 days, 57% for 6 (two steps); 32% for 9

(two steps); 24% for 18 (two steps).
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a | 20 (5 equiv)
inverse procedure

,
,
b

B e 7

Scheme 2. Reagents and conditions: {a) TCA 26 (5.0 equiv), TMSOT{ (<0.2 equiv),
4 AMS, CH,Ch, 1t, 3 h, 96%; (b) (i) NaOH (0.5 N), MeOH/THF/H,0 1:1:1, 50 °C,
5 h; (11) PdG(PPh3)4 (0.3 equiv), PPh; {0.6 equiv), pyrrolidine (2.0 equiv), THF, rt, 4
h, 78% (two steps); (c) LiAlH4 (2.6 equiv), THF, reflux, 4 h.
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/

Ho*?%)\/
% e 2R=H

#l>22:R = Piv

820~ %
2
BzO NH
i
b 1 BzO, kccns

13 (1.5 equiv)
L normal procedure

20 (5 equiv)
\L inverse procedure

o %
25 R =Piv
1]
HOW o[ 7Ren
HO

Scheme 3. Reagents and conditions: (a) PivCl (1.2 equiv), Py, 0°C to 1t, 6 h, 76%;
(b) (i) TCA 13 (1.5 equiv), TMSOT{ (0.1 equiv), 4 A MS, CH,Cl,, 1t, 2h; (ii) NaOH
(0.5 N}, MeOH/THF/H,O 1:2:1, rt, overnight, 68% (two steps); (c) PivCl (5.1 equiv),
Py, 0°C to rt, overnight, 60%; (d) (i) TCA 26 (5.0 equiv), TMSOTS (<0.2 equiv}), 4 A
MS, CH,Cl, tt, 3 h; (if) NaOH (0.5 N), MeOH/THF/H,O 1:1:1, 50 °C, 5 h, 54%
(two steps); (e) NaOH (1.5 N), MeOH/H,0 2:1, reflux, 48 h, 88%.
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CHAPITRE 7

SYNTHESE DE L’ACIDE 28-0-8-b>-GLUCURONIDE BETULINIQUE POUR
APPLICATION DANS UNE STRATEGIE « PRODROGUE
MONOTHERAPIE »

Charles Gauthier, Jean Legault, Simon Rondeau et André Pichette

Laboratoire d’Analyse et de Séparation des Essences Végétales, Département des
Sciences Fondamentales, Université du Québec a Chicoutimi, 555 boui. de

{’Université, Chicoutimi, (Québec), Canada, G7TH 2B1
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RESUME

La préparation des métabolites acyi-glucuronides d’agents thérapeutiques contenant
une ou des fonctions acides carboxyliques est souvent utile pour leur développement
préclinique ou clinique. A cet effet, une méthodologie destinée a synthétiser 1’acide
28-0-B-D-glucuronide bétulinique (217) a été mise au point et décrite dans ce
chapitre. Des tentatives de couplage entre I'acide bétulinique (1S) et Pallyle
glucuronate (218) selon les conditions rapportées par Mitsunobu et d’acylation
sélective n’ont pas donné le produit escompté. De plus, I’oxydation de I’acide 28-O-
B-D-glucopyranoside bétulinique (176) a également été tentée & ’aide du systéme
d’oxydation TEMPO/KB1/Ca({OCl}), sans toutefois permettre [’obtention de ’acyl
glucuronide 217. En revanche, la synthése du glucuronide 217 a été réalisée avec
succes (68%, deux étapes) par 'utilisation des conditions réactionnelles de transfert
de phase. Cette méthodologie de synthése pourrait étre appliquée ultérieurement pour
la préparation des métabolites glucuronidés du bevirimat (214-216) et autres drogues
contenant un ou des acide(s} carboxyligue(s). Par ailleurs, les résultats ont montré
que P'acyl glucuronide 217 pourrait étre un candidat intéressant en tant que
prodrogue en regard de certains critéres spécifiques a la stratégie PMT: bonne
stabilité, hydrosolubilité supérieure a I’aglycone, non cytotoxique, non hémolytique
et molécule activité sélectivement par I’enzyme B-D-glucuronidase au niveau du tissu

tumoral.
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INTRODUCTION

La glucuronidation est I'une des principales voies métaboliques de phase II par
laquelie I’organisme transforme une drogue ou un xénobiotique en une substance
hydroscluble ce qui permet son excrétion subséquente par le systéme rénal { Shipkova
et al., 2005]. La réaction de glucuronidation est catalysée par des enzymes de la
famille des uridine diphosphate glucuronosyltransférases (UDPGTs). Les composés
contenant des alcools aliphatiques et des phénols sont métabolisés en éther O-
glucuronides tandis que ceux contenant un acide carboxylique sont métabolisés en
ester O-glucuronides (acyl glucuronides). Etant domné que les glucuronides
possédent habituellement une activité biologique plus faible que Paglycone
correspondant, la métabolisation par glucuronidation est généralement considérée
comme un processus de détoxification [Shipkova ef al., 2003]. Toutefois, plusieurs
exceptions existent puisque le glucuronide peut subir des réactions d’hydrolyse
enzymatique catalysées par la B-glucuronidase régénérant ’aglycone biologiquement
actif et prolongeant ainsi ’effet de la drogue. De plus, dans certains cas, comme par
exemple pour la morphine-6-glucuronide, la glucuronidation peut étre & Porigine
d’un maintien ou d’une augmentation significative de Peffet pharmacologique
{Shipkova ef al., 2005].

Plusieurs études ont démontré que les acyls glucuronides de drogues contenant un
acide carboxylique sont des composés chimiquement trés réactifs qui peuvent étre &
Porigine de nombreux effets secondaires et toxicité [Stachulski er al., 2006]. En
effet, les acyl glucuronides peuvent subir des réactions hydrolytiques, des
réarrangements intramoléculaires et se lier de maniére irréversible avec des protéines
du plasma sanguin [Yang et al., 2006]. Ainsi, la détermination et la caractérisation
des drogues métabolisées sous la forme d’acyl glucuronides et les protéines
auxquelles ils peuvent se lier ont des implications cliniques et toxicologiques trés
importantes lors du développement pharmaceutique d’une nouvelle molécule

contenant un acide carboxylique.
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Le bevirimat (21, PA-457) ou I’acide 33-0-(3°,3’-diméthylsuccinyl) bétulinique est
un agent anti-VIH trés prometteur actuellement en phase clinique qui contient deux
groupements acide carboxylique. Récemment, une étude supportée financierement
par la compagnie Panacos Pharmaceuticals a montré que, aprés une administration
orale chez le rat, le bevirimat (21, Figure 48) est métabolis¢ en différents acyl
glucuronides (214-216, Figure 48) excrétés principalement dans la bile [Wen ef al.,
2006]. Selon cette étude, le glucuronide prédominant est le monoglucuronide 214
avec des quantités moindres de monoglucuronide 215 et de diglucuronide 216. Les
monoglucuronides 214 et 215 ont présenté une trés grande stabilité aussi bien dans le
tampon phosphate (0,1 M; pH 4, 7,4 et 9) que dans le plasma sanguin alors que le
diglucuronide 216 était Iégerement moins stable. De plus, tous les glucuronides du

PA-457 ont été hydrolysés en présence de la B-D-glucuronidase [Wen et al., 2006].

Figure 48. Acyl glucuronides (214-216) du bevirimat (21)

La préparation d’une grande quantité de glucuronides 214 & 216 sous une forme pure
(lien § exclusif) est donc nécessaire afin d’évaluer ’activité biologique et la toxicité
potentielle de ces métabolites et ainsi accélérer le processus de développement du
bevirimat (21) en tant qu’agent anti-VIH. Dans le cadre de ce projet préliminaire, une
méthodologie pour la synthése chimique de [’acide 28-O-B-D-glucuronide
bétulinique (217, Figure 49) a été développée. La stabilité, la cytotoxicité, Iactivité
hémolytique et la cinétique d’hydrolyse enzymatique du glucuronide 217 ont
également été évaluées afin de déterminer s’il pourrait éire utilisé dans une stratégie

« prodrogue monothérapie » (PMT) [Chen ef al., 2003]. Il est important de noter ici
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que les résultats présentés dans ce chapitre constituent des travaux non-terminés qui
nécessiteraient donc des études suppiémentaires afin d’étre publiés (synthése des

glucuronides 214-216 et/ou étude anticancéreuse in vivo).

