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RESUME

L’antibiorésistance est un enjeu de santé publique notamment causée par l'utilisation inadéquate et
abusive des antibiotiques. Elle survient lorsqu’un agent antibactérien ne parvient plus a éliminer les
bactéries ou échoue a freiner leur croissance. L’incidence sur le traitement des infections
bactériennes pose un probléme inquiétant au niveau mondial. Face a ce défi sanitaire, la découverte
de nouvelles classes d’antibiotiques représente une prise d’action conséquente. Dans le cadre de
travaux menés au laboratoire LASEVE de I'Université du Québec a Chicoutimi, une nouvelle famille
de dihydrochalcones (DHCs) cinnamylées a été isolée a partir de I'extrait éthanolique des bourgeons
de Populus balsamifera. Ces molécules, nommées balsacones, ont démontré une activité
intéressante contre le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM). Les balsacones ne
semblent pas induire de résistance chez les bactéries traitées, une caractéristique qui rend leur étude
particulierement pertinente. Malheureusement, le rendement d’isolation des balsacones est faible, ce
qui limite les perspectives de développement de ces composés malgré leurs propriétés
prometteuses. Afin de pallier cette limitation, une approche originale pour la préparation de
balsacones a été développée. La méthode mise au point se base sur I'alkylation de Friedel-Crafts
catalytique de DHCs biosourcées non protégées. L’accés a ces précurseurs représente toutefois un
obstacle. L’asébotine, un glycoside de DHC, est un composé retrouvé en abondance dans les parties
aériennes de Kalmia angustifolia. Cette plante de la famille des Ericaceae est considérée comme
indésirable dans plusieurs écosystémes, forestiers ou agricoles, en raison de sa prolifération qui fait
compétition avec d'autres espéces. L'utilisation de K. angustifolia comme matiére premiére
renouvelable dans la production de balsacones donnerait ainsi de la valeur ajoutée a cette plante
indésirable.

Dans ce projet de maitrise, deux stratégies ont été évaluées pour accéder a des DHCs entrant dans
la production des balsacones et de leurs analogues. D’une part, I'extraction de I'asébotine, une DHC
glycosylée présente dans les parties aériennes de K. angustifolia, a été optimisée en faisant varier la
température d’extraction, en dosant le composé durant le procédé et en ajustant le fractionnement
de l'extrait pour obtenir 'asébogénine, précurseur de la balsacone A. L'asébogénine a ainsi été
obtenue avec un rendement global de 0,6 % m/m a partir de 200 g de plantes séchées. D’autre part,
les propriétés biologiques d’un extrait de bourgeons de P. balsamifera ont été améliorées en réalisant
’hémisynthése d’analogues de balsacones directement dans I'extrait. Différents alcools cinnamiques
et benzyliques ont été utilisés pour former des balsacones et des analogues. Tous les extraits
modifiés se sont avérés actifs contre S. aureus a des concentrations non toxiques pour les
fibroblastes humains normaux (WS-1). De plus, la modulation dans I'extrait avec l'alcool 4-
méthoxybenzylique semble favoriser une activité antibactérienne supérieure a celle de I'extrait enrichi
en balsacones avec des concentrations minimales qui inhibent 90 % de la croissance bactérienne
(CIMgo) sur deux expériences de 4,0 + 0,7 ug/mL et 3,8 £ 0,1 ug/mL contre 7,4 + 0,1 uyg/mL et 6,8 +
0,5 pg/mL pour la fraction enrichie en balsacones. Ces travaux pourront faciliter la
pharmacomodulation des balsacones et contribuer a la lutte contre les bactéries pathogénes
résistantes.
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INTRODUCTION

Les antibiotiques représentent 'arme de choix pour combattre les infections bactériennes.
Leur action souvent sélective et leur efficacité ont grandement contribué a l'augmentation de
'espérance de vie depuis leur découverte. Néanmoins, les bactéries pathogenes demeurent un
enjeu de santé publique persistant. En effet, I'antibiorésistance est un phénoméne qui a été fortement
aggravé par I'utilisation excessive et inadéquate des antibiotiques au fil du temps.2 Elle correspond
au renforcement de la défense des bactéries contre les effets bactéricides ou inhibiteurs de
croissance des médicaments. La résistance aux antibiotiques représente un probléme spécialement
important en milieu hospitalier ou le succés de plusieurs interventions courantes dépend de I'efficacité
des antibactériens.3 Le probléme devient d’autant plus préoccupant lorsque la multirésistance, c’est-
a-dire la capacité des bactéries a développer une résistance vis-a-vis plusieurs familles
d’antibiotiques a la fois, entre en jeu, limitant davantage les options thérapeutiques disponibles. Par
exemple, le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM), un staphylocoque
multirésistant commun, est 'une des causes les plus fréquentes d’infections nosocomiales et
communautaires.* Seulement six bactéries sont responsables de la majorité des déces associées
a la résistance : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae, Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa.5 L’'Organisation mondiale de la
santé a déclaré I'’émergence de la résistance aux antibiotiques comme une menace prioritaire pour
I'humanité.b Dans ce contexte, la découverte de nouvelles classes d’antibiotiques devient souhaitable

pour lutter contre les bactéries pathogénes résistantes.

Les produits naturels, par leurs structures complexes et diversifiées, sont une source privilégiée pour

l'identification et I'élaboration de nouveaux médicaments. Par ailleurs, six des neuf principales



classes d’antibiotiques ont des squelettes d’origine naturelle : les B-lactamines, les glycopeptides, les

tétracyclines, les aminoglycosides, les macrolides et les lincosamides.”

Récemment, des travaux menés au Laboratoire d’analyse et de séparation des essences végétales
(LASEVE) de l'Université du Québec a Chicoutimi (UQAC) ont permis d’isoler une famille de
dihydrochalcones (DHCs) cinnamylées, nommées balsacones, a partir de I'extrait éthanolique des
bourgeons de Populus balsamifera.® Les balsacones ont démontré une activité antimicrobienne
significative, notamment contre le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline.® Elles agissent
en perturbant la membrane cellulaire des bactéries.'’® De maniére surprenante, les balsacones
n’entrainent pas de résistance chez les bactéries traitées. Cette caractéristique les rend
particulierement pertinentes pour la lutte contre la résistance aux antibiotiques. De plus, une étude
semble démontrer qu’elles présentent également un intérét pour le traitement topique du psoriasis."
Cependant, le rendement d’extraction des balsacones depuis les bourgeons de P. balsamifera est
trés faible, de I'ordre de la dizaine de milligrammes par kilogramme de matiére végétale?, ce qui limite

les possibilités de développement de ces composés.

Comme alternative, des chercheurs ont tenté de réaliser la synthése totale des balsacones.'2 13 Ces
méthodes de synthése multi-étapes peuvent étre complexes, nécessitent 'emploi de groupements
protecteurs et les réactifs utilisés sont généralement toxiques pour la santé ou encore nuisibles pour
les écosystémes. Une nouvelle voie de production des balsacones a donc été imaginée. Cette
approche, étudiée dans les laboratoires de 'TUQAC, consiste a assembler des précurseurs biosourcés
par alkylation de Friedel-Crafts pour obtenir des balsacones en une seule étape catalytique et sans
groupements protecteurs.' A la différence de la synthése multi-étapes qui recourt & des précurseurs
pétrochimiques simples, cette approche permet de former rapidement des composés a haute valeur
ajoutée et aux structures inédites en s’appuyant sur la complexité et la diversité des molécules
naturelles.’® La méthode répond a plusieurs principes de la chimie verte grace a I'utilisation de
précurseurs renouvelables, la catalyse de la réaction et 'économie d’étapes de synthése et de
ressources pour accéder au produit final. L'emploi de réactifs halogénés nocifs communément

retrouvés dans ce type de transformations est également évité.'® Dans son ensemble, le protocole



d’alkylation présente de nhombreux avantages. L’enjeu de cette approche de production verte est
I'accés aux dihydrochalcones naturelles qui constituent une famille de produits naturels relativement

rares.

