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La presente mvention concerne des coumarines sulfonatées, leur syntheése, des substrats tfluorogéniques résultant d'un greffage de
ces coumarines sur des sucres, le proceédeé d'obtention de ces substrats, ainsi que leurs applications. Les coumarines sulfonatées
substituées sont de formule generale (I) dans laquelle : R; represente H, ou OH, ou un radical alkyle de C; a C¢ substitu¢ ou non,
linéaire ou ramifié, ou -COR?, ou -COOR", ou -CONHR?, R* représente H, ou un halogéne, notamment le fluor, ou un radical
alkylde de C; a C¢ substitué ou non, linéaire ou ramifié, ou - COR?, ou -COOR?, ou -CONHR4, R; et R, pouvant former ensemble
un cycle, tel qu'un aryle ou un furane, substitué ou non, R° représente H, ou un halogéne, notamment le fluor, ou un radical alkyle
de C' a C° substitué ou non, linéaire ou ramifié¢, ou -COR*?, ou -COOR”, ou - CONHR", avec R* étant H, ou un radical alkyle de C;
a Cs substitue ou non, lin¢aire ou ramifi¢ ou un aryle, substitue ou non, M represente Na ou K. Les substrats sont obtenus par

greffage de ces coumarines avec des sucres : cellobiose, xylobiose, maltose, saccharose, glucose, xylose, galactose, arabinose,

xylane, glucane, xylotriose, maltotriose, cellotriose, xyloteétraose ou un melange de certains d'entre eux. Application a la détection
d'activités glycosidases (EC3.2.1) sur des extraits enzymatiques purifiés ou non ou sur des microorganismes ou sur des cellules.
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Coumarines sultonatées, leur syntheése, substrats fluorogéniques résultant d’un grettage de ces
coumarines sur des sucres, le procédé d’obtention de ces substrats, ainsi que leurs applications

La présente invention concerne des coumarines sulfonatées, leur synthése, des
substrats fluorogéniques résultant d’un greffage de ces coumarines sur des sucres, le procédé
d’obtention de ces substrats, ainsi que leurs applications.

Différentes méthodes de fabrication de telles coumarines sulfonatées sont connues, par
exemple par le brevet anglais GB9723365 au nom de MOLECULAR PROBES qui décrit la
synthése de dérivés de la 6,8-difluoro-7-hydroxycoumarine.

C’est ainsi que ce brevet cite notamment la 6,8-difluoro-7-hydroxycoumarin-4-
méthanesulfonate de sodium (compos€ n°® 37).

Le brevet GB9723365 décrit aussi des composés résultant d’un remplacement du
groupe hydroxyle par un reste de sucre, ce dernier étant donc grefté sur la coumarine
sulfonatée. La reproduction du procédé de greffage décrit dans le brevet précite n’est pas
valable pour les coumarines sulfonatées car ¢lles ne sont pas solubles dans les conditions
décrites.

Un objectif de la présente invention est de synthétiser de nouvelles coumarines
sulfonatées substituées.

Un autre objectif de la présente invention est de fournir des substrats fluorogéniques
résultant d’un greffage de coumarines sulfonatées substituées sur des sucres grace a un
procédé de greffage reproductible avec différents sucres et différentes coumarines sulfonatées
substituées. On entend dans la présente description par substrat fluorogénique un substrat non
fluorescent dont I’hydrolyse de la liaison entre le sucre et la coumarine libere la coumarine,
qui est en elle-méme fluorescente.

Un autre objectif de la présente invention concerne une méthode de détection
d’activités glycosidases (EC3.2.1) sur des extraits enzymatiques purifiés ou non ou sur des
microorganismes ou sur des cellules.

De facon plus précise, la présente invention concerne une¢ famille de coumarines
sulfonatées substituées de formule générale (1)

2
i N

HO 0~ 0
RB
dans laquelle :

- R'représente H, ou OH, ou un radical alkyle de C; & C¢ substitué ou non, linéaire ou

ramifié, ou -COR*, ou -COOR*, ou -CONHR"
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R représente H, ou un halogéne, notamment le fluor, ou un radical alkyle de C;
a Cs substitué ou non, linéaire ou ramifié, ou -COR*, ou -COOR?, ou -CONHR*
R! et R? pouvant former ensemble un cycle, tel qu'un aryle ou un furane,

substitué ou non

R° représente H, ou un halogéne, notamment le fluor, ou un radical alkyle de C;
a Cs substitué ou non, linéaire ou ramifié, ou -COR?, ou -COOR?*, ou -CONHR*
avec R* étant H, ou un radical alkyle de C; & Cs substitué ou non, linéaire ou
ramifi€ ou un aryle, substitué ou non

M représente Na ou K.