Figure 49. Acide 28-0-5-D-glucuronide bétulinique (217)

RESULTATS ET DISCUSSION

Alors que les publications rapportant la synthése d’éther O-glucuronides sont
abondantes dans la littérature scientifique [Stachulski e al., 1998; Ferguson et al.,
2001; Harding e? al., 2005}, peu d’études ont été effectuées concemant la préparation
de dérivés acyl glucuronides [Stachulski er al, 2006; Stachuiski, 2007]. Une
premiére méthode consiste a couplé Dallyle glucuronate (218) avec un acide
carboxylique selon les conditions proposées par Mitsunobu [Juteau ef al., 1997}
L’avantage de cette méthode réside dans [’utilisation d’un sucre minimalement
protégé ce qui réduit considérablement le nombre d’étapes de la voie de synthése.
Ainsi, tel qu’illustré 2 la figure 50, le couplage de ’allyle o,pB-D-glucuronate (218)
obtenu a la suite de Pallylation de I’acide D-glucuronique [Bowkett ef al., 2007] a été
effectué avec ’acide bétulinique (15) en présence de triphénylphosphine (PPh;) et de
diisopropylazodicarboxylate (DIAD) dans le THF. Toutefois, apres la séparation sur
colonne de gel de silice, le seul produit obtenu s’est avéré étre I’acide 28-0-a-D-
glucuronide bétulinique (219) non désiré dans un rendement de 9%. La nature 1,2-cis
(a-glucuronide) du lien glycosidique a été déterminée par la faible valeur de la
constante de couplage du proton anomérique sur le spectre RMN "H (6,17 ppm, br s,
H-17). Il est intéressant de noter que, lors de cette réaction, la désallylation de I’acide

carboxylique s’est effectuée en méme temps que la glucuronidation. Une autre
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méthodologie développée par le groupe de Stachulski {Perrie ef al., 2005; Bowkett ef
al., 2007} qui permet [’obtention préférentielle du B-glucuronide (1,2-frans) a donc
¢été utilisée. Celle-ci consiste en P’acylation sélective de I'allyle glucuronate (218)
avec un acide carboxylique en présence de O-(7-azabenzotriazol-1-yl}-N NN’ N -
tétraméthyluronium  hexafluorophosphate (HATU) et de N-méthylmorpholine
(NMM) dans acétonitrite. Maltheureusement, selon ces conditions réactionnelles,
aucun produit formé n’a été détecté par TLC et 'acide bétulinique (15) a été
enticrement récuperé aprés purification (Figure 50). L’ajout de THF dans le milieu
réactionnel afin d’augmenter la solubilité du triterpéne 15 n’a pas permis d’améliorer

ce résultat,

HO AlBr, K;CO5 DM A0~ o
HOg 55°C,5h.54% Mg
HOGH OG0y

220

7 I OH
—h, . HO # H
— —, mamca
220, HATU, NMM > 220, DIAD, PPhg, THF [ f
CHICN/THF, 1t, 2h v o 0°C, 1h, 5% e
10 Product e N ———— ! I
B c A i 0

HO

Figure 58. Synthése d’acyl ghucuronides via Mitsunobu (A) et Pacylation sélective

(B)

Nous nous sommes donc tournés vers une autre approche qui consiste a oxyder
sélectivement ’alcoo! primaire d’un B-glucoside a aide du systéme d’oxydation
catalysé par TEMPO (2,2,6,6-tétraméthylpiperidine-1-oxyl} [Lin ef al, 2004; De
Souza, 2006]. Ainsi, oxydation de P'acide 28-O-B-D-glucopyranoside bétulinique
(174) [Baglin ef a4/, 2003] a été tentée avec le systéme d’oxydation TEMPO-KBr-
Ca(OCh), en conditions agueuses (-BuOH/H,0) (Figure 51). Encore une fois, sous
ces conditions, le produit initial n’a pas réagi possiblement en raison d’un manque de

solubilité de la molécule initiale dans le milien réactionnel.
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OH

O CH,OH TEMPO/KBr/Ca{OCl),

+BuQH/H,0 4:1

O

no product

Figure 51. Synthése d’acyl glucuronides wvia le systéme d’oxydation
TEMPO/KBr/Ca(OCl);

La synthése du 28-acy!l glucuronide désiré (217) a finalement été réussie en utilisant
des conditions réactionnelles de transfert de phase [Bhard er «l, 1994]. Tel
gu’indigué a la figure 52, le bromure de méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl glucuronate (226),
produit commercial trés instable 2 la température de la picee, a &té couplé avec
P'acide bétuliniqgue (15) en présence de carbonate de potassium (K,CGs) et de
bromure de tétrabutylammonium (BusNBr1) 2 reflux pendant six heures dans une
solution hétérogene de CHoCL/H,O 1:1. Aprés la purification, acide 28-O~(méthyl-
2,3,4-tri-O-acétyl-B-p-glucuronate) bétulinique (221} a ¢t obtenu dans un excelient
rendement de 76%. La déprotection subséquente des groupemends acétyles
simultanément a la saponification de 'ester de méthyle sous conditions basiques
(KOH, THF/H,0) a permis la formation du 28-acyl glucuronide 217 (89%). Selon la
RMN 'H, le lien glycosidique était exclusivement de nature 1,2-frans (5,55 ppm, d,
Jip=8,1Hz, H-1").

K,CO5 BuyNBr
CH,Clo/H,0, refiux, 8 h
76%

OCAc OH
O O COQCH;, f o} O COCH
KOH, THF/H,0 |

4nn Lo
85% HO™ 219

HO!

Figure 52. Synthése de ["acide 28-0--D-glucuronide bétulinique (217) par synthése

en phase hétérogéne
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11 serait évidemment trés intéressant d’utiliser cette méthodologie de glucuronidation
afin de préparer les différents glucuronides du bevirimat (214-216). Par exemple,
'une ou autre des voies de synthése présentées a la figure 53 seraient appropriées
pour la synthése du monoglucuronide majoritaire 214. L’avantage de la deuxiéme
voie {B) réside dans le fait que la séparation des produits formés pourrait se faire
sans ['utilisation du HPLC-préparatif ce qui diminuerait grandement les cofits

associés 4 la préparation de 214,

!

04;/\[;0

1) DMAP, py,
reflux, 16 h
223
2) KOH/THF o}
3) HPLC-prép. HO
Of
e} 218 {majo)
Veie A
o
. Ci
oY
o o}

o ]
H , OH  THF refiux, 2 h oY - A
I —————— [ —

o]

1) DMAP, THF, refiux, 1-2 h

216
2) KOH/THF

223 —

Voie B

Figure 53. Voies de synthese potentielles du monoglucuronide de bevirimat (214)

Les molécules anticancéreuses porteuses d’une section glucuronylée (glucuronides)
peuvent étre considérées, dans certains cas, comme des prodrogues puisqu’elles
peuvent s’activer sélectivement au niveau du tissu cancéreux [de Graaf ef al., 2002;
Chen et al., 2003; Shipkova et al., 2005]. En effet, il est connu que 'activité de
I’enzyme B-D-glucuronidase est plus élevée dans les zones nécrotiques des tumeurs
[Bosslet er al, 1998]. De plus, cette enzyme est plus active dans un pH
cytoplasmique acide caractéristique de certaines cellules cancéreuses [Sperker ef al.,
1997]. Plusieurs criteéres doivent étre pris en considération afin de déterminer si une
molécule peut servir dans une stratégie dite par « prodrogue monothérapie » (PMT):

1) solubilité aqueuse supérieure & ’aglycone; 2) bonne stabilité dans le plasma
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sanguin; 3) cytotoxicité plus faible que Paglycone; 4) molécule activée sélectivement

au niveau du tissu tumoral {Chen et al., 2003].

Ainsi, afin de déterminer si ’acide 28-0-8-D-glucuronide bétulinique (217) pourrait
étre utilisé en tant que prodrogue anticancéreuse dans une stratégic PMT, différentes
expérimentations ont ét¢ entreprises. Tout d’abord, la cytotoxicité du glucuronide
217 a été évaluée a I'aide du test de viabilité cellulaire a la résazurine [O’Brien et al.,
2000] sur différentes lignées cancéreuses humaines (A549 et DLD-1) de méme que
sur une lignée saine (WS1). Comme le montre le tableau 5, ’acyl glucuronide 217
n’a démontré aucune activité 2 inhiber la croissance des cellules (ICso >100 uM). A
titre de comparaison, }’acide bétulinique (15) possede un ICsq se situant entre 10,3 et
15,0 uM sur les mémes lignées cellulaires [Gauthier er al, 2006]. De sucroit,
Pactivité hémolytique de la molécule 217 a été évaluée sur des érythrocytes de
mouton (Tableau 5). Aucune hémolyse des globules rouges n’a été décelée apres
traitement avec 217 (HDsp >100 uM) comme c’est le cas pour la majorité des

triterpenes et glycosides de type lupane [Gauthier et al., 2008].

Tableau 5. Cytotoxicité (ICsp) et activité hémolytique (HDsg) du glucuronide 217

Cytotoxicité® X
Hémolyse®
(ICs0, uM)
5 g a (HDso, pM)
A549 DLD-1 WS1
>100 >100 >100 >100

® Trois expériences indépendantes en triplicata.
® Carcinome du poumon humain.