L’asébotine, un glycoside de DHC, est un composé retrouvé en grande quantité dans les parties
aériennes de Kalmia angustifolia.” Le kalmia a feuilles étroites est une Ericacée qui prolifére dans la
forét boréale canadienne.'® Sa présence est toutefois considérée comme indésirable dans les sites
ayant subi des perturbations car elle nuit au reboisement en entrant en compétition avec les jeunes
arbres pour les nutriments et la lumiére.’®20 Cette plante représente également un enjeu en
agriculture, notamment dans les bleuetiéres ou elle contribue a réduire le rendement en fruits des
récoltes. Conventionnellement, la présence nuisible d’'une espéce végétale peut étre résolue par
I'emploi d’herbicides, lesquels peuvent étre nocifs pour I'environnement et pour la santé humaine.2!22
Une autre solution pour contenir sa croissance en milieu agricole consiste a I'arracher simplement,
une méthode colteuse en temps et en énergie pour une biomasse qui ne génére pas de valeur
ajoutée. L'utilisation de K. angustifolia en tant que matiére premiére renouvelable pour former des
balsacones antibactériennes donnerait ainsi de la valeur ajoutée a une plante indésirable et
permettrait d'améliorer sa gestion dans les secteurs forestier et agricole. Des travaux préliminaires
ont également montré que les balsacones peuvent étre synthétisées directement dans un extrait de
bourgeons de P. balsamifera (résultats non publiés). Cette modification se traduit par une

augmentation des propriétés antibactériennes de I'extrait.

Dans l'optique de participer au développement de nouvelles solutions pour combattre les bactéries
résistantes, ce travail de maitrise a pour objectif d’étudier deux approches qui faciliteront la
pharmacomodulation des balsacones. Il s’agit, d’'une part, d’optimiser I'extraction d’'une DHC
glycosylée présente dans K. angustifolia pour produire 'asébogénine précurseur de la balsacone A
et, d’autre part, d’'améliorer I'activité biologique de l'extrait de bourgeons de P. balsamifera en
réalisant I’'hémisynthése in situ d’analogues de balsacones. Ce mémoire comporte quatre sections.
Le premier chapitre introduit le sujet de recherche sous forme de revue de littérature en présentant

la problématique globale, les travaux antérieurs sur lesquels est basée cette étude et les enjeux qui



y sont liés. Le deuxiéme chapitre, divisé en deux volets selon les objectifs du projet de recherche,
présente les résultats obtenus et leur interprétation, ainsi que les réactions et mécanismes pour la
production des molécules d’intérét. Le troisieme chapitre décrit en détail les modes opératoires, de
'extraction du matériel végétal aux transformations chimiques, en passant par les méthodes
analytiques. Pour finir, la quatriéme partie permet de conclure cet ouvrage et de proposer des

perspectives de poursuite du travail de recherche.



CHAPITRE 1
REVUE DE LA LITTERATURE

1.1 ANTIBIOTIQUES ET RESISTANCE

1.1.1 CLASSES D’ANTIBIOTIQUES

La majorité des grandes classes d’antibiotiques ont été découvertes entre les années 1940 et 1960,
période marquée dans I'Histoire comme '« 4ge d’'or » des antibiotiques.?® Au Canada, la plus
importante diminution du nombre de décés attribuables a des maladies infectieuses a été enregistrée
au cours de ces deux décennies.2* Parmi les neuf principales classes d’antibiotiques, six ont des
squelettes d'origine naturelle : les B-lactamines, les glycopeptides, les tétracyclines, les
aminoglycosides, les macrolides et les lincosamides.” Les sulfamides, les quinolones et les
oxazolidinones, quant a eux, ont été entierement congus par voie synthétique. La plupart des
antibiotiques ciblent les bactéries de maniére spécifique en perturbant leur structure ou un processus
crucial pour leur croissance et/ou leur survie.?526 Le Tableau 1 résume la classification des grandes

familles d’antibiotiques selon leur mode d’action.

Tableau 1. Catégorisation des classes d'antibiotiques par leur mode d'action” 23

Classes Modes d’action Origine Exemples
B-lactamines Naturelle Pénicilline G
Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire
Glycopeptides Naturelle Vancomycine
Tétracyclines Naturelle Tétracycline
Aminoglycosides Naturelle Gentamicine
Macrolides Inhibition de la synthése protéique Naturelle Erythromycine
Lincosamides Naturelle Clindamycine
Oxazolidinones Synthétique Linézolide
Quinolones Inhibition de la synthése des acides nucléiques Synthétique  Ciprofloxacine

Sulfamides Inhibition de la synthése de I'acide folique Synthétique  Sulfaméthizole




1.1.2 EMERGENCE DES BACTERIES RESISTANTES : LE CAS DU STAPHYLOCOCCUS

AUREUS RESISTANT A LA METHICILLINE

La résistance antibactérienne peut étre décrite comme la capacité intrinséque ou acquise des
bactéries a résister a un traitement antibiotique.?” La pénicilline, un antibiotique de la famille des -
lactamines, a été découverte par Sir Alexander Fleming en 1928.28 Isolée pour la premiere fois en
1942, la pénicilline G, ou benzylpénicilline (Figure 1) est devenue disponible au grand public dés

1945 pour le traitement de nombreuses infections bactériennes.29:30
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Figure 1. Structures de la pénicilline G et de la méthicilline.

Peu de temps aprés sa découverte, les premiers signes de résistance a la pénicilline ont été rapportés
lorsque Abraham et Chain ont identifié une enzyme de type B-lactamase, la pénicillinase, capable de
neutraliser 'effet de ce médicament dans une souche d’'Escherichia coli.3! Par la suite, la détection
de quatre souches de Staphylococcus aureus résistantes a la pénicilline chez des patients
hospitalisés a rendu évidente la propagation de la résistance.®2 Au cours des années suivantes, le
nombre d’infections causées par les souches résistantes de S. aureus a rapidement augmenté,
autant dans les hépitaux que dans les communautés. Les dégats résultant de l'inefficacité de la
pénicilline contre S. aureus ont été freinés temporairement, en 1961, par lintroduction de la
méthicilline (Figure 1), une B-lactamine semi-synthétique dont I'action n’est pas entravée par la
pénicillinase.3® Cependant, les débuts de I'administration clinique de la méthicilline ont aussit6t été
suivis par l'identification de souches de S. aureus lui résistant.3* Depuis, les infections provoquées
par le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) sont observables a travers le monde

tandis que ses souches se sont répandues en dehors du milieu hospitalier. Au fil des ans, I'utilisation



prolongée de divers antibiotiques a également entrainé le développement de la multirésistance chez

le SARMS3%, ce qui limite davantage les choix de traitement.

1.1.3 MECANISMES DE RESISTANCE DU SARM

Ce n’est que vingt ans aprés I'émergence des souches de SARM que son mécanisme de résistance
a la méthicilline a été élucidé.®2 A la maniére de plusieurs autres bactéries & Gram positif contre les
B-lactamines, ce mécanisme consiste a modifier la cible d’action de I'antibiotique en altérant la
structure et/ou le nombre de protéines de liaison des pénicillines (PLP).36 Les PLP sont essentielles
a la synthese du peptidoglycane, un composant important de la paroi bactérienne ; leur dénaturation
peut nuire a I'affinité du médicament pour sa cible.3” L’expression d’une nouvelle protéine résultant
de laltération de PLP, nommée PLP2a, a été démontrée dans les souches résistantes de

S. aureus.’83 La PLP2a montre une réduction de I'affinité pour les B-lactamines.4?

Du fait de la multirésistance, le SARM recourt également a une grande variété d’autres mécanismes

non mentionnés dans ce document pour faire face a différentes classes d’antibiotiques.*!