La présente invention concerne également de nouveaux substrats ayant pour formule

générale (II)

dans laquelle

R' représente H, ou OH, ou un radical alkyle de C; a Cs substitué ou non, linéaire
ou ramifié, ou -COR?, ou -COOR?, ou -CONHR*

R? represente H, ou un halogéne, notamment le fluor, ou un radical alkyle de

C1 a Cg substitué ou non, linéaire ou ramifié, ou -COR?, ou -COOR?, ou -

CONHR*

R' et R? pouvant former ensemble un cycle, tel qu'un aryle ou un furane,
substitué ou non

R’ représente H, ou un halogéne, notamment le tluor, ou un radical alkyle de C;
a Cs substitué ou non, linéaire ou ramifié, ou -COR*, ou -COOR?, ou -CONHR?
avec R* étant H, ou un radical alkyle de C; a Cs substitué ou non, linéaire ou
ramifi€ ou un aryle, substitué ou non

M représente Na ou K

CA 2811381 2018-04-03
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- Z représente un sucre choisi parmi les sucres suivants : cellobiose, xylobiose,
maltose, saccharose, glucose, xylose, galactose, arabinose, xylane, glucane,

xylotriose, maltotriose, cellotriose, xylotétraose ou un mélange de certains

d'entre eux
- et dans laquelle Z ne pouvant étre le galactose lorsque R! est H, R? et R® sont F
et M est Na.
Un autre objet de la présente demande concerne un procédé de préparation de la coumarine
tel défini c1-joint caractérisé en ce qu’il consiste a faire réagir dans de 1’acide
methanesulfonique du 4 chloroacétoacétate d’éthyle sur du 2-méthylrésorcinol, puis a faire
agir du sulfite de sodium sur le produit ainsi obtenu.
Un autre objet de la présente demande concerne un procédé d’obtention de la coumarine tel
que défin1 ci-joint, caractérisé en ce qu’il consiste a faire réagir dans de [’ acide
méthanesulfonique du 4-chloroacétoacétate d’éthyle sur du 1,3-dihydroxynaphtaléne, puis a
faire agir du sulfite de sodium sur le produit ainsi obtenu.
Un autre objet concerne également un procédé d’obtention d’un substrat défini ci-joint
caractérise par le greffage d’un sucre sur une coumarine sulfonatée dans du DMF.
Un autre objet concerne également la détection d’activités glycosidases (EC3.2.1) sur des
extraits enzymatiques purifiés ou non ou sur des microorganismes ou sur des cellules,
caractérisee en ce que ladite détection se fait grace a I’un des substrats fluorogéniques

définis aux présentes.

BREVE DESCRIPTION DES FIGURES

Figure 1 : Détection d’activit€s enzymatiques sur I’extrait soluble d’enzymes A avec les

substrats 10, 12 et 14.
Figure 2 : Détection d’activités enzymatiques sur des extraits solubles d’enzymes avec le

substrat 18.

Figure 3 : Mesure d’activité B-glucosidase sur microorganismes avec le substrat
fluorogénique 10.

Figure 4 : Mesure d’activité cellulase sur microorganismes avec le substrat tfluorogénique 8.

Figure 5 : Tests d’activité cellulase sur microorganismes en émulsion avec le substrat 8.

CA 2811381 2018-04-03
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L’invention sera mieux comprise a la lecture de la description qui va suivre, référence €tant

faite aux compos€s numeérotés 1 a 24 suivants :
Cl
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parmi lesquels les composés 2, 4 et 6 sont des coumarines sulfonatées substituées entrant dans
la formule générale (I) et ou les composés 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 et 24 sont des
exemples de substrats entrant dans la formule générale (11).

Différents exemples de synthése de ces coumarines et substrats vont maintenant €tre

donnés, a titre indicatif et nullement limitatif.