° Adénocarcinome du colon humain.

4 Pibroblastes normaux humains.

Un autre paramétre important & considérer est la stabilité du composé 217 en
solution. Ainsi, aprés plus de 72 heures dans le tampon phosphate (0,02 M; pH 7,2),
aucune décomposition du glucuronide 217 n’a été détectée selon les analyses par
HPLC (H,O/CH;CN). 1I est également intéressant de noter que, comparativement a

I’acide bétulinique (15), le composé 217 a pu étre dissous a une concentration
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relativement élevée (=~ 150 uM) dans une solution aqueuse ce qui démontre son
hydrosolubilité supérieure. Finalement, le clivage de D'acyl glucuronide 217 par
Penzyme B-D-glucuronidase (43 UsmL™") provenant de la bactérie Escherichia coli
dans un tampon phosphate (0,02 M; pH 7,2) a ét¢ mesuré par HPLC analytique. Les
résultats ont révélé que ’acide bétulinique (15) est reldchée dans la solution (Figure
54) montrant ainsi que le glucuronide 217 est un bon substrat pour I’enzyme comme

c’est le cas avec les différents métabolites glucuronidés du bevirimat [Wen ef al.,
2006].

4 250 500 750 1000 1250 1500
Time {min}

Figure 54. Hydrolyse enzymatique du glucuronide 217 reldchant I’acide bétulinique
(18).

CONCLUSION

En somme, pour la premicre fois, la syntheése de l'acide 28-O-B-D-glucuronide
bétulinique (217) a ¢été réalisée avec succes par [utilisation des conditions
réactionnelles de transfert de phase. La méthodologie de synthése pourrait étre
appliquée ultérieurement pour la préparation des métabolites glucuronidés du
bevirimat (214-216) et autres drogues carboxyliques. Les résultats ont montré que le
glucuronide 217 pourrait étre utilisé en tant que prodrogue dans une stratégiec PMT
(bonne stabilité, hydrosolubilité supérieure, non cytotoxique, non hémolytique, bon

substrat pour la B-D-glucuronidase). De futures études in vivo sur un modéle de
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souris porteuses de tumeurs murines seraient donc nécessaires afin de prouver

Pefficacité du glucuronide 217.
PARTIE EXPERIMENTALE
Procédure générale

Les réactifs chimiques et les solvants ont été achetés chez Sigma-Aldrich® et utilisés
deés leur réception. Les réactions sensibles a ’air et/ou a I'eau ont ét¢ réalisées avec
des solvants fraichement distillés dans une verrerie chauffée sous vide maintenue
sous une atmosphére d’argon ou d’azote. Les réactifs sensibles a I"humidité ont été
introduits par I’intermédiaire d une seringue seche. Les chromatographies sur couche
mince ont été réalisées avec du gel de silice (60 Fs4, plaques de 0,25 mm) acheté
chez Silicycle® (Canada). Les composés ont été visualisés sous lumiére UV,s4 et/ou
apres traitement avec du molybdate de cérium {2 g Ce(SO4)4(NHa), S g
MoO4(NH), 200 mL H>O et 20 mL H,SO4]. Les purifications ont été effectuées par
chromatographies éclairs sur colonne avec du gel de silice (60 & 230 mesh) de la
compagnie Silicycle® (Canada). Tous les rendements représentent généralement le
plus haut résultat obtenu pour trois expériences indépendantes. Les spectres de
résonance magnétique nucléaire (RMIN) ont été enregistrés sur un spectrometre
Bruker Avance 400 MHz (lH) et 100 MHz (13C) muni d’une sonde QNP de 5 mm.
L’élucidation des structures chimiques était basée sur les expériences de RMN 'H,
C, DEPT-135, COSY, TOCSY, HMBC, HSQC et NOESY. Les signaux sont
rapportés en tant que m (multiplet), s (singulet), d (doublet), t (triplet), dd (doublet de
doublet), br s (singulet large) et les constantes de couplage sont rapportées en hertz
(Hz). Les déplacements chimiques sont rapportés en parties par million (ppm) en
fonction du solvant résiduel ou du TMS. Les rotations optiques ont été réalisés en
utilisant la raie D du sodium & température ambiante avec un polarimétre
automatique de type Rudolph Research Analytical Autopol IV. Les spectres de
masse haute résolution & ionisation par ¢électrospray (HR-ESI-MS) ont été obtenus au

département de chimie de I’Université de Montréal {Canada).



227

Synthése de Uallyle o, f-D-glucuronate (218)

A une solution d’acide D-glucuronique (10,0 g; 51,5 mmol} dissous dans le DMF
(361 mL) est ajoutée K,CO3 (21,4 g; 154 mmol) et AliBr (17,8 mL; 206 mmol). Le
milieu réactionnel est agité pendant 4 h a 55 °C. Aprés [’abaissement de la
température, la solution est acidifiée a pH 3-4 avec HCl 10%. Ensuite, du toluéne est
ajouté (2x 400 mL) et les solvants sont évaporés sous vide jusqu’a siccité. Le produit
brut est recristallisé dans le MeOH, les cristaux sont filtrés sur Biichner et rincé avec
MeOH a froid pour donner 218 (6,49 g; 54%) sous la forme d’un solide blanc
amorphe. Les données RMN 'H et °C du produit 218 sont en accord avec celles de
la littérature [Juteau et al., 1997]. HR-ESI-MS m/z 257,0632 [M+Na]" (calculé pour
CoHsO7Na: 257,0629).

Synthése de acide 28-0-co-D-glucuronide bétulinique (219)

A une solution d’acide bétulinique {(15; 50 mg; 0,11 mmol), d’allyle ghicuronate
(218; 13 mg; 0,055 mmol) et de PPh; (29 mg; 0,11 mmol) dans le THF (0,55 mL) est
ajouté DIAD (22 uL; 0,11 mmol) & 0 °C sur une période de 5 minutes. Le milieu
réactionnel est agité pendant 4 h a température ambiante et les solvants sont évaporés
sous vide jusqu’a siccité. Le résidu est ensuite purifié par chromatographie éclair sur
colonne de gel de silice (CHxCl,/MeOH 49:1 a 47:3) pour donner 219 (6,0 mg; 9%)
sous la forme d’une poudre blanche amorphe. RMN 'H (MeOD, 400 MHz) d: 6,17
(s, 1H, H-1", 4,99 (dd, /= 5,9 Hz, J= 4,3 Hz, 1H, H-3"), 4,87 (d, /= 4,3 Hz, 1H, H-
24, 4,71 (br s, 1H, H-29a), 4,58 (br s, 1H, H-29b), 4,57 (m, 1H, H-4"), 4,29 (br s, 1H,
H-5%, 3,12 (dd, J= 11,3 Hz, /= 5,4 Hz, 1H, H-3), 3,00 (td, /= 11,0 Hz, J= 4,5 Hz,
1H), 1,68 (s, 1H, H-30), 0,99, 0,95, 0,94, 0,86, 0,74 (tous s, 5x 3H, H-23, H-24, H-
25, H-26, H-27). RMN "*C (MeOD, 100 MHz) : 176,6 (C-6"), 175,9 (C-28), 152,1
(C-20), 110,3 (C-29), 104,0 (C-17, 84,1 (C-2"), 81,8 (C-3"), 79,8 (C-3), 78,9 (C-5Y,
70,1 (C-4"), 58,1 (C-17), 57,0 (C-5), 52,2 (C-9), 50,9 (C-18), 48,5 (C-19), 43,6 (C-
14), 42,1 (C-8), 40,2 (C-1), 40,1 (C-4), 39,7 (C-13), 38,5 (C-10), 37,3 (C-22), 35,7
(C-7), 32,5 (C-16), 31,6 (C-21), 31,1 (C-15), 28,8 (C-23), 28,2 (C-12), 27,0 (C-2),
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22,2 (C-11), 19,7 (C-30), 19,6 (C-6), 16,9, 16,8, 16,3 (C-24, C-25, C-26), 15,2 (C-
27). HR-ESI-MS m/z 631,3852 [M+H] (calculé pour CsgHssOo: 631,3852).