1.2 FACTEURS FAVORISANT LE DEVELOPPEMENT DE LA RESISTANCE

Les bactéries ont commencé a se doter de mécanismes de résistance bien avant 'avénement des
traitements antibiotiques contre les maladies infectieuses.*?2 L’intervention humaine a toutefois
introduit plusieurs facteurs qui, au fil du temps, ont contribué au phénoméne de résistance
antimicrobienne. L’utilisation massive des antibiotiques a profondément changé I'évolution et la
propagation de la résistance en exercant des pressions de sélection sur divers hotes et

environnements.43

De fagon générale, 'usage inapproprié et excessif des antibiotiques nuit a leur efficacité. Par
exemple, la surutilisation encouragée par la vente libre*4, l'usage intensif et prolongé des
antibiotiques dans les hopitaux4546, les prescriptions inadéquates? ou encore I'administration de

quantités sub-thérapeutiques chez les animaux d’élevage pour promouvoir leur croissance*” sont des



facteurs qui contribuent a 'émergence des bactéries résistantes. L’environnement joue également
un réle clé pour leur propagation et leur transmission. Les agents antibactériens libérés dans la nature
via les déchets humains, les déchets animaux ou les rejets de I'industrie pharmaceutique permettent,
entre autres, d’enrichir le réservoir préexistant de résistance.*® Le microbiome environnemental
abrite, en effet, une vaste diversité de génes de résistance pouvant étre transmis entre espéces
bactériennes.*® La pollution de I'environnement aux antibiotiques favorise ces génes par pression

sélective.43

1.3 IMPACTS DE LA RESISTANCE

La menace grandissante des bactéries pathogénes résistantes laisse place a des répercussions
alarmantes au niveau mondial. L’utilisation des antibiotiques étant essentielle pour combattre les
infections bactériennes, la perte possible de leur efficacité devient un enjeu majeur auquel est
confrontée la médecine moderne.® De nombreuses procédures communes telles que le
cathétérisme, I'intubation, la transplantation ou encore la chimiothérapie, qui dépendent du succés
des agents anti-infectieux, deviennent d’autant plus risquées.5! Les taux de morbidité et de mortalité
liés aux complications infectieuses subissent ainsi une augmentation due a la multirésistance des
bactéries.5? Une étude collaborative publiée en 2022 dans le journal The Lancet a permis de tracer
un portrait représentatif du fardeau qu’est la résistance antimicrobienne a I'échelle mondiale.® Des
23 agents pathogénes analysés, seulement six sont responsables de la majorité des déces associés
a la résistance : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae, Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa. En se basant sur les modéles
de prédiction statistique de I'étude, elles auraient causé, en 2019, 3,57 millions (2,62—4,78) de morts
associées a la résistance. Selon une estimation tirée du rapport Review on Antimicrobial Resistance
(2016), I'antibiorésistance pourrait colter la vie de 10 millions de personnes par année d'’ici 2050 si
aucune solution proactive n’est mise en pratique pour ralentir ce phénomeéne. Dans ce contexte, la
découverte de nouvelles classes d’antibiotiques devient fort pertinente pour lutter contre les bactéries

pathogénes résistantes.



1.4 LES BALSACONES

1.4.1 PROPRIETES BIOLOGIQUES

Parmi les nombreuses plantes médicinales retrouvées dans la forét boréale, Populus balsamifera fait
partie des espéces végétales les plus utilisées par les peuples autochtones du Canada.®* Ses
bourgeons entrent dans la composition de remédes traditionnels pour soigner les blessures®®, une
indication de leur activité potentielle contre les infections. L’étude phytochimique des bourgeons de
P. balsamifera a permis d’identifier trois dihydrochalcones (DHCs) cinnamylées, les balsacones A, B
et C (1a-c) (Figure 2), présentant une activité antibactérienne significative contre le Staphylococcus

aureus avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI) respectives de 6,3, 6,3 et 3,1 uM.8

b)
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Figure 2. a) Structures des balsacones A, B et C (1a-c), le motif 4-hydroxycinnamique est mis en évidence en
rouge ; b) structure des dihydrochalcones précurseurs (2a-c).

Les balsacones ont également démontré une activité antimicrobienne in vitro contre des souches de
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM).? Les travaux de Coté et al. (2019) ont
permis de déterminer le mode d’action de la balsacone C." Cette derniére agit en perturbant la
membrane des bactéries qui, une fois endommagée, permet la libération des constituants
intracellulaires menant a la mort de I'organisme. De plus, I'’équipe a tenté d’induire la résistance a la
balsacone C chez le SARM en traitant les bactéries avec des doses sub-inhibitrices de I'agent
antibactérien. Etonnamment, I'exposition répétée a la balsacone C n’a pas semblé entrainer de
résistance chez les souches traitées avec des ICsp allant de 3,0 £ 0,3 & 3,9 + 0,4 mg/L aprés induction.
Cette caractéristique rend la famille des balsacones particulierement pertinente pour la lutte contre

la résistance aux antibiotiques.



En addition a leur activité antibactérienne, les balsacones présenteraient aussi un intérét pour le
traitement topique du psoriasis en raison de leurs propriétés antiprolifératives, anti-inflammatoires et

antioxydantes.

Cependant, le rendement d’extraction de ces molécules est trés faible, de I'ordre de la dizaine de
milligrammes par kilogramme de matiére végétale®, ce qui restreint les perspectives de

développement de leur potentiel pourtant prometteur.

1.4.2 SYNTHESE TOTALE

Pour remédier au probléeme de rendement d’isolation, quelques chercheurs se sont tournés vers la

synthése totale des balsacones.

1.4.2.1 BALSACONE A

Une méthode a été décrite pour la production en neuf étapes d’un précurseur protégé de la balsacone
A avec un rendement global de 10 %.'? Le protocole permet notamment la synthése de I'asébogénine
(2a) a partir du phloroglucinol (3) commercial (Schéma 1). Le produit de départ est d’abord converti
en 5-méthoxyrésorcinol (4) par méthylation, puis en un composé monoacylé (5), par acylation de
Friedel-Crafts, en présence d’'un acide de Lewis (AICI3), avec du chlorure d’acétyle dans le
dichlorométhane. A cette étape, une proportion steechiométrique d’AlCIs est employée, ce qui génére,
aprés hydrolyse, une grande quantité d’eau usées.5¢ Les positions hydroxyles de l'intermédiaire
résultant sont protégées par des groupements benzyles (Bn) avec du bromure de benzyle dans le
DMF pour former I'intermédiaire 6. La séquence se poursuit par la réaction du composé 6 avec le 4-
(méthoxyméthoxy)benzaldéhyde (7) pour conduire a la chalcone 8 par condensation de Claisen-
Schmidt. La double liaison de la cétone a,B-insaturée est réduite par hydrogénation catalysée au
Pd/C, retirant au passage les fonctions benzyles. Enfin, 'asébogénine est obtenue aprés le clivage
en conditions acides du méthoxyméthyle (MOM), un groupement protecteur communément utilisé

pour bloquer les fonctions hydroxyles d’une molécule.
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Schéma 1. Synthése totale de I'asébogénine a partir de précurseurs simples.

En reprenant a l'intermédiaire 9, une balsacone protégée (15) peut étre produite en 4 étapes
supplémentaires (Schéma 2). La O-alkylation d’'un groupement phénolique par le bromure d’allyle en
présence de K2COs permet la formation du composé majoritaire 11 via une synthése de Williamson.
La réaction en conditions basiques peut également engendrer une C-alkylation, d’ou le sous-produit
10. Le dérivé 12 estissu d’un réarrangement Claisen dans le chlorobenzéne avec chauffage du milieu
réactionnel clos. Pour poursuivre, les positions hydroxyles du composé 12 sont protégées par des
groupements MOM avec une base, la diisopropyléthylamine (DIPEA), dans le dichlorométhane. La
derniére transformation complétée est une métathese entre le composé 13 et le 1-(méthoxyméthoxy)-

4-vinylbenzene (14). Elle est activée par le catalyseur de Grubbs de deuxieme génération.
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Schéma 2. Synthése d'un précurseur protégé de la balsacone A.

Malheureusement, la déprotection des hydroxyles du dérivé 15 n’a pas été complétée. La méthode
ne permet donc pas d’aboutir a la balsacone A (1a), bien que plusieurs tentatives aient été effectuées
pour parvenir a retirer les groupements MOM de la molécule (HCI concentré dans le méthanol, HCI

dilué, HCI dans le dioxane, NaHSO4 supporté sur silice).