Exemple 1. Synthése de 4-chlorométhyl-6,8-difluoro-7-hydroxycoumarine (1)
Une solution de 2.4-difluororésorcinol (0,8 g) dans 8 ml d’acide méhylsulfonique est introduit
dans un ballon puis 1,3 équivalent (963 nl) de 4-chloroacétoacétate d’éthyle sont ajout€s
goutte a4 goutte. Aprés 3h d’agitation a température ambiante, le mélange est refroidi a 0°C
puis 100 ml d’eau sont additionnés. Le résidu est alors filtré, séché puis lave a I’€ther
diéthylique pour donner 0,34 g (25%) du compose 1.
RMN 'H (MeOD) & (ppm) 7,42 (d, 1H) ; 6,05 (s, 1H) ; 4,81 (s, 2H).

Exemple 2. Synthése de 6,8-difluoro-7-hydroxycoumarin-4-méthanesulfonate de
sodium (2)
Une solution de 320 mg du composé 1 dissous dans 25 ml d’éthanol est introduite dans un
ballon, puis une solution de sulfite de sodium (1,1 équivalent, 185 mg) dans 6 ml d’eau est
additionnée. Le mélange est porté a reflux et 1’évolution de la réaction est suivie par CCM
(Chromatographie sur Couche Mince). Apres 40h de chauffage, le mélange est refroidi a 0°C.
La solution est filtrée puis le filtrat est évaporé sous pression réduite pour donner un solide
jaune.
Le solide obtenu est purifié une premiére fois par chromatographie sur colonne de silice
inverse pré-packée (éluant : eau pure, cartouche Puriflash Interchrom C18) puis ensuite avec
un appareil de purification Biotage-IsoleraOne (éluant : eau pure, cartouche SNAP C18 120
g, débit d’¢lution : 25 ml/min).
Aprés évaporation de 1’eau sous pression réduite, le produit 2 est obtenu pur avec un
rendement de 40%.
RMN 'H (D,0) & (ppm) 7,28 (d, 1H) ; 6,18 (s, 1H) ; 4,32 (s 2H).
RMN 3C (D,0) & (ppm) 163,7 ; 153,1 (dd) ; 150,5 (t) ; 149,0 ; 142,2 (dd) ; 140,7 (m) ; 109,2
: 105,3 (d) ; 103,6 (d) ; 52,7.
Maximum excitation/émission = 370/470 nm (10 uM dans du tampon phosphate 50 mM,
NaCl 150 mM, pH = 7.5).
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Exemple 3. Synthése de 5,6-benzo-4-chlorométhyl-7-hydroxycoumarine (3)

Une solution de 1,3-dihydroxynaphtaléne (1 g) dans 10 ml d’acide méthanesulfonique est
introduit dans un ballon puis 1,3 équivalent (1,10 ml) de 4-chloroacétoacétate d’éthyle sont
ajoutés goutte a goutte. Aprés 4 jours d’agitation a tempeérature ambiante, le mélange est
refroidi a 0°C puis 50 ml d’eau sont additionnés. Le résidu est alors filtré, lavé a I’eau et sécheé
pour donner 1,30 g (80%) du compose 3.

RMN 'H (DMSO) & (ppm) 8,47 (d, 1H) ; 8,32 (d, 1H) ; 7,75 (t, 1H) ; 7,60 (t, 1H) ; 6,88 (s,
1H) ; 6,58 (s, 1H) ; 5,33 (s, 2H).