Synthése de Pacide 28-0-(méthyl-2,3,4-tri-O-acétyl-f-p-glucuronate} bétulinique
(221)

A une solution d’acide bétulinique (15; 200 mg; 0,438 mmol) et de bromure de
méthyl 2,3 4-tri-O-acétyl glucuronate (228; 261 mg; 0,657 mmol) dans CH.Ch (5,1
mL} est ajouté KoCO4 (151 mg; 1,10 mmol), H-O (5,1 mL) et BuyNBr (56 mg; 0,18
mmoi). Le milien réactionnel est chauffé 4 reflux pendant 6 b, ditué avec CHLCh et
la phase organique est lavée avec H,O (2x) et une solution agueuse saturée en NaCl
(1x). Les solvants de la sohution séchée avec Mgd0y anhydre sont évaporés sous
vide jusqu’ad siccité. Le résidu est ensuife purifié par chromatographie éclair sur
colonne de gel de silice (hexanes/EtOAc 9:1 & 13:7) pour donner 221 (255 mg; 76%)
sous la forme d’une poudre blanche cristalline. RMN "H (CDCL,, 400 MHz) 8: 5,74
(d, /=81 Hz, 1H, H-1"), 5,35 (m, 1H, H-3"), 5,25 (m, ZH, H-2', H-4"), 4,73 (br s, 1H,
H-29a), 4,60 (br s, 1H, H-29b), 4,16 (d, J = 10,0 Hz, 1H, H-5%, 3,73 (s, 3H,
CO,CH3), 3,18 (dd, J= 11,4 Hz, J= 5,1 Hz, 1H, H-3), 294 (td, J= 11,1 Hz, /= 5,1
Hz, 1H, H-19), 2,05, 2,05, 2,02 (tous s, 3x 3H, O(COYCH3), 1,67 (s, 3H, H-30), 0,96,
0,96, 0,89, 0,82, 0.75 (wous s, 5x 3H, H-23, H-24, H-25, H-26, H-27). RMN C
{(CDClL, 100 MHz) 6 173,9 (C-28), 170,0, 169,4, 168,9, 166,7 (C-6' et 3x
O(COYCH), 150,1 (C-20), 109,8 (C-29), 90,8 (C-17), 78,9 (C-3), 74,0 (C-51, 72,0
(C-3", 69,7 (C-4"7, 69,2 (C-2"), 56,8 {C-17), 55,3 {C-5), 50,5 (C-9), 49,1 {(C-18), 46,7
(C-19), 42,4 (C-14), 40,6 (C-8), 38,8 (C-4), 38,7 (C-1), 38,1 (C-13), 37,2 (C-10},
36,3 (C-22), 34,4 (C-7), 31,6 (C-16), 30,2 (C-21), 29,7 {(C-15), 28,0 (C-23), 27,4 (C-
2), 25,4 {(C-12), 20,8 (C-11), 20,6, 20,6, 20,5 (3x O(CO)CH3), 19,4 (C-30), 18,3 (C-
6), 16,1, 16,0, 15,4, 14,7 (C-24, C-25, C-26, C-27). HR-ESI-MS m/z 795,4280
[M+Na] (calculé pour Cy3HesO12Na: 795,4290).
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Synthése de Pacide 28-0-f-D-glucuronide bétulinique (217)

A une solution de I'acide 28-O-(méthyl-2,3,4-tri-O-acétyl-B-D-glucuronate)
bétulinique (221; 101 mg; 0,129 mmol) dans THF (19,1 mL) et H,O (4,8 mL) est
ajoutée KOH (72 mg; 1,3 mmol). Le milieu réaction est agité pendant 4,5 h a
température ambiante. La solution est ensuite acidifiée a pH 3-4 avec HCl 10% et les
solvants sont évaporés sous vide jusqu’a siccité. Le résidu est purifié par
chromatographie éclair sur colonne de gel de silice (CH,Cl,/MeOH 9:1 & 2:3) pour
donner 217 (72 mg; 89%) sous la forme d’une poudre blanche amorphe. R; 0,16
(CHCh/MeOH 3:1); [alp™ -28,0° (¢ 0,2; MeOH); RMN "H (CDCI/MeOD 1:1, 400
MHz) d: 5,55 (4, J = 8,1 Hz, 1H, H-1"), 4,72 (br s, 1H, H-29a), 4,60 (br s, 1H, H-
29b), 3,79 (m, 1H, H-5"), 3,53 (m, 2H, H-3', H-4"), 3,42 (m, 1H, H-2", 3,15 (dd, J=
6,0 Hz, /= 10,0 Hz, 1H, H-3), 3,00 (td, /= 11,0 Hz, J=4,5 Hz, 1H, H-19), 1,69 (s,
1H, H-30), 0,98, 0,95, 0,94, 0,83, 0,75 (tous s, 5x 3H, H-23, H-24, H-25, H-26, H-
27). RMN C (CDCL:/MeOD 1:1, 100 MHz) 8: 175,7 (C-28), 175,6 (C-6'), 151,1
(C-20), 110,0 (C-29), 94,2 (C-11, 77,3 (C-3"), 75,8 (C-5", 73,1 (C-2Y), 72,4 (C-47),
79,2 (C-3), 57,3 (C-17), 56,0 (C-5), 51,2 (C-9), 50,1 (C-18), 47,5 (C-19), 43,0 (C-
14), 41,3 (C-8), 39,4 (C-1), 39,4 (C-4), 38,6 (C-13), 37,7 (C-10), 36,8 (C-22), 34,8
(C-7), 32,3 (C-16), 30,8 {(C-21), 30,1 (C-15), 28,3 (C-23), 27,4 (C-12), 26,1 (C-2),
21,4 (C-11), 19,5 (C-30), 18,8 (C-6), 16,5, 16,2, 15,8 (C-24, C-25, C-26), 15,1 (C-
27). HR-ESI-MS m/z 655,3804 {M%—Naf (calculé pour CagHseOgNa: 655,3817).

Culture cellulaire et évaluation de la cytotoxicité

Les lignées celiulaires humaines de carcinome de poumon (AS549), de
P’adénocarcinome du célon (DLD-1) et des fibroblastes normaux (WS1) ont été
obtenues chez ATCC (American Type Culture Collection). Toutes les lignées
cellulaires ont été cultivées dans un milieu essentiel contenant des sels Earle et de la
L-glutamine (Mediatech Cellgro, VA) auquel est ajouté 10% de sérum bovin foetal
(Hyclone), des vitamines (1X), de la pénicilline (100 L.U./mL)}, de la streptomycine
(100 pg/mL), des acides aminés essentiels (1X) et du pyruvate de sodium (1X)
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(Mediatech Cellgro, VA). Les cellules ont ét¢ gardées a 37 °C dans un
environnement humidifié contenant 5% de CO,. Pour I’évaluation de la cytotoxicité,
les cellules en croissance exponentielle ont été placées dans des microplaques & 96
puits (Costar, Corning Inc.) a une densité de 5 x 10° cellules par puits dans 100 uL de
milieu de culture et ont été laissées adhérer pendant 16 h avant le traitement. Par la
suite, des concentrations croissantes du glucuronide 217 dissous dans le DMSO
(Sigma-Aldrich) ont été ajoutées (100 uL par puits) et les cellules ont été incubées
pendant 48 h. La concentration finale de DMSO dans le milieu de culture a été
maintenue a 0,5% (v/v) pour éviter la toxicité potentielle du solvant. Les mesures de
cytotoxicité ont été effectuées en utilisant le test de réduction & la résazurine
[O’Brien ef al., 2000] & P’aide d’un Fluoroskan Ascent F1™ (Labsystems) & des
longueurs d’onde d’excitation et d’émission de 530 et 590 nm, respectivement. Le
pourcentage de survie a ét¢ calculé & partir de la courbe de la concentration en
fonction du pourcentage de survie défini comme la fluorescence dans les puits
expérimentaux comparés aux puits contrbles aprés soustraction du blanc. Chaque

expérience a été effectuée trois fois d'une maniére indépendante en triplicata.
Evaluation de Pactivité hémolytique

Le sang de mouton (Laboratoire Quelab, Montréal, QC, Canada) a premiérement été
centrifugé a 3 000 RPM pendant 5 min et a ensuite ¢été suspendu dans le PBS afin
d’obtenir une solution contenant 1% d’érythrocytes (globules rouges). Le
glucuronide 217 a été dissous dans un mélange DMSP/PBS 5:1 a une concentration
de 500 pgemL’. Le gradient de concentration a été préparé a intérieur d’un
intervalle allant de 500 a 3,9 pg°mL'1. Un volume de 160 pl. de la solution 3 1%
d’érythrocytes a été ajouté dans des microplaques a 96 puits (Costar, Corning Inc.)
et un volume de 40 pL de ’échantillon ou de la solution contrdle (Saponin mixture,
Sigma-Aldrich, Canada) a €té ajouté afin d’obtenir une concentration finale de 0,8%
en érythrocytes et un gradient de concentration allant de 100 pgemL™ 4 0,78 pgemL’
' Les microplaques ont été incubées et agitées pendant 60 min & 37 °C. Les
microplaques ont ensuite été centrifugées a 3 000 RPM pendant 5 min, aprés quoi le

surnageant a été transféré dans des microplaques vides. L’absorbance du surnageant
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a été mesuré a 540 nm avec un appareil de type Varioskan (Thermo, Waltham, MA,
USQ). Chaque expérience a ét¢ réalisée deux fois en triplicata. La dose causant 50%
d’hémolyse (HDso) a été calculée en comparaison avec 100% d’hémolyse causée par

la plus haute concentration en saponines (Sigma-Aldrich, Canada).
Stabilité dans le tampon phosphate