Cette stratégie de synthése multi-étapes est complexe, fastidieuse, et implique plusieurs réactifs
halogénés toxiques pour 'humain et pour I'environnement. Elle fait intervenir des groupements
protecteurs difficiles a retirer, si bien que le produit final désiré n’a pas pu étre synthétisé. L’emploi

de tels groupements est d’ailleurs désavantageux en termes d’économie d’étapes et d’atomes.
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1.4.2.2 BALSACONES BET C

Un protocole détaillant la synthése des balsacones B et C a été publié en 2017.1% La séquence de
huit étapes débute par la préparation des dihydrochalcones correspondantes (Schéma 3). Dans un
premier temps, la 2,4,6-trihydroxyacétophénone (16) est protégée par le chlorométhoxyméthane
(MOM-CI). L’intermédiaire 17 résultant est condensé avec I'aldéhyde associé soit a la balsacone B
(anisaldéhyde), soit a la balsacone C (benzaldéhyde) pour obtenir les chalcones 18a et 18b. Les
groupements MOM sont par la suite déprotégés avec de l'acide chlorhydrique concentré dans le

méthanol. Les DHCs précurseurs 2b et 2c sont produites par hydrogénation catalytique.

OH O OH O 18a : p-méthoxybenzaldéhyde OH O
18b

MOMCI 18b : benzaldéhyde P
DIPEA KOH O O
—_— —_—
HO OH DCM MOMO OMOM MeOH MOMO OMOM R
0-25°C,6h 25°C,18 h
2,4 6-trihydroxyacétophénone (16) 17 R =0CH;(18a), 84 %
71 % R=H(18b), 95 %

MeOH
25°C,23h

OH O OH O©
Ha (g) =
-
HO OH R MeOH  HO OH R

25°C,4h
R = OCHj; (2b), 61 % R = OCH, (19a), 82 %
R =H (2c), 77 % R = H (19b), 80 %

1 HClI conc.

Schéma 3. Synthése des dihydrochalcones précurseurs des balsacones B et C (2b-c) a partir de la 2,4,6-
trinydroxyacétophénone (16).13
Le Schéma 4 illustre la formation du bromure d’allyle (24). L’acide 4-hydroxycinnamique (20) subit
d’abord une estérification a reflux catalysée avec l'acide paratoluénesulfonique (APTS), puis est
protégé pour mener au dérivé 22. L’hydrure de diisobutylaluminium (DIBAL-H) agit ensuite comme
réducteur de l'ester en alcool cinnamique protégé (23). Le composé est finalement converti en

bromure de cinnamyle (24) aprées un traitement au PBrs dans I'éther diéthylique.
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TBDMSCI
X"oH APTS "o o xNo7
—_— —3b-
HO MeOH HO DCM anhydre TBDMSO
reflux, 17 h 0°C,1,5h
acide 4-hydroxycinnamique (20) 21 22
92 % 99 %
DIBAL-H
DCM anhydre
-78°C,0,5h
PBrj
/@N Br Et,0 /@/\/\ oH
-
TBDMSO 0°C.05h 1Bpmso
24 23
96 % 99 %

Schéma 4. Synthése du bromure de cinnamyle protégé.

Les dérivés protégés de balsacones 25a-b sont obtenus par alkylation de Friedel-Crafts des DHCs
2b-c avec le bromure de cinnamyle (24) en présence de NaH dans le tétrahydrofurane (THF)
(Schéma 5). Cette étape fait appel a un halogénure d’alkyle protégé relativement instable dont la
synthése implique un réactif d’halogénation nocif. Pour finir, les groupements TBDMS sont retirés par
le fluorure de tétra-n-butylammonium (TBAF) et de l'acide frifluoroacétique, conduisant aux

balsacones B (1b) et C (1¢) avec des rendements respectifs de 50 % et 55 %.

OH O OH O
NaH
/@/\/\ Br THF O = O O
+ ——
TBDMSO HO OH R RT TBDMSO HO OH R

25a:22h
_ 25b:24h
24 R - OCH; (2b) == R = OCH, (25a), 45 %
R=H(2c) R =H (25b), 50 %
TBAF
TFA
0°C,05h

OH ©
LT O
HO HO OH R

R = OCH; (1b, balsacone B), 50 %
R = H (1¢, balsacone C), 55 %

Schéma 5. Alkylation des dihydrochalcones trihydroxylées (2b-c) par le bromure de cinnamyle protégé (24) et
déprotection des molécules (25a et 25b) pour obtenir les balsacones B (1b) et C (1¢).
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La méthode développée comporte de nombreuses transformations faisant appel a des groupements

protecteurs, des dérivés halogénés et certains réactifs nocifs.

1.4.3 HEMISYNTHESE VERTE

Une nouvelle approche développée dans les laboratoires de 'UQAC permet de surmonter certaines
limitations liées a l'isolation et a la synthése totale des balsacones A, B et C. Elle repose sur le
principe d’hémisynthése, c’est-a-dire la formation de composés chimiques a partir de molécules
complexes naturelles. La méthode mise au point par Alsarraf et al. (2020), qui allie I'extraction
végeétale a la synthése chimique, permet de convertir des précurseurs biosourcés en balsacones en
s’'inspirant de leur biosynthese.'™ Elle consiste a assembler les dihydrochalcones naturelles (2a-c)
avec l'alcool 4-hydroxycinnamique (26) par alkylation de Friedel-Crafts pour obtenir les balsacones
(1a-c) en une seule étape catalytique, sans groupements protecteurs (Schéma 6). Contrairement a
la synthése multi-étapes ou des réactifs simples issus de la pétrochimie sont utilisés, cette approche
permet de former rapidement des molécules a haute valeur ajoutée tirant parti de la structure
complexe et la diversité des composés naturels. Les balsacones A, B et C ont ainsi pu étre produites

avec des rendements de synthése respectifs de 70, 51 et 56 %.

HO
\Q\/\/OH
26 H*
R2 HO OR! OH
+ —_—
1 CHCN O O \ O
R'O OH R, TA
R' R? = CHj;, OH (1a, balsacone A)

on o R' R?=H, OCH; (1b, balsacone B)

122
R' R2= CHs, OH (2a) R', R“=H, H (1c, balsacone C)

R' R?=H, OCHj; (2b)
R R?=H,H ()

Schéma 6. Hémisynthése de balsacones (1a-c) par alkylation de Friedel-Crafts de DHCs (2a-c) avec
I'alcool 4-hydroxycinnamique (26).

Le protocole d’alkylation répond a plusieurs des douze principes de la chimie verte.5” L'utilisation de

précurseurs renouvelables, la catalyse de la réaction, 'économie d’étapes de synthése et de
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ressources pour accéder au produit final et le contournement de réactifs halogénés nocifs
communément retrouvés dans ce type de transformations'® permettent un procédé plus sécuritaire
et respectueux de I'environnement. De plus, I'utilisation d’un alcool cinnamique a la place d’'un
halogénure d’'alkyle permet de générer de 'eau comme seul sous-produit de la réaction. Toutefois,
I'enjeu de cette approche globalement verte est la disponibilité des DHCs naturelles qui servent de

précurseurs polyfonctionnels a 'hémisynthése.

1.4.3.1 DISPONIBILITE DES PRECURSEURS

Une variété de dihydrochalcones est disponible chez les végétaux.5® Les bourgeons du peuplier
baumier renferment non seulement des balsacones antibactériennes, mais également les DHCs 2a-
¢, en teneurs plus importantes. Le fractionnement de I'extrait des bourgeons de P. balsamifera

permettrait d’obtenir une fraction enrichie en ces composés pour effectuer les transformations.

Par ailleurs, des travaux antérieurs montrent que I'asébotine (27) (Figure 3), un glycoside de DHC,

est un composé retrouvé en abondance dans les parties aériennes de K. angustifolia.'”

ftsven
0 o

Glu
asebotine (27)

Figure 3. Structure de I'asébotine (27).