Exemple 4. Synthése de 5,6-benzo-7-hydroxycoumarin-4-méthanesulfonate de
sodium (4)
Une solution de 0,7 g du composé 3 dissous dans 50 ml d’éthanol est introduite dans un
ballon, puis une solution de sulfite de sodium (1,1 équivalent, 370 mg) dans 13 ml d’eau est
additionnée. Le mélange est porté a reflux et I’évolution de la réaction est suivie par CCM.
Aprés 20h de chauffage, le mélange est refroidi a 0°C. La solution est filtrée sur un entonnoir
Biichner puis le filtrat est évaporé sous pression réduite pour donner le composé 4 brut sous
forme d’un solide jaune avec un rendement de 77%.
Le solide obtenu est purifié une premiere fois par chromatographie sur colonne de silice
inverse pré-packée (€luant : eau pure, cartouche Puriflash Interchrom C18) puis ensuite avec
un appareil de purification Biotage-IsoleraOne (éluant : 10% acétonitrile / 90% eau, cartouche
SNAP C18 120 g, débit d’€lution : 25 ml/min).
Apres évaporation des solvants sous pression réduite, le produit 4 est obtenu pur avec un
rendement de 31%.
RMN 'H (D,0) & (ppm) 8,26 (d, 1H) ; 8,02 (d, 1H) ; 7,56 (t, 1H) ; 7,44 (t, 1H) ; 6,32 (s, 1H) ;
6,11 (s, 1H) ; 4,45 (s, 2H).
Maximum excitation/émission = 420/510 nm (100 uM dans du tampon phosphate 50 mM,
NaCl 150 mM, pH =7.5).

Exemple 5. Synthése de 4-chlorométhyl-7-hydroxy-8-méthylcoumarine (35)
Une solution de 2-méthylrésorcinol (1 g) dans 10 ml d’acide méthylsulfonique est introduit
dans un ballon puis 1,3 équivalent (1,42 ml) de 4-chloroacétoacétate d’éthyle sont ajoutés
goutte a goutte. Apres 1 nuit d’agitation a température ambiante, le mélange est refroidi a 0°C
puis 50 ml d’eau sont additionnés. Le résidu est alors filtré, séché puis lavé a 1’éther

diéthylique pour donner 1,63 g (90%) du compose€ §.
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RMN 'H (DMSO) & (ppm) 7,52 (d, 1H) ; 6,90 (d, 1H) ; 6,41 (s, 1H) ; 4,93 (s, 2H) ; 2,16 (s,
3H).

RMN ">C (DMSO) & (ppm) 160,8 ; 159,7 ; 153,6 ; 151,7 ; 123,5; 1123 ; 111,6 ; 111,1 ;
109.8 ;41,9 ; 8. 4.

Exemple 6. Synthése de 4-chlorométhyl-7-hydroxy-8-méthylcoumarin-4-
méthanesulfonate de sodium (6)
Une solution de 1 g du composé 5 dissous dans 90 ml d’éthanol est introduite dans un ballon,
puis une solution de sulfite de sodium (1,1 équivalent, 617 mg) dans 22 ml d’eau est
additionnée. Le mélange est porté a reflux. Apres 20h de chauffage, le mélange est refroidi a
0°C. La solution est filtrée sur un entonnoir Biichner, le résidu beige obtenu est lavé a
I’éthanol, quant au filtrat, il est évaporé sous pression réduite pour donner un solide jaune. Ce
solide est lavé a 1’éthanol et a I’éther diéthylique. Les deux solides obtenus sont rassemblés
pour donner 1 g (80%) de composé 6 brut.
Le composé 6 brut est ensuite purifié par plusieurs chromatographies sur colonne de silice
inverse pré-packée (éluant : eau pure, cartouche Puriflash Interchrom C18) successives pour
donner le produit 6 pur avec un rendement de 23%.
RMN 'H (D,0) & (ppm) 7,32 (d, 1H) ; 6,69 (d, 1H) ; 6,15 (s, 1H) ; 4,19 (s, 2H) ; 1,97 (s, 3H).
RMN °C (D,0) 8 (ppm) 164,2 ; 158,5 ;1489 ;123,9;112,6;112,2;111,8;111,3;52,4;
7,3.
Maximum excitation/émission = 340/485 nm (10 uM dans du tampon phosphate 50 mM,
NaCl 150 mM, pH = 7.5).