Une solution contenant 158 [Ltmol-L“1 (1 mg/10 mL) du glucuronide 217 dans le
tampon phosphate (0,02 moleL™ ; pH 7,2) est passée aux ultrasons, agitée et incubée
a 37 °C. Des aliquots (200 uL) sont pipetés a différents temps (24 h, 48 h et 72 h) et
analysés par HPLC analytique munie d’une colonne de C;3 en phase inverse

(H,O/CH3CN). Les produits sont visualisés a ’aide du détecteur UV 4 210 nm.
Hydrolyse enzymatique

Une solution contenant 158 umoleL” (1 mg/10 mL) du glucuronide 217 dans le
tampon phosphate (0,02 molsL™ ; pH 7,2) est passée aux ultrasons, agitée et incubée
a 37 °C. Apreés 24 h, la solution est filtrée et mise en présence de ’enzyme B-D-
glucuronidase (43 UsmL™) provenant d’Escherichia coli. Par la suite, des aliquots
(200 uL) sont pipetés & différents temps (0, 50, 105, 165, 225, 285, 345 et 1 440 min)
et analysés par HPLC analytique munie d’une colonne de C;3 en phase inverse

(H,O/CH3CN). Les produits sont visualisés a ’aide du détecteur UV 4 210 nm.
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CHAPITRE 8

DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSIONS

Le présent projet de doctorat constitue, d’une part, une contribution majeure en ce
qui a trait & la synthése de saponines triterpéniques de type lupane, et représente,
d’autre part, une avancée scientifique importante pour le développement
biopharmaceutique futur des saponines naturelles et semi-synthétiques en tant
qu’agents anticancéreux. En termes de relations structure-activité, les résultats des
différents chapitres de cette these indiquent clairement que !’activité inhibitrice de la
croissance des cellules cancéreuses induite par les saponines & base d’acide
bétulinique (15) et de bétulinol (16) est fortement modulée par la nature de la section
osidique. En effet, que ce soit le type de sucre (D-glucose, L-thamnose, L-arabinose,
acide D-glucuronique, etc.), le nombre de liaisons & la génine (mono- et
bidesmosides), la position de la section sucre sur le squelette lupane (C-3 et/ou C-28)
et le type de ramification de la chaine osidique (branchée ou linéaire), toutes ces
modifications structurales recélent une importance cruciale pour le potentiel
anticancéreux des saponines de type lupane. De surcroit, a la lumiére des résultats
obtenus, il apparait évident que la nature de P’aglycone ou génine triterpénique joue

un réle essentiel dans ’induction des activités anticancéreuse et hémolytique.

L’objectif principal des travaux de synthése organique présentés au chapitre 3
consistait en la préparation de deux saponines naturelles isolées de plantes utilisées
en médecine traditionnelle orientale, soit un monodesmoside et un bidesmoside a

génine acide bétulinique (15) contenant a la position C-3 une section o-L-

rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranose réputée pour accroitre ['activité
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anticancéreuse des triterpénes de type oléanane. Les saponines ont été obtenues a
partir de [’allyle bétulinate (204) dans des rendements globaux de 10% pour le
monodesmoside et de 27% pour le bidesmoside selon une approche de glycosylation
linéaire impliquant huit étapes de synthese. Par ailleurs, dans le cadre de ce projet,
six autres saponines non-naturelles & génine acide bétulinique (15) et bétulinol (16)
contenant des sections L-arabinofuranose et -pyranose ont également été préparées
avec d’excellents rendements. Le choix judicieux des différents groupements
protecteurs, sucres donneurs activés et conditions de glycosylation s’est avéré
essentiel a Datteinte des objectifs fixés. Tandis que les données physico-chimiques
(RMN, HRMS et [a]p) mesurées pour la saponine naturelle monodesmosidique
concordaient avec celles de la molécule isolée des racines P. koreana, celles du
bidesmoside ne concordaient pas. Par conséquent, une analyse RMN & haut champ
(700 MHz) a permis de confirmer la structure de la saponine bidesmosidique
synthétique qui s’est avérée différente de la molécule isolée des feuilles de S.
rotundifolia. De plus, les analyses RMN ont permis de constater ['instabilité
conformationnelle typique du L-arabinopyranose oscillant entre les conformeéres
chaises “C; et 'C, lorsque substitué en position 2’ par un groupement stériquement
encombré telle qu'une section L-rhamnopyranose. Malheureusement, I’évaluation de
la cytotoxicit¢ de ces composés sur différentes lignées cellulaires cancéreuses
(chapitre 5) a moniré que, contrairement aux génines de type acide oléanolique, la
présence de sections a-L-Rhap-(1-52)-a-L-Arap ou a-L-Araf en position C-3 a un
impact négatif sur la cytotoxicité des génines de type lupane. Une seule exception
concerne ’acide 3B-O-o-L-arabinopyranoside bétulinique qui a démontré un profil
de cytotoxicité similaire a celui du triterpéne correspondant sur des lignées
cellulaires humaines du cancer du poumon et du cdlon (ICsp = 11-12 pmol'L‘l). Ces
résultats biologiques préliminaires ainsi que ceux obtenus derniérement par un
groupe de recherche tchéque {Cmoch et al., 2008] semblent indiquer que les sections
osidiques trés polaires & la position C-3 contenant plus d’une unité osidique

diminuent drastiquement }’activité cytotoxique des triterpénes de type lupane.
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Les travaux présentés au chapitre 4 de cette these relataient la synthése et
P’évaluation de Pactivité anticancéreuse de plusieurs saponines bidesmosidiques 2
génine acide bétulinique (15} et bétulinol (16). Ainsi, une série de huit bidesmosides
dont une molécule naturelie ont facilement été préparés dans de trés bons rendements
a D’échelle du laboratoire par 1'utilisation judicieuse de différentes procédures de
glycosylation telles que la méthode inverse de Schmidt et les conditions de
glycosylation par transfert de phase. L’étude des relations structure-activité établie a
la suite de ces travaux suggeére que certaines saponines bidesmosidiques de type
lupane peuvent étre considérées en tant qu’agents antitumoraux potentiels contre les
types de cancer les plus prévalents chez Phomme. Plus particuliérement, le bétulinol
3,28-0-bis-a-L-rthamnopyranocside s’est révélé un puissant anticancéreux inhibant
trés fortement la croissance des cellules cancéreuses (ICso = 1,7-1,9 pmolsL") avec
une efficacité prés de 10 fois supérieure a ’acide bétulinique (15) ce qui en fait la
molécule la plus cytotoxique de tous les triterpénes et saponines testées dans le cadre
de cette these {chapitre 5). Une telle augmentation de ’activité anticancéreuse en lien
avec la présence de sections sucres de type L-rhamnose a déja été rapportée dans la
littérature pour certains glycosides stéroidiques [Cham ef al., 1990]. Ces résultats
suggerent fortement que les membranes des cellules cancéreuses pourraient contenir
des récepteurs protéiques tels que des lectines hautement glycosylées spécifiques aux
sections L-rthamnose, ce qui faciliterait la diffusion de la saponine a Pintérieur du
cytoplasme avant I’induction de P’apoptose cellulaire [Wang ef al., 2007]. Afin de
tester cette hypothése, il serait intéressant d’évaluer la cytotoxicité de la saponine
apres un traitement préalable des cellules cancéreuses avec différentes concentrations
de L-rhamnose. Ainsi, une activité cytotoxique moindre ou nulle signifierait que les
récepteurs sont saturés et qu’ils ne peuvent donc plus se lier & la partie sucre de la
saponine. Cette expérience relativement simple permettrait donc de démontrer la

présence de substrats protéiques membranaires spécifiques aux sections L-rhamnose.