Le kalmia a feuilles étroites est une Ericacée qui proliféere dans la forét boréale canadienne.'® Sa
présence est toutefois considérée comme indésirable dans les sites ayant subi des perturbations
telles que des coupes a blanc, des feux de faible intensité ou des épidémies.'® Dans le cas des foréts
d’épinettes noires, la croissance excessive du kalmia nuit au reboisement post-incendie en rivalisant
avec les jeunes arbres pour les nutriments et la lumiére.?? Cette plante représente également un
enjeu en agriculture, notamment dans les bleuetiéres ou le sol sablonneux et pauvre des cultures

constitue un milieu propice a sa croissance.5® Elle contribue ainsi a réduire le rendement en fruits des
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récoltes en bleuetieres. Conventionnellement, le probléme d’abondance du kalmia a feuilles étroites
peut étre géré par 'emploi d’herbicides, lesquels peuvent s’avérer nuisibles pour I'environnement et
pour la santé humaine.2'22 Dans certaines prises d’eaux potables avoisinant les bleuetiéres du Lac
St-Jean, des traces d’herbicides utilisés pour limiter la croissance du kalmia dans ces cultures ont
d’ailleurs été retrouvées.®® Une maniére alternative de controler sa prolifération en milieu agricole est
en l'arrachant simplement, une solution colteuse en temps et en énergie pour une biomasse qui
n‘apporte aucune valeur ajoutée. L'utilisation de K. angustifolia comme matiére premiére
renouvelable dans la production de balsacones permettrait ainsi de valoriser une plante indésirable

et d’améliorer sa gestion dans des contextes forestier et agricole.

1.4.4 OBJECTIFS DE RECHERCHE

L’'urgence d’alimenter I'arsenal thérapeutique pour lutter contre la résistance aux antibiotiques
confere une importance particuliere a 'approfondissement de la recherche sur les balsacones. Dans
ce contexte, les objectifs du présent projet (Figure 4) consistent a : i) optimiser I'extraction d’'une
dihydrochalcone abondante dans les parties aériennes de K. angustifolia pour produire de
'asébogénine précurseur de la balsacone A et ii) améliorer 'activité biologique de I'extrait du

bourgeon de Populus balsamifera par 'hémisynthése d’analogues de balsacones.
R? HO. OR!
O OH analogues benzylés (46-47)

!

DHCs (2a-c) \
"
R2 HO. OR! R
o o X1
R
asébogénine (2a) o] OH
2 1
R HO OR \/OH
| analogues cinnamylés (42-45)
N
C OH

balsacones (1a-c)
(antibactérien
et antipsoriasique)

Figure 4. Schéma de principe du projet : production d'asébogénine (2a) et conversion de dihydrochalcones
(2a-c) en différents dérivés aux propriétés variées.
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. CHAPITRE 2
RESULTATS ET DISCUSSION

2.1 VOLET 1 : VALORISATION DES PARTIES AERIENNES DE K. ANGUSTIFOLIA

2.1.1 OPTIMISATION DE LA METHODE D’EXTRACTION

La méthode d’extraction'” a été optimisée pour extraire I'asébotine (27) des parties aériennes de K.
angustifolia. Trois extractions a reflux consécutives de parties aériennes dans I'’éthanol 95 % ont été
réalisées. Avant d’étre réunis, les trois extraits individuels ont été analysés par HPLC selon la
méthode décrite au chapitre 3.2.1 pour déterminer si chacune des extractions est nécessaire pour
récupérer I'asébotine. Une courbe d’étalonnage de 0,03 mg/mL a 0,5 mg/mL a été réalisée pour
doser le composé 27 sur 32,9 g de matiére végétale. Le Tableau 2 regroupe les résultats du dosage
qui démontrent que I'asébotine est récupérée en quantités significatives dans chacun des extraits.
Dans les trois étapes successives, le rendement d’extraction décroit progressivement de 22,1 a 3,2
%. La teneur en asébotine décroit également de 5,8 a 4,0 % m/m dans I'extrait. Par conséquent, trois

extractions ont été jugées nécessaires pour obtenir un maximum d’asébotine a transformer.

Tableau 2. Dosage de I'asébotine au cours de I'extraction des parties aériennes de K. angustifolia

dans I'éthanol 95 % avec chauffage (reflux) et sans chauffage (ambiant)

Extractions Rendement d’extraction (%) Teneur en d’asébotine (% m/m)

Reflux 1 22,1 5,8
Reflux 2 8,3 4.6
Reflux 3 3,2 4.0
Reflux total 33,6 53
Ambiant 1 57 3,9
Ambiant 2 6,3 34
Ambiant 3 6,2 3,8

Ambiant total 18,2 3,7




De plus, une extraction par agitation a température ambiante a été effectuée pour vérifier I'effet du
chauffage a reflux sur la quantité d’asébotine extraite. Pour une méme masse de parties aériennes,
le pourcentage massique d’asébotine contenue dans I'extrait brut est de 5,3 % m/m avec chauffage
et de 3,7 % m/m a température piéce. Le rendement d’extraction est aussi nettement supérieur a
reflux avec une valeur de 33,6 % en comparaison a 18,2 % avec agitation seulement. Le chauffage
est donc un paramétre dont il faut tenir compte pour augmenter le rendement d’extraction du

composeé 27.

2.1.2 FRACTIONNEMENT DE L’EXTRAIT DE K. ANGUSTIFOLIA

Parties aériennes séchées et broyées de Kalmia angustifolia (200,3 g)

Extraction & reflux
(EtOH 95%)

(AK1) Extrait brut (74,8 g)
Extraction liquide-liquide

DCM (AK2) AcOEt (48,8 g) H;0

Colonne Diaion
MeOH/H,0 (50/50 ; 60/40 ; 7525 ; 100/0)

(BK1) Fraction contenant Fasébotine (9,2335 g)

Colonne gel de silice
CHCIy/MeOH (95/5 ; 90/10 ; 85/15 ; 80/20)

(BK2) Fraction riche en asébotine (4,7278 q)

* Hydrolyse acide
* Colonne gel de silice
CHCIy/MeOH (100/0 ; 95/5 ; 90/10)
(BK2) Fraction riche en asébotine (2,4736 g)

* Hydrolyse acide
. - . . * Colonne gel de silice
(2a) Asébogénine (0,4460 g) (2a) Asébogenine (0,7424 g) CHCly/MeOH (100/0 ; 95/5 ; 90/10)

Figure 5. Schéma de production d'asébogénine (2a) a partir des parties aériennes de K. angustifolia.

Les conditions d’extraction au reflux décrites ci-dessus ont été appliquées avec 200,3 g de parties
aériennes de plante. Elles ont permis d’obtenir 74,8 g d’extrait brut (AK1) pour un rendement
d’extraction de 37 %. L’extrait brut a ensuite été trituré dans I'eau puis extrait successivement au
dichlorométhane et a 'acétate d’éthyle. La phase extraite a 'acétate d’éthyle, contenant I'asébotine,
constitue la fraction AK2 (48,8 g). Les phases organiques apparaissent vert-brunatre

(dichlorométhane) et rouge-orangé (acétate d’éthyle), alors que la phase aqueuse est rouge-brun.
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Une premiére séparation sur colonne de résine adsorbante Diaion™ a été réalisée, avec pour éluant
un mélange MeOH/H:20 (50/50 ; 60/40 ; 75/25 ; 100/0). Cette étape a permis d’obtenir une fraction
enrichie en asébotine (BK1) de 9,2335 g. Une seconde séparation sur colonne de gel de silice
(CHCIs/MeOH 95/5 ; 90/10 ; 85/15 ; 80/20) a conduit a la fraction BK2. Ces fractionnements ont été
réalisés pour éliminer les impuretés apolaires visibles au-dessus de I'asébotine sur CCM (Figure 6).
L’isolation compléte de I'asébotine n’a pas été obligatoire pour sa conversion en asébogénine. En
effet, 'asébotine, un hétéroside, est significativement plus polaire que I'asébogénine. La différence
de polarité permet d’isoler facilement I'asébogénine sur colonne chromatographique apres
I'hydrolyse. Les composés moins polaires que I'asébotine sont donc retirés avant I'’hydrolyse pour
éviter une co-élution avec la génine. Le tout permet de contourner une étape supplémentaire

d’isolation colteuse en temps et en ressources.

s

27 AK1 BK1 BK2 Hydrolyse 2a

Figure 6. CCM (phase normale) des étapes de production de I'asébogénine (2a) a partir de I'extrait brut de K.
angustifolia avec I'asébotine (27) comme référence. Milieu d’élution : CHCIs/MeOH (9/1) ; révélation : H2SO4
(20 % dans MeOH), lumiere visible.

2.1.3 HYDROLYSE DE L’ASEBOTINE

Le clivage du lien glycosidique de I'asébotine a été réalisé par hydrolyse acide sur la fraction BK2

pour former I'asébogénine (2a) (Schéma 7). La réaction est réalisée en présence de HCI dans I'eau

a reflux.