Exemple 7. Synthése du substrat [(3-D-cellobioside 6,8-difluoro-7-

hydroxycoumarin-4-méthanesulfonate de sodium (8)

Bromation du sucre protége :

Sous atmosphére d’azote, 1 g d’acéto-a-D-cellobiose et 12,5 ml de DCM (dichlorométhane)
anhydre sont introduits dans un ballon. Le mélange est refroidi a 0°C puis 15 ml d’une
solution d’acide bromhydrique en solution a 33% dans 1’acide acétique sont ajoutés goutte a
goutte. Aprés Sh de réaction a 0°C, 25 ml de DCM sont additionnés, puis le mélange est
encore agité pendant 10min. Une solution de carbonate de potassium est ensuite ajoutée
précautionneusement jusqu’a disparition du dégagement de CO,, le milieu est laissé sous

agitation pendant 20min. Aprés décantation, la phase organique est récupérée, la phase
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aqueuse est extraite 3 fois au DCM, puis les phases organiques sont combinées, séchées sur
MgdS04 et €vaporees sous pression reéduite. L'acétobromo-a-D-cellobiose est obtenu sous
forme d'un solide blanc avec un rendement de 62%. Le produit ainsi obtenu est instable, et il
convient soit de l'utiliser directement, soit de le conserver a -20°C.

RMN 'H (CDC13) & (ppm) 6,67 (m, 1H) ; 5,55 (t, 1H) ; 5,13 (m, 2H) ; 4,95 (t, 1H) :
4,78 (m,1H) ; 4,55 (m, 2H) ; 4,38 (m, 1H) ; 4,20 (m, 2H) ; 4,07 (m, 1H) ; 3,84 (m, 1H) ; 3,68
(m,1H) ; 2,09 (m, 21H).

Greffage du sucre sur la coumarine :

Sous atmosphere d'azote et protection de la lumiére, 40 mg de coumarine 2 dilués dans 5 ml
de DMF (diméthylformamide) anhydre et 150 mg de carbonate d'argent sont introduits dans
un ballon. 4 équivalents d'acétobromo-a-D-cellobiose (350 mg) sont dissous dans 10 ml de
DMF anhydre. Cette solution est ensuite ajoutée trés lentement au mélange précédent. Aprés
une nuit d'agitation a température ambiante, la solution est filtrée sur célite™ et le filtrat est
evapore sous pression réduite.

Le solide obtenu est enfin purifié par chromatographie sur colonne de silice (éluant :
20%
MeOH / 80% DCM). Le composé 7 est obtenu avec un rendement de 4,8%.
Déprotection des fonctions de type acétal :

Sous atmosphere d'azote, 40 mg du composé 7 et 7,5 ml de méthanol anhydre sont introduits
dans un ballon. Le mélange est refroidi & 0°C puis une solution de 16 mg de méthylate de
sodium dans 5 ml de méthanol est ajoutée goutte a goutte. L'évolution de la réaction est
suivie par LC/MS. Aprés 1h d'agitation, le milieu est neutralisé par addition d'une solution

diluée d'acide citrique. Aprés une agitation supplémentaire de 20 min, le solvant est evaporeé

sous pression réduite pour donner une huile jaune translucide.

Le résidu obtenu est purifié¢ une premiére fois par chromatographie sur colonne de silice
inverse pré-packée (éluant : eau pure, cartouche Puriflash Interchrom C1 8) puis ensuite avec
une HPLC (High-Pressure Liquid Chromatography).

Méthode HPLC : » 0 min —> 10 min ; 1,5 ml/min : 100% eau

* 10 min —> 19 min ; 1,5 ml/min : 90% eau / 10% acétonitrile
* |9 min-->23 min ; 1,5 ml/min : 100% acétonitrile
* 23 min —> 2 5Smin ; 1,5 ml/min : 100% eau
Caractéristiques de la colonne : Colonne Hypersil ; Gold Phenyl! ; Thermofisher 5 ; longueur

250 mm ; diamétre 4,6 mm

CA 2811381 2018-04-03



10

15

20

25

30

CA 02811381 2013-03-14

WO 2012/038614 10 PCT/FR2011/000504

Les injections sont de 80 pl et le produit sort uniquement dans la phase eau dans I’intervalle :
Omin — 10min, suivi de trés pres par la coumarine libre présente en solution.
Aprés lyophilisation, le produit 8 est obtenu pur sous forme d’un solide blanc avec un

rendement de 30%.
RMN 'H (D,0) & (ppm) 7,55 (d, 1H) ; 6,60 (s, 1H) ; 5,17 (d, 1H) ; 4,45 (d, 1H) ; 4,38 (s,
2H) ; 3,9-3,2 (m, 12H).