La forte activité hémolytique des saponines est un frein majeur a leur développement
biopharmaceutique. A cet effet, le principal objectif des travaux rapportés au chapitre
5 consistait a évaluer I'activité hémolytique d’une série de saponines triterpéniques

de type lupane semi-synthétiques en comparaison avec certaines saponines de type
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oléanane tels que ’a~hédérine (28), la B-hédérine (38) et I’hédéracolchiside A; (45),
molécules naturelles réputées pour leur fort pouvoir hémolytique. Les résultats ont
révélé que les saponines de type lupane, tout comme leurs homologues
triterpéniques, n’induisent pas la lyse des globules rouges (érythrocytes) a des
concentrations supérieures a 100 uM, et ce, indépendamment de la nature de la ou
des section(s) osidique(s). Ces résultats prometteurs sont donc trés encourageants
pour [’utilisation clinique des saponines triterpéniques de type lupane en tant
qu’agents antitumoraux. Toutefois, des exceptions subsistent pour certaines
saponines a génine acide bétulinique porteuses de sections a-L-Rhap-(1—2)-0-L-
Arap ou o-L-Rhap-(1-2)-{B-D-Glcp-(1—4)]-a-L-Arap a la position C-3 ainsi que
pour Vacide 3,28-0-bis-a-L-rhamnopyranoside bétulinique. Quoique faible, leur
pouvoir hémolytique (HDso = 78-94 umolsL™') semble donc corrélé avec la présence
de ces sections sucres particuli¢res. Lors de cette étude, I’action perméabilisante des
membranes cellulaires par les saponines a également été évaluée. Ii est trés
intéressant de constater qu’il y a une corrélation directe (P <0,05) entre les activités
cytotoxique et hémolytique des saponines naturelles de type oléanane et leur capacité
a perméabiliser les membranes cellulaires. En revanche, en ce qui concerne les
saponines de type lupane, aucune d’entre elles n’a ét¢ en mesure de perméabiliser la
membrane des cellules cancéreuses (ICsq >200 pmoleL™"). L’activité anticancéreuse
des saponines de type lupane ne semble donc pas liée & un mécanisme faisant
intervenir la formation de pores au sein des membranes cellulaires comme c’est le
cas pour ’hédéracolchiside A; (45) [Mazzucchelli et al., 2008]. Une étude en cours
dans notre laboratoire a montré que, tout comme 'acide bétulinique (15), le
mécanisme d’action du bétulinol 3,28-O-bis-a-L-rhamnopyranoside est directement
lié a ’induction de I’apoptose cellulaire. En effet, des changements morphologiques
cellulaires caractéristiques de I’apoptose ainsi que le clivage de facteurs apoptotiques
tels que le PARP et la caspase 3 ont été mesurés aprés traitement des cellules

cancéreuses avec ce bidesmoside.

La dioscine (24), une saponine stéroidique bioactive utilisée en médecine

traditionnelle orientale, contient une portion trisaccharidique particuliére 3 la position
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C-3 nommée o-L-rhamnopyranosyi-(1—2)-[o-L-rhamnopyranosyl-{1—4)}-3-D-
glucopyranoside ou chacotriose. L’objectif des travaux décrits dans le chapitre 6
consistait donc & préparer des saponines triterpéniques a génine acide bétulinique
(15), bétulinol (16) et lupéol (17) contenant cette section trisaccharidique branchée
particuliere afin d’évaluer leurs activités anticancéreuse et hémolytique. Les
saponines ont été synthétisées selon une approche de glycosylation linéaire
impliquant la protection régiosélective des alcools en positions 3’ et 6° de la section
glucose suivie du couplage subséquent avec deux unités rhamnoses via la méthode
inverse de Schmidt. Les résultats ont montré que, comme c’était le cas pour les
saponines contenant une section o-L-Rhap-(1-—2)-a-L-Arap (chapitre 3), P’ajout
d’une section chacotriosidique hautement polaire en position C-3 du squelette lupane
a un impact négatif sur ’activité anticancéreuse des triterpénes (ICso >50 pmolsL™).
En revanche, les dérivés de réarrangement également obtenus lors de ce projet, c’est-
a-dire les chacotriosides d’allobétulinol et de 28-oxoallobétulinol, ont exercé une
forte activité inhibitrice envers la croissance des cellules cancéreuses du poumon, du
colon, du sein et de la prostate (ICso = 10-18 pmoleL™). De plus, contrairement aux
saponines de type lupane, le chacotrioside de 28-oxoallobétulinol s’est révélé
fortement hémolytique (HDso = 8,0 umoleL™). L’ensemble de ces résultats indiguent
donc que les activités anticancéreuse et hémolytique des saponines sont grandement
influencées a la fois par la nature de la génine triterpénique et de la section osidique
branchée en position C-3. 11 serait trés intéressant de vérifier si le chacotriose de 28-
oxcallobétulinol induit la mort de cellules cancéreuses par un mécanisme
apoptotique ou plutdt, comme les résultats le laissent entendre, par ’action de la

saponine sur la membrane cellulaire.

La préparation des métabolites acyl-glucuronides de drogues contenant des acides
carboxyliques est une étape nécessaire a leur développement biopharmaceutique. En
effet, plusieurs études ont démontré que les acyls glucuronides de molécules
contenant un acide carboxylique sont des composés chimiquement trés réactifs qui
peuvent étre a 'origine de nombreux effets secondaires [Stachulski er al., 2006].

Ainsi, apres plusieurs essais infructueux (chapitre 7), la synthése de ’acide 28-O-B-
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D-glucuronide bétulinique (217) a été réalisée avec succeés (68%, deux étapes) par
Putilisation des conditions réactionnelles de transfert de phase. Cette méthodologie
de synthése pourrait étre appliquée ultérieurement pour la préparation des
métabolites glucuronidés du bevirimat (214-216), un agent anti-HIV prometteur a
squelette lupane présentement en phase clinique, ou autres drogues contenant un ou
des acide(s) carboxylique(s). Par ailleurs, il est connu que certains glucuronides
peuvent étre utilisés en tant que prodrogues activées sélectivement au niveau du tissu
tumoral en raison de ’activité plus élevée de 'enzyme B-D-glucuronidase dans les
zones nécrotiques des tumeurs [Chen ef al., 2003]. A cet égard, les résultats présentés
au chapitre 7 ont montré que ’acyl glucuronide 217 pourrait étre un candidat
mtéressant en tant que prodrogue selon certains critéres spécifiques a la stratégie
PMT. En effet, la molécule posséde une trés bonne stabilité dans le tampon
phosphate, une hydrosolubilité supérieure a l’acide bétulinique, elle est non
cytotoxique et non hémolytique, et constitue un bon substrat libérant ’aglycone cible
en présence de I’enzyme B-D-glucuronidase. Il est toutefois évident que de futures
études in vivo sur un modéle de souris porteuses de tumeurs murines ou humaines
seront nécessaires afin de prouver efficacité de 1’acide 28-O-B-D-glucuronide

bétulinique (217) en tant que prodrogue anticancéreuse.

En terminant, il est clair que les résultats prometteurs de ces travaux de recherche
pavent la voie & de futures études dans le domaine des saponines triterpéniques et
autres produits naturels glycosylés. Par exemple, en se basant sur les méthodologies
développées et sur les principales conclusions tirées 2 la suite des études de relations
structure-activité, la synthése de plusieurs dérivés glycosylés de produits naturels
hydroxylés tels que des sesquiterpénes, diterpénes, triterpénes et flavonoides seraient
trés certainement envisageables. D’ailleurs, de récents travaux réalisés au laboratoire
LASEVE ont révélé que Dactivité cytotoxique de 'a-bisabolol, un alcool
sesquiterpénique naturel, est significativement augmentée apres 1’ajout d’une section
osidique de type L-rhamnose. De surcroit, les stratégies de syntheése développées lors
de ce projet pourraient permettre la préparation a plus grande échelle de saponines a

haut potentiel pharmacologique a partir du bétulinol extrait des écorces de bouleau.
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Ainsi, des études approfondies concernant le mécanisme d’action, les propriétés
pharmacocinétiques et le potential antitumoral in vivo des saponines les plus
prometteuses pourraient étre entreprises. L’obtention d’une grande quantité de
saponines sous une forme pure et a faible cot permettrait donc d’accélérer
drastiquement le développement biopharmaceutique de cette importante classe de
produits naturels. Il est de I’avis de I’auteur de cette thése que, suite aux nombreuses
études réalisées ou en cours dans ce domaine, ’approbation clinique et la

commercialisation des saponines en tant qu’agents thérapeutiques devraient aboutir

dans les prochaines années.
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ANNEXE 1

SCHEMA D’EXTRACTION ET D’ISOLEMENT DE SAPONINES

NATURELLES

Sécher, Broyer

Extraire
MeOH 100 %

| Suspendre H2Q

Extraire

n-BulOH

| L€ Diaion HP-z0

LC SiO-
CHCl,-MeOH

HPLC -prep.
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ANNEXE 2

SYNTHESE DE SAPONINES DE TYPE LUPANE ET GERMANICANE

Betula alleghaniensis oo

Betula papyrifera HO'

R = D-Glc R =D-Glc
R=L-Rha R=L-Rha
R = D-Ara R = D-Ara
R = D-Gal R = D-Gal
R = D-Man R = D-Man
R = D-Xyl R = D-Xyl