20



/O OH OH /O OH OH
HCI 3N
—
reflux 2h

o} o OH O

Glu”

27 2a

Schéma 7. Hydrolyse de I'asébotine (27) présente dans la fraction BK2 en conditions acides.

La premiére réaction étant incompléte, une seconde hydrolyse a été effectuée pour convertir
I'asébotine restante. Aprés chromatographie, un total de 1,1884 g d’asébogénine a été récupérée
suivant la lyophilisation. La structure de I'asébogénine a été confirmée par spectroscopie RMN 'H
(Annexe 1). Conformément a la littérature®, les protons du cycle aromatique para-disubstitué ont été
identifiés par les deux signaux caractéristiques a 7,06 et 6,71 ppm, intégrant chacun pour deux
protons. Le singulet a 5,94 ppm, intégrant également pour deux protons, correspond aux deux
protons aromatiques équivalents du cycle aromatique tétrasubstitué. Le groupement méthoxy porté
par ce méme cycle est identifié par le singulet a 3,79 ppm intégrant pour trois protons et les CH: par
les triplets a 3,37 et 2,86 ppm. Le rendement global de la production d’asébogénine est de 0,6 %
m/m & partir du matériel végétal sec. A titre de comparaison, l'isolation de I'asébogénine dans le
bourgeon du peuplier baumier n’excéde pas les 0,003 % de rendement.8 La méthode de production
a partir de K. angustifolia peut donc étre considérée comme plus performante. L’asébogénine ainsi
obtenue pourra servir de précurseur renouvelable dans I'hémisynthése verte de la balsacone A ou

de nouveaux analogues.

2.2 VOLET 2 : MODIFICATION DE L’EXTRAIT DU BOURGEON DE POPULUS BALSAMIFERA

La deuxiéme approche envisagée pour moduler la structure des balsacones consiste a convertir des
dihydrochalcones en analogues de balsacones directement dans un extrait riche en
dihydrochalcones. Cette approche permettrait d’envisager une pharmacomodulation en faisant
I'économie des étapes de fractionnement et d’isolation qui seraient nécessaires a I'obtention des

précurseurs et des produits purs.
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2.2.1 EXTRACTION DES BOURGEONS

Afin de moduler la structure des dihydrochalcones présentes dans les bourgeons de Populus
balsamifera, un extrait riche en DHCs a été préparé. L’'organigramme d’extraction des bourgeons et

de fractionnement est présenté dans la Figure 7.

Bourgeons de Populus balsamifera (50,0 g)

Extraction & reflux
(EtOH 95%)

(AP1) Extrait brut (22,5 g)
Extraction liguide-liquide

NaHCO; (AP2) AcOEL (17,0 9) HO

Colonne Diaion™
EtOH/MH,0 (50/50 ; 60/40 ; 70/30 ; 80/20)

BP1 (CP) Fraction riche en dihydrochalcones (2,7332 g) BP2

Figure 7. Schéma d'isolation d’'un extrait riche en dihydrochalcones (2a-c) a partir des bourgeons de Populus
balsamifera.

50,0 g de bourgeons ont été extraits trois fois a reflux dans I'éthanol 95 % pour conduire a I'extrait
brut AP1 avec un rendement de 45 %. L’extrait brut dissout dans I'acétate d’éthyle a été lavé avec
une solution aqueuse saturée de NaHCOs3 pour éliminer les acides organiques, puis a I'eau pour
éliminer les traces de sel du premier lavage. L’extrait lavé (AP2) résultant a ensuite été fractionné

sur colonne chromatographique.

2.2.2 OBTENTION DE LA FRACTION RICHE EN DIHYDROCHALCONES

Le fractionnement sur colonne de résine adsorbante Diaion™ de I'extrait lavé a été réalisé en
adaptant une méthode développée au laboratoire.' Un mélange EtOH/H20 de 50/50 a 80/20 a été
utilisé comme éluant. Les DHCs ont été récoltées avec un ratio de 60/40. Une fraction (BP1) aux
proportions quasi-équivalentes en balsacones (1a-c) et en DHCs (2a-c) ainsi qu’une fraction riche
en balsacones (BP2) ont été obtenues apres cette premiére séparation. Un nouveau fractionnement
de la fraction BP1 a permis d’obtenir 2,7332 g de fraction riche en DHCs (CP). La Figure 8 montre

un agrandissement des chromatogrammes obtenus par LC-MS (UV 265,4 nm) de ces fractions et de
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I'extrait lavé (AP2). Elle illustre entre autres 'augmentation de la concentration en balsacones ou en

dihydrochalcones des fractions BP2 et CP aprés le fractionnement de I'extrait lavé et de la fraction

BP1.

UL\,L_WULM Lw,_du“hu

BP1

BP2 |
ﬂt | |

wkwj__t‘u‘

(S———

ol

CP

Figure 8. Chromatogrammes du fractionnement de I'extrait lavé ; ordonnée en % relatif ; UV 265,4 nm.
L’encadré en vert représente la zone des DHCs (2a-c) et celui en rouge la zone des balsacones (1a-c).

La fraction CP a été utilisée telle quelle pour les alkylations. En effet, il a été démontré que I'activité

biologique de I'extrait du bourgeon de P. balsamifera pouvait étre améliorée en convertissant les

dihydrochalcones en balsacones directement dans I'extrait (résultats non publiés). La nature des

composés formés dans I'extrait peut étre confirmée par différentes techniques spectroscopiques et

chromatographiques (spectroscopie de masse, HPLC, CCM).

2.2.3 SYNTHESE DES ALCOOLS

Cinqg alcools cinnamiques (26 ; 28-31) et deux alcools benzyliques (32-33) (Figure 9) ont été utilisés

pour modifier la fraction riche en dihydrochalcones. Parmi eux, I'alcool 3,4-diméthoxycinnamique (28)

et I'alcool 4-méthoxycinnamique (29) ont été synthétisés a partir de leur ester (34) ou leur acide (35)

correspondant (Schéma 8) ; les autres (26, 30-33) étaient disponibles au laboratoire. La structure

des alcools a été confirmée par spectroscopie RMN "H.
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HO -~ PloN

alcool 4-hydroxycinnamique (26) alcool dimethoxycinnamique (28)

_OH

alcool cinnamique (30)

- _OH

alcool coniférylique (31)

/O
OH

alcool 4-méthoxybenzylique (32)

OH
@;OH

alcool 2-hydroxybenzylique (33)

Figure 9. Alcools cinnamiques (26 ; 28-31) et benzyliques (32-33) utilisés pour la modification de la fraction

riche en dihydrochalcones (CP).

Le composé 28 a été formé en faisant réagir I'ester 34 avec un agent réducteur, I'hydrure de

diisobutylaluminium (DIBAL-H) en solution a 1 mol/L dans le toluéne anhydre pendant 1 h a 0 °C pour

un rendement de 72 %. Le groupement CH2 au pied de I'alcool peut étre identifié par le triplet a

4,35 ppm (Annexe 2).

a) /O /O
DIBAL-H 1M
o} _ = OH
~0 P ~ ~0 =

toluene,
o) 1h,0°C
34 28
72 %
b) 0O O
APTS
= OH —_— = O\
MeOH anhydre,
o 5h, 110 °C 0
35 36

DIBAL-H 1M

—
toluéne,
1h,0°C

O
= OH

20
28 %

Schéma 8. Synthése des alcools ; a) 3,4-diméthoxycinnamique (28) et b) 4-méthoxycinnamique (29).

L’alcool 4-méthoxycinnamique a été préparé en deux étapes : une estérification suivie d’'une

réduction®2. La premiére étape de synthése a été réalisée sous atmosphére inerte a reflux dans le

méthanol en présence d’acide paratoluénesulfonique (APTS) pour conduire au composé 36. L’ester

a ensduite réagi avec le DIBAL-H 1 M en solution dans le toluéne anhydre pendant 1 h a 0 °C pour
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former I'alcool 29 avec un rendement de 28 %. L’identification du triplet a 4,34 ppm intégrant pour

deux protons permet de valider la formation de I'alcool 4-méthoxycinnamique (Annexe 3).