Exemple 8. Synthése du substrat p-D-glucoside 6,8-difluoro-7-hydroxycoumarin-
4-méthanesulfonate de sodium (10)

Greftage du sucre sur la coumarine :

Sous atmosphére d’azote et protection de la lumicre, 100 mg de coumarine 2 dilués dans 5 ml
de DMF anhydre et 5 équivalents de carbonate d’argent sont introduits dans un ballon. 5
équivalents d’acétobromo-a-D-glucose dont dissous dans 5 ml de DMF anhydre. Cette
solution est ensuite ajoutée trés lentement au mélange précédent. L’évolution de la réaction
est suivie par LC/MS. Apreés une nuit d’agitation a température ambiante, la solution est
filtrée sur célite et le filtrat est évaporé sous pression réduite.

Le solide obtenu est enfin purifié par chromatographie sur colonne de silice (éluant : 20%
MeOH / 80% DCM). Le composé 9 est obtenu avec un rendement de 37%.

RMN 'H MeOD) & (ppm) 7,73 (d, 1H); 6,63 (s, 1H) ; 5,4-5,1 (m, 4H) ; 4,4-4,1 (m, 2H) ;
4,34 (s, 2H) ; 4,04 (m, 1H) ; 2,1 (m, 12H).

Déprotection des fonctions de type acétal :

Sous atmosphére d’azote, 45 mg du composé 9 et 10 ml de méthanol anhydre sont introduits
dans un ballon. Le mélange est refroidi @ 0°C puis 350 pl d’une solution de méthylate de
sodium a 1% (g/g) dans le méthanol est ajoutée goutte a goutte. L’évolution de la réaction est
suivie par LC/MS. Aprés 2h30 d’agitation, de I’Amberlite IR120 est ajouté jusqu’a
neutralisation du milieu. Aprés filtration de I’Amberlite, le filtrat est évaporé sous pression
réduite.

Le résidu obtenu est purifié une premiere fois par chromatographie sur colonne de silice
inverse pré-packée (éluant : eau pure, cartouche Puriflash Interchrom C18) puis ensuite avec
un appareil de purification Biotage-IsoleraOne (€luant . eau pure, cartouche SNAP C18 12 g,
débit d’élution : 5 ml/min).

Apres lyophilisation, le produit 10 est obtenu pur avec un rendement de 54%.
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RMN 'H (D,0) & (ppm) 7,52 (d, 1H) ; 6,54 (s, 1H) ; 5,11 (d,1H) ; 4,32 (s, 2H) ; 3,78 (m, 1H)
;3,63 (m, 1H) ; 3,6-3,4 (m, 4H).

Exemple 9. Synthése du substrat f-D-xyloside 6,8-difluoro-7-hydroxycoumarin-4-
meéthanesulfonate de sodium (12)

Bromation du sucre protege :

Sous atmosphere d’azote, 500 mg d’acéto-B-D-xylopyranose et 10 ml de DCM sont introduits
dans un ballon. Le mélange est refroidi a 0°C puis 5 équivalents d’acide bromhydrique en
solution a 33% dans I’acide acétique dont ajoutés au goutte a goutte. Apres 24h de réaction,
15 ml de DCM sont additionnés, le mélange est refroidi a 0°C puis 20 ml d’eau glacee sont
ajoutés. Aprés séparation des deux phases, la phase organique est lavée 3 fois avec une

solution saturée en NaHCO; puis 3 fois avec de I’eau. Apres s€chage sur MgSOyq et filtration,
le filtrat est évaporé sous pression réduite. L’acétobromo-a-D-xylose obtenu est ensuite
directement introduit dans 1’étape suivante.

Greffage du sucre sur la coumarine :

Sous atmosphere d’azote et protection de la lumiére, 100 mg de coumarine 2 dilu€s dans 8 ml
de DMF anhydre et 5 équivalents de carbonate d’argent sont introduits dans un ballon. 5
équivalents d’acétobromo-a-D-xylose sont dissous dans 6 ml de DMF anhydre. Cette solution
est ensuite ajoutée trés lentement au mélange précédent. L.’évolution de la réaction est suivie
par LC/MS. Apres une nuit d’agitation a température ambiante, la solution est filtrée sur c€lite
et le filtrat est évaporé sous pression réduite.