Conditions réactionnelles: (a) Ac,O, Py, DMAP, 0 °C to rt, 5 h; (b) Mg(OCHjs)s,,
MeOH/THF, rt, 4 h; (¢) Ac,O, CH,Ch, 1t, 24 h; (d) i-TCA, TMSOTE, 4 A MS,
CH,Ch, rt, 30 min; #-NaOH 0,25 N, MeOH/THF/H,O0 1:2:1, rt, 3-24 h; (e)
Fe(NO3)+/Si0,, CH,Cl, reflux, 45 min.
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Conditions réactionnelles: {(a} DBU, CHsl, THF, 0 °C to 1t, 24 h; (b) i-TCA,
TMSOTE, 4 A MS, CH,CL, rt, 30 min; ii-NaOH 0,25 N, MeOH/THF/H,O 1:2:1, 1t, 3
h; (c¢) AllBr, K»COs, DMF, 55 °C, 7 h; (d) Pd°(PPhs)s, PPhs, pyrrolidine, THF, 24 h;
(e} AcyO, CHyCh, 1t, 24 h; (f) i-FeCly/Si0,, CH,Cl, reflux, 3 h; 1i-NaOH 0,25 N,
MeOH/THF/H,0 1:2:1, reflux, 16 h.
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CYTOTOXICITE DE SAPONINES TRITERPENIQUES DE TYPE LUPANE

R R Cell Line 1Csy (M = SDY

AS549° DLD-1¢ Bi6-F1¢ WSI°
H CH; 165+ 8 1256 104+ 6 6343
H CH,0OH 3,8+0,1 6,6+03 13,8+40,5 3,6+0,1
H COOH 16,3+£04 150+£0,3 16,1 £0,5 1241
Ac CH,0Ac >95 >95 >95 >95
H CH,0Ac 75+ 7 56+ 4 43+ 2 44 £ 2
Ac CH,OH >253 >253 >253 >253
Ac COOH 1842 2042 nd 57+6
H COOCH; 193 25+ 4 26+ 1 19+2
H COOAL >225 >225 >225 >225
Glc CH; 14+1 41 15,0 £0,7 13,3+0,5
Rha CH; >178 >178 >178 >178
Ara CH; 2842 50+6 27+2 15,8+ 0,8
Gic CH,OH >200 >200 >200 >200
Rha CH,OH 22+£3 50+ 10 1841 3345
Ara CH,OH 4143 634+ 8 383 59+5
Gal CH,OH >100 >100 nd >100
Man CH,OH 7,.5+0,1 11,6+0,5 nd 53+0,5
Xyl CH,OH 90+ 10 >100 nd >100
H CH,0-Gle >248 >248 >248 >248
H CH,0-Rha >228 >228 >228 >228
H CH,0-Ara >175 >175 >175 >175
Gle COOCH; 8,4+0,3 3,9+£0,1 7,1 +0,3 93+9,2
Rha COOCH; 5943 >183 5542 5342
Ara COOCH; 13,5+ 0,6 i8=+1 133+0,4 12,504
Gic COOH >178 3249 49+ 13 >178
Rha COOH 2,6+0,6 39+04 39+0,4 31+3
Ara COCH 10+£2 17+3 11 47+5
Gal COOH >100 >100 nd >100
Man COCH 41 + 4 14,9+0,5 nd 16£3
Xyl COOH 14+2 19,2+0,8 nd 21+1

“ Data represent mean values (+SD) for three independent experiments made in triplicate.

® Human lung carcinoma.; © Human colorectal adenocarcinoma.; 4 Mouse melanoma.;

¢ Human normal skin fibroblasts.



ANNEXE 4
CYTOTOXICITE DE SAPONINES TRITERPENIQUES DE TYPE

GERMANICANE

7

R’ R? Celi Line ICs (uM £ SD)°
AS549° DLD-1° B16-F1° WSI1°
H H» >100 >100 nd >100
H O >100 >100 nd 709
Glc H 312 41,6 20,9 nd 45+3
Rha H, >100 >100 nd 75+ 5
Ara H, >100 >100 nd >100
Gal H, 30+ 10 42+0 nd 3090
Man H, >100 >100 nd >100
Xyl H, >100 >100 nd >100
Glc O >100 >160 nd >100
Rha O >100 >100 nd >100
Ara O >100 >100 nd >100
Gal O >100 >100 nd >100
Man O >100 >100 nd >100
Xyl 0 >100 >100 nd >100

*Data represent mean values (+SD) for three independent experiments made in triplicate.

® Human lung carcinoma.

¢ Human colerectal adenocarcinoma.

4 Mouse melanoma.

¢ Human normal skin fibroblasts.
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Synthesis of Betulinic Acid Acyl Glucurenide for Application in Anticancer

Prodrug Meonotherapy

Charles Gauthier, Jean Legault, Simon Rondeau and André Pichette |

Laboratoire LASEVE, Chaire de Recherche sur les Agenis Anticancéreux d’Origine Naturelle, Université du

Québec a Chicoutimi, 555 boul. de I'Université, Chicoutimi (Québec), Canada, G7H 2B1

Abstract

The synthesis of 28-O-B-D-glucuronide betulinic acid, an acyl glucuronide derivative, was
successfully carried out for the first time using commercially available peracetylated methyl
glucuronate bromide under phase-transfer conditions. The target compound could be used in an
anticancer prodrug monotherapy (PMT) strategy since it is non-cytotoxic, non-haemotlytic, more water
soluble than betulinic acid, possesses a good in virro stability in phosphate buffer and can be
hydrolyzed in the presence of $-D-glucuronidase releasing im virro betulinic acid, a promising
anticancer agent.

Keywords: Acyl glucuronide synthesis, betulinic acid, phase-transfert conditions, prodrug
monotherapy.

" Corresponding author. Tel: +1 418 545-5011; fax: +1 418 545-5012; e-mail:

andre_pichette@uqac.ca
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Glucuronidation is one of the main phase 2 metabolic pathways by which the organism transforms a
drug or a xenobiotic into a more water soluble substance allowing its detoxification and further
excretion.! The glucuronidation reaction is catalyzed by enzymes of the family of uridine diphosphate
glucuronosyltransferases (UDPGTs). Compounds featuring aliphatic alcohols and phenols are
metabolized into O-glucuronide ethers, while those containing carboxylic acid functions are
transformed into O-glucuronide esters, the so-called acyl glucuronides. Since most of the glucuronides
exhibit a weaker biological activity than their corresponding aglycones, the glucuronidation is
generally considered as an important detoxification metabolic process in mammals.” However, even if
the glucuronide has no activity itself, it can undergo an enzymatic hydrolysis catalyzed by §-D-
glucuronidase that subsequently releases the corresponding biologically active aglycone.’
Furthermore, in some cases such as morphine-6-glucuronide, the glucuronidation can maintain or even
increase the therapeutic effect of the drug®

Several studies have revealed that acyl glucuronides are potentially active metabolites of carboxylic
acid-containing drugs.” In fact, these compounds may be considered responsible for adverse side
effects and the toxicity of such dﬂsgs‘5 Indeed, acyl glucuronides can undergo hydrolytic reactions,
intramolecular rearrangements and intermolecular reactions with plasma proteins leading to covalent
drug-protein adducts.*® Therefore, the determination and characterization of acyl glucuronide
metabolites have important toxicological implications during the clinical development of carboxylic
acid-containing drugs.

Bevirimat or PA-457 (2, Figure 1), namely betulinic acid 35-0-(3',3"-dimethylsuccinyl), is the first in
the new class of HIV drugs called maturation inhibitors that specifically block a late step in processing
of the HIV Gag protein.” Structurally, bevirimat (2) is a C-3 esterified derivative of the anticancer
agent betulinic acid (1) that features two carboxylic acid groups. Recent studies have shown that
bevirimat (2} is metabolized to two acyl menoglucuronides and one acyl diglucuronide after oral
administration to rats, the monoglucuronide 4 (Figure 1) being the major metabolite.®’ The naturally
occurring lupane-type triterpenoid betulinic acid (1) is a promising anticancer agent'’ found in varicus
fruits, vegetables and medicinal plants.'’ Betulinic acid (1) is currently undergoing phase 11 clinical
trials for the treatment of melanoma.'? Although metabolites of betulinic acid (1) have not yet been
characterized, it may be hypothesized that acyl glucuronide 3 could be a major metabolic product.
Therefore, it is of great importance to synthesize in adequate amounts the acyl glucuronide 3 in order
to evaluate its biological activity and potential toxicity.

A

R'O

1R R?=H
0
\/
2R =\/k/\cozt-: RZ=H

OH

HO
OH
3R =H R2= ;w&w
0
( HO OH
’ OH
4R'= COH, R? =] O COH

Figure 1. Structures of betulinic acid (1), bevirimat (2} and acyl glucuronides 3 and 4.