2.2.4 HEMISYNTHESE DE BALSACONES

La stratégie d’hémisynthése de balsacones antibactériennes consiste a combiner les
dihydrochalcones par alkylation de Friedel-Crafts avec I'alcool 4-hydroxycinnamique (26) en
présence d’'un catalyseur acide de Brgnsted, I'acide paratoluénesulfonique. La méthode' décrite
emploie I'acétonitrile anhydre comme solvant en conditions inertes afin d’éviter la présence d’eau
dans le milieu. Des essais préliminaires ont toutefois montré qu’il n’est pas indispensable d’employer
un solvant anhydre. Il a été démontré que l'acétate d’éthyle pouvait servir de substituant sans nuire
de maniere trop importante a la réaction, le rendement variant de 55 % a 70 % pour la synthése de
la balsacone A (1a)." Il s’agit également d’un solvant plus sécuritaire que I'acétonitrile.3 L’utilisation
d’APTS supporté par un polymére permet de contourner I'extraction liquide-liquide visant a éliminer
'APTS dissout puisqu’il suffit de filtrer le mélange brut réactionnel pour récupérer les billes de
catalyseur. Briévement, la fraction riche en DHCs (CP) a été traitée avec [Ialcool 4-
hydroxycinnamique (26) en présence d’APTS supporté dans l'acétate d’éthyle a température

ambiante pendant 18 h (Schéma 9).

R? OR! OH OH 2 '
O O APTS R HO OR OH
+ —_—
HO. ACOEt 2
18 h, TA
OH © o on

R', R? = CHa, OH (2a) 26 R' R? = CH,, OH (1a, balsacone A)
R’ R?=H, OCH; (2b) R', R? = H, OCHj (1b, balsacone B)
R',R?=H, H (2¢) R' RZ=H, H (1c, balsacone C)

Schéma 9. Hémisynthése de balsacones (1a-c) par alkylation de Friedel-Crafts.

Le suivi de la réaction a été fait par chromatographie sur couche mince pour vérifier que l'alcool, en
défaut par rapport aux dihydrochalcones, a été entierement consommé. L’enrichissement en

balsacones de la fraction riche en DHCs a été confirmée par HPLC selon la méthode présentée a la
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section 3.2.2 et se manifeste sur les chromatogrammes par une diminution des signaux
correspondant aux DHCs, ainsi qu’une augmentation des signaux correspondant aux balsacones
(Figure 10). Les temps de rétention et la spectrométrie de masse ont permis de vérifier I'identité des
différents composés.

DHCs Balsacones

N | CcP DP2

L U N |

Figure 10. Chromatogrammes de la fraction riche en DHCs (CP) et de la fraction enrichie en balsacones avec
20 % m/m d’alcool 4-hydroxycinnamique (DP2) ; ordonnée en % relatif ; UV 265,4 nm. L’encadré en vert
représente la zone des DHCs (2a-c) et celui en rouge la zone des balsacones (1a-c).

Le mécanisme de I'hémisynthése des balsacones est présent¢é au Schéma 10. L’alcool 4-
hydroxycinnamique (26) est protoné par I'acide pour former un meilleur groupement partant, I'eau,
qui est d’ailleurs le seul sous-produit de la réaction. Un carbocation (38) résulte de la déshydratation
du composé 37. Les dihydrochalcones (2a-c) réagissent ensuite avec le carbocation pour former un

intermédiaire de Wheland (39). La réaromatisation du cycle méne aux balsacones (1a-c) et régénére

l'acide.
/\ .
+ H —_— —_—
HO HO HO
26 37 38
OH O
R2 HO OR +
= =4
+ —_— S
HO HO RO+ OH R2
O OH
2a-c 38 39
OH ©O

O \ O O +
— + H
HO R'O OH R

R', R? = CH3, OH (1a, balsacone A)
R', R? = H, OCHj (1b, balsacone B)
R', R% = H, H (g, balsacone C)

Schéma 10. Mécanisme réactionnel d'hémisynthése de balsacones antibactériennes.
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L’optimisation de la production des balsacones A, B et C dans I'extrait a été réalisée en faisant réagir
la fraction CP avec différents pourcentages d’alcool 4-hydroxycinnamique. Les extraits modifiés
obtenus (DP1, DP2 et DP3) ont été analysés par HPLC afin de mesurer la consommation des DHCs

et la formation des balsacones (Figure 11).
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Figure 11. Optimisation de la production des balsacones 1a-c a partir de la fraction riche en DHCs (CP)
modifiée avec différents pourcentages d’alcool 4-hydroxycinnamique; 10 % m/m (DP1), 20 % m/m (DP2) et
30 % m/m (DP3).

A 10 % m/m (DP1), les signaux des DHCs subissent une forte diminution par rapport a la fraction CP
et une augmentation de la quantité de balsacones est observée. A 20 % m/m (DP2), le niveau de
DHCs continue de diminuer pour étre converties en un maximum de balsacones. A 30 % m/m (DP3),
les signaux des DHCs diminuent, mais ceux des balsacones également. Cela peut étre di a la
formation de produits de double alkylation. En effet, 'augmentation de la proportion d’alcool 4-
hydroxycinnamique peut conduire a une cascade de double alkylation-cyclisation qui permettrait la
formation de balsacones plus complexes. Le Schéma 11 illustre le mécanisme de la formation de la
balsacone K (41) a partir de la balsacone A (1a). Un carbocation (38) issu de Il'alcool 4-
hydroxycinnamique peut réagir avec la balsacone A pour conduire a un nouveau carbocation (40).

Ce dernier est piégé par la fonction hydroxyle adjacente pour former la balsacone K.
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Schéma 11. Mécanisme réactionnel de la formation de la balsacone K (41).

Ainsi, les conditions optimales pour I'enrichissement en balsacones sont obtenues en employant

20 % m/m d’alcool 4-hydroxycinnamique.

2.2.5 PHARMACOMODULATION DANS L’EXTRAIT

Aprés cette preuve de concept, différents électrophiles ont été utilisés pour effectuer la
pharmacomodulation des balsacones. Quatre alcools cinnamiques (28-31) et deux alcools
benzyliques (32-33) ont permis de former six fractions modifiées a partir de la fraction CP. D’une part,
la structure des alcools cinnamiques apparentée a 'alcool 4-hydroxycinnamique fait d’eux de bons
candidats pour moduler la fraction riche en dihydrochalcones. D’autre part, il existe, dans la nature,
certaines classes de DHCs alkylées qui portent un motif benzylique telles que les uvarétines, des

molécules efficaces contre les bactéries a Gram-négatif.64 Les alcools benzyliques ont donc été

sélectionnés pour leur potentiel a mener a de nouveaux dérivés d’intérét.
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Schéma 12. Modification de la fraction riche en DHCs (CP) avec différents alcools cinnamiques (28-31) et
benzyliques (32-33). a) fraction EP ; b) fraction FP ; c) fraction GP ; d) fraction HP ; e) fraction IP ; f) fraction
JP.

Les cinnamylations et les benzylations de la fraction CP ont été réalisées en suivant la stratégie
d’hémisynthése décrite ci-dessus (Schéma 12). Les transformations se sont déroulées a température

ambiante en maintenant l'agitation pendant 18 h en présence d’APTS supporté. Les proportions
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d’alcool engagées équivalent a 20 % m/m d’alcool 4-hydroxycinnamique, soit le pourcentage optimal
pour la production des balsacones A, B et C. Les alcools 3,4-diméthoxycinnamique (28) et 4-
méthoxycinnamique (29) ont permis d’obtenir les fractions modifiées EP et FP. Les fractions GP, HP,
IP et JP ont été produites en faisant réagir les alcools cinnamique (30), coniférylique (31), 4-

méthoxybenzylique (32) et 2-hydroxybenzylique (33) avec la fraction riche en DHCs (CP).

Aprés chacune des réactions, la formation des analogues de balsacones a été vérifiée par LC-MS.
Par exemple, dans le cas de la modification réalisée avec l'alcool 4-méthoxybenzylique (32), la
formation d’analogues de balsacones est confirmée par I'apparition de trois nouveaux signaux sur le
chromatogramme (21,0, 21,9 et 22,7 min) (Figure 12). La structure hypothétique de ces analogues
est conforme avec les rapports m/z mesurés pour ces signaux (407,6, 407,6 et 377,6) qui

correspondent a la masse des produits d’alkylation de Friedel-Crafts des dihydrochalcones.