L.e solide obtenu est enfin purifi€ par chromatographie sur colonne de silice (€luant : 20%
MeOH / 80% DCM). Le composé€ 11 est obtenu pur avec un rendement de 34%.

RMN 'H (MeOD/D,0) & (ppm) 7,70 (d, 1H) ; 6,66 (s, 1H) ; 5,46 (d, 1H) ; 5,25 (m, 2H) ; 5,04
(m, 1H) ; 4,37 (s, 2H) ; 4,32 (m, 1H) ; 3,70 (m, 1H) ; 2,13 (m, 9H).

Déprotection des fonctions de type acétal :

Sous atmosphere d’azote, 62 mg du composé 11 et 15 ml de méthanol anhydre sont introduits
dans un ballon. Le mélange est refroidi a 0°C puis 500 pul d’une solution de méthylate de
sodium a 1% (g/g) dans le méthanol est ajoutée goutte a goutte. L’€évolution de la réaction est
suivie par LC/MS. Aprés 1h30 d’agitation, de 1I’Amberlite IR120 est ajouté jusqu’a
neutralisation du milieu. Aprés filtration de I’Amberlite, le filtrat est évaporé sous pression

réduite.
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Le résidu obtenu est purifié une premiére fois par chromatographie sur colonne de silice
inverse pré-packée (éluant : eau pure, cartouche Puriflash Interchrom C18) puis ensuite avec
un appareil de purification Biofage-IsoleraOne (€luant : eau pure, cartouche SNAP C18 30 g,
débit d’élution : 15 ml/min).

Apres lyophilisation, le produit 12 est obtehu pur avec un rendement de 62%.

RMN 'H (D,0) & (ppm) 7,64 (d,1H) ; 6,66 (s, 1H) ; 5,14 (d, 1H) ; 4,43 (s, 2H) ; 4,02 (m, 1H)
; 3,5-3,7 (m, 3H) ; 3,35 (m, 1H).

Exemple 10. Synthése du substrat [3-D-xylobioside 6,8-difluoro-7-

hydroxycoumarin-4-méthanesulfonate de sodium (14)

Bromation du sucre protege :

Les conditions opératoires sont identiques a celles utilisées dans I'exemple 9 en utilisant

I’acéto-D-xylobiose comme produit de départ. L’acétobromo-a-D-xylobiose obtenu est
ensuite directement introduit dans I’étape suivante.

Gretfage du sucre sur la coumarine :

Sous atmosphére d’azote et protection de la lumi¢re, 60 mg de coumarine 2 dilués dans 5 ml
de DMF anhydre et 5 équivalents de carbonate d’argent sont introduits dans un ballon. 3
équivalents d’acétobromo-a-D-xylobiose dont dissous dans 5 ml de DMF anhydre. Cette
solution est ensuite ajoutée trés lentement au mélange précédent. Apres une nuit d’agitation a
température ambiante, la solution est filtrée sur célite et le filtrat est évaporé sous pression
réduite.

Le solide obtenu est purifi€¢ deux fois successivement par chromatographie sur colonne de
silice (éluant : gradient de 10% MeOH a 20% McOH dans du DCM). Le composé 13 est
obtenu pur avec un rendement de 18%.

RMN 'H (MeOD) & (ppm) 7,70 (d, 1H) ; 6,61 (s, 1H) ; 5,38 (d, 1H) ; 5,16 (m, 3H) ; 4,92 (m,
1H) ; 4,78 (m, 2H) ; 4,32 (s, 2H) ; 4,18 (m, 1H) ; 4,10 (m, 1H) ; 4,03 (m, 1H) ; 3,54 (m, 2H) ;
2,09 (m, 15H).

Déprotection des fonctions de type acétal :

Sous atmosphére d’azote, 27 mg du compos¢ 13 et 7 ml de méthanol anhydre sont introduits
dans un ballon. Le mélange est refroidi a 0°C puis 200 pl d’une solution de méthylate de
sodium a 1% (g/g) dans le méthanol est ajoutée goutte a goutte. L’évolution de la réaction est
suivie par LC/MS. Aprés 3h30 d’agitation, de 1’Amberlite IR120 est ajouté jusqu’a

neutralisation du milieu. Apres filtration de I’Amberlite, le filtrat est évaporé sous pression
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réduite. Le résidu est repris dans de 1’eau puis la solution est filtrée a 0,45 um, le filtrat est de
nouveau €vapore sous pression réduite.