Anticancer compounds bearing a glucuronide moiety can also be considered as prodrugs."''* Indeed,
glucuronides can be selectively activated to the tumoral site since the enzyme $-D-glucuronidase is
found at highly elevated concentrations in necrotic tumor tissue.''® Moreover, 8-D-glucuronidase is
more active in cytoplasmic acidic pH, which is usually found in cancer cells.'” The design of a
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suitable glucuronide prodrug must be based upon four criteria: 1) improved water solubility, 2)
stability in blood, 3) decreased cytotoxicity, and 4) susceptibility to enzymatic cleavage."® Thus, in
this paper, we report an efficient stereoselective synthetic strategy for the preparation of 28-0-3-D-
glucuronide betulinic acid (3). /n vitro stability in phosphate buffer, in vitro haemolytic and cytotoxic
activities as well as enzymatic hydrolysis in the presence of 8-D-glucuronidase were also investigated

in order to determine if the acyl glucuronide 3 could be used in a prodrug monotherapy strategy
(PMT).

Although the synthesis of O-glucuronide ethers has been frequently reported in the literature,'** few
studies have been undertaken on the chemical synthesis of acyl glucuronide derivatives.>*'™® A first
approach developed by Juteau ef al.** consists of coupling a carboxylic acid-containing compound
with allyl glucuronate (6) via Mitsunobu conditions. The main advantage of this method is that the
sugar is minimally protected, which considerably reduces the number of steps of the synthetic
procedure. Thus, as depicted in Scheme 1, ailyl glucuronate (6)** was obtained in 54% yield after
treatment of D-glucuronic acid (8) with allyl bromide (AllBr) and potassium carbonate (K,CGO;) in
dimethylformamide (DMF). Compound 6 was then coupled with betulinic acid (1)* in the presence of
triphenylphosphine (PPh;) and diisopropylazodicarboxylate (DIAD) in anhydrous THF. Surprisingly,
under these conditions, 28-0-a-D-glucuronide betulinic acid (7) was isclated in low yield (9%) as the
major product instead of the allylated B-anomer. The configuration of the glycosidic linkage was
confirmed by "H NMR (6.17 ppm, br s, H-1").

HO-0
HO
HOM—
g “OH
AliBr, K,CO3, DMF | 549,
55°C,5h
AlO-0
HO Q
HO
HOG
8

Betuiini;: acid (1)

B

HATU, NMM

no CH3CN/THF, i, 2h

product A

DIAD, PPhg, THF
0°C,1h

OH

HO oL
??@W

7 (18%)

Scheme 1. Attempts to synthesize acyl glucuronide 3 via Mitsunobu (A) and selective acylation (B).

Therefore, we turned to another approach recently developed by Stachulski and co-workers?®”
allowing the stereoselective formation of S-glucuronides. As shown in Scheme 1, the selective
acylation of allyl glucuronate (6) with betulinic acid (1) was tried using O-(7-azabenzotriazol-1-yi)-
NN, N N'-tetramethyluronium hexafluorophosphate (HATU) and N-methylmorpholine (NMM) in
acetonitrile (CH;CN). Unfortunately, as revealed by TLC and NMR analyses, no coupling product
was formed during this reaction and triterpene 1 was almost completely recovered after silica gel
column chromatography. Addition of THF in order to improve the solubility of both compounds 1 and
6 did not lead to better results.
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We then chose to use the TEMPO-mediated selective oxidation® to achieve the preparation of acyl
glucuronide 3. As depicted in Scheme 2, this approach consists of selectively oxidizing the primary
alcohol of the known 28-O-f-D-glucopyranoside betulinic acid (8" in the presence of
TEMPO/KBr/Ca(OCl), under aqueous conditions (~BuOH/H,0)’' Once again, using these
conditions, no glucuronide was formed, probably due to a lack of solubility of glucoside 8 in the
reaction medium.

TEMPO/KBr/Ca(OCH),
+BUOH/H,0 41

no
product

Scheme 2. Attempt to synthesize acyl glucuronide 3 via TEMPO-mediated selective oxidation of
glucoside 8.

The successful synthesis of 28-0-G-D-glucuronide betulinic acid (3) was finally achieved under
modified phase-transfer conditions.”” Thus, as shown in Scheme 3, betulinic acid (1) was coupled with
the commercially available methyl 2.3,4-tri-O-acetyl-1-bromo-D-glucopyranuronate (9) in the
presence of potassium carbonate (K,CO;) and tetrabutylammonium bromide (Bu,NBr) in a
heterogeneous solution of CH,CL/H,0 to provide 28-O-(methyl-2,3,4-tri-O-acetyl-8-D-glucuronate)
betulinic acid (16)” in good yield (76%). Subsequent simultaneous deprotection of acetyl groups and
saponification of methyl ester under basic conditions (KOH, THF/H,0) ailowed the formation of the
target acyl glucuronide 3** (89%) in a pure f-linkage (1,2-trans-glycoside) as proven by 'H NMR
(5.55 ppm, d, J;; = 8.1 Hz, H-1".

Betulinic acid (1)
|

i 0

K;CO3 BugNBr };‘330 o
CH,Cl/H,0, refiux, 6 h | “&20

AcO

78% N Br

/Z/
\ OAc
A
ORI B,
o]

Scheme 3. Successful synthesis of acyl glucuronide 3 under phase-transfer conditions.



283

In order to determine if the acyl glucuronide 3 could be used as an anticancer prodrug in a PMT
strategy, we investigated several parameters. Firstly, the in vitro cytotoxicity of glucuronide 3 was
assessed against lung carcinoma (AS49), colon adenccarcinoma (DLD-1) and normal skin fibroblasts
(WS1) using both resazurin reduction test’” and Hoechst assay.’® As revealed in Table 1, the acyl
glucuronide 3 did not exhibit any significant cytotoxic activity with an ICso greater than 100 uM. The
in vitro haemolytic activity of %iucuronide 3 was also assessed against sheep erythrocytes. As for most
of the lupane-type glycosides,”’ no haemolytic activity was measured for acyl glucuronide 3 (HDs,
>100 uM). Another essential parameter to evaluate for an anticancer prodrug is its stability in
solution. To this end, the in vitro stability was determined by analytical RP-HPLC?® after incubation at
37 °C of acyl glucuronide 3 in phosphate buffer (0.02 M; pH 7.2). As measured by Wen and co-
workers® for the bevirimat glucuronide 4, the acyl glucuronide 3 was quite stable and ne
decomposition products were observed even after a one-week incubation time (168 h) in phosphate
buffer. It is noteworthy that acyl glucuronide 3 was significantly more water soluble than betulinic
acid (1) since it was possible to dissolve it at low concentrations (~150 pM) in phosphate buffer.
Finally, cleavage of acyl glucuronide 3 in the presence of Escherichia coli B-D-glucuronidase (4.3
U/mL) in phosphate buffer (0.02 M; pH 7.2) was measured by analytical RP-HPLC.*® As shown in
Figure 2, it is quite interesting that betulinic acid (1) was released at 75% in the solution aftera 24 h
incubation time at 37 °C. Increasing by 10 fold the concentration of 8-p-glucuronidase (43 U/mL) led
to the complete release of betulinic acid (1) after less than one hour. Therefore, these results showed
that the acyl glucuronide 3 is a good substrate for the enzyme fS-D-glucuronidase.

Table 1. Cytotoxic and haemolytic activities of 28-0-8-D-glucuronide betulinic acid (3).

Cytotoxicity® .

(ICsp, uM) Haemolysis

(HDso, pM)
AS549° DLD-1¢ WSI® 50, I
>100 >100 >100 >100

% Resazuring reduction test’> and Hoechst assay.*®
® Sheep erythrocytes.

¢ Human lung carcinoma.

¢ Human colon adenocarcinoma.

¢ Human normal skin fibroblasts.

000 12580 1500

0 250 500

750 1
Time {min)

Figure 2. % of betulinic acid (1) released in solution after enzymatic hydrolysis of acyl glucuronide 3
under the action of B-D-glucuronidase (4.3 U/ml.) as measured by HPLC®

In summary, for the first time, the chemical synthesis of 28-0-8-D-glucuronide betulinic acid (3) was
carried out with success in a stereoselective and efficient manner under phase-transfer conditions. This
novel methodology could be applied for the preparation of the major acyl glucurcnide metabolite of
bevirimat (4) or other carboxylic acid-containing drug metabolites. In view of the results, acyl
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glucuronide 3 could be used as an anticancer prodrug in a PMT strategy since it is non-cytotoxic, non-
haemolytic, more water soluble than betulinic acid (1), quite stable in phosphate buffer and can be
hydrolyzed in the presence of §-D-glucuronidase releasing betulinic acid (1), a promising anticancer
agent. Further studies will be undertaken in order to assess the iz vivo antitumor potential of the acyl
glucuronide 3 and results will be reported in due course.
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