Le résidu obtenu est purifié avec un appareil de purification Biotage-IsoleraOne (€luant : 5%
acétonitrile dans I’eau pure, cartouche SNAP C18 12 g, débit d’€lution : 3 ml/min).

Aprés évaporation des solvants, le produit 14 est obtenu pur avec un rendement de 40%.

RMN 'H (D,0) & (ppm) 7,56 (d, 1H) ; 6,58 (s, 1H) ; 5,11 (d, 1H) ; 4,40 (d, 1H) ; 4,36 (s,
2H) ; 4,10 (m, 1H) ; 3,91 (m, 1H) ; 3,82 (m, 1H) ; 3,7-3,5 (m, 3H) ; 3,40 (m, 2H) ; 3,21 (m,
2H).

Exemple 11. Synthése du substrat [(-D-xylopolyoside 6,8-difluoro-7-

hydroxycoumarin-4-méthanesulfonate de sodium (16)

Acétylation du xylopolyose, a savoir un mélange de xylobiose, xylotriose, ... :
Sous atmosphére d’azote, 300 mg de xylopolyose, quelques grains de 4-

diméthylaminopyridine, 28 ml de DCM anhydre et 9 ml de pyridine anhydre sont introduits
dans un ballon. Le mélange est refroidi a 0°C puis 3 ml d’anhydride d’acétique sont
additionnés goutte a goutte. Le milieu est ensuite laissé sous agitation pendant une nuit. Le
mélange est ensuite lavé 3 fois a I’eau, séché sur MgSO, puis €évaporé sous pression réduite.

[.’analyse par LC/MS montre que le mélange est constitué d’acéto-xylopolyose avecn =1 a

3.

Bromation du sucre protége :

Les conditions opératoires sont identiques a celles utilisées dans I’exemple 9 en utilisant 102
mg d’acéto-xylopolyose comme produit de départ. L’acétobromo-a-D-xylopolyose obtenu est

ensuite directement introduit dans 1’étape suivante.

Greffage du sucre sur la coumarine :

Sous atmosphére d’azote et protection de la lumiére, 60 mg de coumarine 2 dilués dans 5 ml
de DMF anhydre et 5 équivalents de carbonate d’argent sont introduits dans un ballon. 106
mg d’acétobromo-xylopolyose dont dissous dans 5 ml de DMF anhydre. Cette solution est
ensuite ajoutée trés lentement au mélange précédent. Apres 36h d’agitation a température
ambiante, la solution est filtrée sur célite et le filtrat est évaporé sous pression réduite.

Le solide obtenu est enfin purifié par chromatographie sur colonne de silice (éluant : 20%
MeOH / 80% DCM).

[’analyse par LC/MS montre que le mélange est constitu€é du composé 15 avec n =0 a 4.

Déprotection des fonctions de type acétal :
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Sous atmosphére d’azote, 10 mg du composé 15 et 5 ml de méthanol anhydre sont introduits
dans un ballon. Le mélange est refroidi a 0°C puis 100 pul d’une solution de méthylate de
sodium a 1% (g/g) dans le méthanol est ajoutée goutte a goutte. Aprés quelques heures
d’agitation de I’Amberlite IR120 est ajouté jusqu’a neutralisation du milieu. Aprés filtration

de I’ Amberlite, le filtrat est évaporé sous pression réduite pour donner le composé 16.

Exemple 12. Synthése du substrat 3-D-glucoside 5,6-benzo-7-hydroxycoumarin-4-

méthanesulfonate de sodium (18)

Greftage du sucre sur la coumarine :

Sous atmosphére d’azote et protection de la lumiere, 80 mg de coumarine 4 dilués dans 6 ml

de DMF anhydre et 5 équivalents de carbonate d’argent sont introduits dans un ballon. 5

équivalents d’acétobromo-a-D-glucose sont dissous dans 5 ml de DMF anhydre. Cette
solution est ensuite ajoutée en 45 min au meélange précédent. Aprés 24h d’agitation a
température ambiante, la solution est filtrée sur célite et le filtrat est €év