DHCs Balsacones Analogues
IP
od <
A_Mﬁ—-— o
AN
AT S
__,_,,_A_,,._,___.--..._._.J"N.— "f\'_'—'_’_‘_'_'_

Figure 12. Chromatogramme de la fraction modifiée avec I'alcool 4-méthoxybenzylique (IP). Les rapports m/z
des analogues formés (46a-c) sont indiqués au-dessus des pics ; ordonnée en % relatif ; UV 265,4 nm.
L’encadré en vert représente la zone des DHCs (2a-c), celui en rouge la zone des balsacones (1a-c) et celui
en bleu la zone des analogues.

Les échantillons ont été analysés en ftriplicata ; les aires moyennes des pics sont présentées sous
forme de graphique a la Figure 13. L’identification des molécules a été effectuée a I'aide des spectres
de masse. Les composés 1c¢, 45a et 45b (fraction HP), ainsi que 47a et 47b (fraction JP) ont co-élué,

empéchant une bonne différenciation des pics.
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Figure 13. Formation d'analogues de balsacones (42-47a ; 42-47b ; 42-47c) a partir de la fraction riche en
DHCs (CP). DP2 = fraction modifiée avec 20 % m/m d’alcool 4-hydroxycinnamique; EP = fraction modifiée
avec l'alcool 3,4-diméthoxycinnamique; FP = fraction modifiée avec I'alcool 4-méthoxycinnamique; GP =
fraction modifiée avec 'alcool cinnamique; HP = fraction modifiée avec I'alcool coniférylique; IP = fraction
modifiée avec I'alcool 4-méthoxybenzylique; JP = fraction modifiée avec I'alcool 2-hydroxybenzylique.

De maniére générale, pour les fractions modifiees (EP-JP), on observe une diminution des
concentrations de dihydrochalcones (2a-c) par rapport a la fraction de départ (CP) et I'apparition des
signaux correspondant aux produits d’alkylation de Friedel-Crafts attendus (42-47a-c). Cela permet
de démontrer que la formation des nouveaux analogues est vraisemblablement due a la réaction des
DHCs avec les différents alcools (28-33). La consommation des DHCs est généralement similaire
d'une fraction modifiée a l'autre. La fraction JP a cependant un taux de conversion des DHCs
nettement inférieur et la quantité de produits formés (47a-c) est également trés faible. |l est donc
probable que la réaction réalisée avec I'alcool 2-hydroxybenzylique (33) soit moins efficace que les

autres alkylations décrites.

Une légére diminution des signaux des balsacones (1a-c) a aussi été observée pour la plupart des
fractions modifiées en comparaison a la fraction CP. Cette diminution pourrait étre causée par des
réactions secondaires dans lesquelles les balsacones réagiraient avec les alcools. Le phénoméne
de double alkylation-cyclisation, décrit précédemment, qui permet notamment de produire la
balsacone K (41), en est un exemple. Les masses des composés potentiellement formés par la

consommation des balsacones A, B et C n’ont toutefois pas été observées sur les chromatogrammes.
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2.2.6 EVALUATION DE L’ACTIVITE BIOLOGIQUE

En collaboration avec I'équipe de biologie du laboratoire LASEVE, les fractions méres et modifiées
ont été soumises a des tests biologiques. L’activité antibactérienne a été évaluée sur Staphylococcus
aureus et Escherichia coli. Deux expériences indépendantes ont été conduites pour S. aureus afin
d’assurer la reproductibilité et chacun des essais a été reproduit en triplicata. Les cultures
bactériennes ont été traitées avec des concentrations croissantes des différentes fractions.®> Les
résultats présentés au Tableau 3 sont exprimés par la concentration minimale qui inhibe de 90 % la

croissance bactérienne (CMlgo). La gentamycine a été utilisée comme contréle positif dans ces tests.

Tableau 3. Activité antibactérienne des fractions méres (AP2 = extrait lavé; CP = fraction riche en
dihydrochalcones) et modifieces (DP2 = fraction modifié¢e avec 20 % m/m d’alcool 4-
hydroxycinnamique; EP = fraction modifiée avec l'alcool 3,4-diméthoxycinnamique; FP = fraction
modifiée avec 'alcool 4-méthoxycinnamique; GP = fraction modifiée avec I'alcool cinnamique; HP =
fraction modifiée avec I'alcool coniférylique; IP = fraction modifiée avec I'alcool 4-méthoxybenzylique;

JP = fraction modifiée avec l'alcool 2-hydroxybenzylique)

Fractions CMilgo (ug/mL)
E. coli S. aureus? S. aureus®
AP2 >100 7,48 £ 0,07 9+2
CP 1009 7,3+£0,2 9,0+0,9
DP2 >100 74+0,1 6,8+0,5
EP >100 54+0,4 10 £ 1
FP >100 6,9+0,3 5+1
GP 140 £ 4¢ 8+12 7,3+0,1
HP >100 72+0,1 7,2+0,08
IP >100 40+0,7 3,8+0,1
JP 155 + 14¢ 74 +0,1 6,4+0,1
Gentamicine? 0,024 + 0,001 0,011 + 0,005 0,017 + 0,002

a8 Expérience 1
b Expérience 2

¢ Valeur extrapolée

d Controle positif
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Aucune activité pertinente n’a été observée contre E. coli. Ce constat est conforme avec le fait que
les balsacones sont inactives contre cette bactérie. Les fractions avant et aprés enrichissement
semblent présenter une activité similaire contre S. aureus. Pourtant, il a été démontré que les DHCs
(2a-c) sont inactives vis-a-vis cette souche.® Sachant que tous les échantillons contiennent des
balsacones a des concentrations différentes, on déduit que I'activité antibactérienne sur S. aureus

ne varie pas de fagon linéaire avec la quantité relative de balsacones.

De leur c6té, les fractions contenant des analogues de balsacones (EP-JP) sont toutes actives contre
S. aureus. L’activité est généralement assez similaire d’'une fraction modifiée a 'autre, incluant DP2.
Cependant, la modification d’extrait avec I'alcool 4-méthoxybenzylique (32) a permis d’obtenir une
fraction (IP) qui, pour les deux expériences sur S. aureus, semble indiquer une activité
antibactérienne supérieure, soit 4,0 = 0,7 ug/mL pour le premier essai et 3,8 £ 0,1 ug/mL pour le
second. La pharmacomodulation pourrait ainsi permettre d’identifier des analogues (46a-c) plus actifs

dans le mélange que les balsacones (1a-c).

L’activité cytotoxique des fractions contre des fibroblastes humains normaux (WS-1) a également été
évaluée. Les concentrations qui inhibent de 50 % leur croissance (ICso) sont rapportées dans le
Tableau 4. De fagon générale, les fractions modifiées ne sont pas cytotoxiques aux concentrations
actives contre S. aureus. En effet, la CMIgo enregistrée la plus élevée est de 10 £ 1 pg/mL (EP,
expérience 2) alors que la cytotoxicité des échantillons est constatée a partir de 31 + 5 yg/mL (DP2).

Par ailleurs, 'hémisynthése semble diminuer la cytotoxicité de la fraction CP.
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Tableau 4. Cytotoxicité des fractions meres (AP2, CP) et modifiées (DP2 ; EP-JP) sur les fibroblastes

humains (WS-1)

Fractions ICso (ug/mL)
AP2 40+ 4
CP 6,0+0,9
DP2 315
EP 51+5
FP 549
GP 396
HP 56 +7
IP 49+7
JP 347
Daunorubicine? <0,039 uM

@ Controle positif
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_ CHAPITRE 3
MATERIEL ET METHODES

3.1 GENERALITES

A moins d’indication contraire, tous les réactifs et les solvants ont été achetés auprés de
sources commerciales et utilisés tels que recus sans purification supplémentaire. Les réactions en
conditions inertes ont été menées sous atmosphére d’argon avec des solvants anhydres. Le suivi
des réactions a été réalisé par chromatographie sur couche mince (CCM) en utilisant des plaques
d’aluminium recouvertes de gel de silice 60 F254 en phase normale. Les plaques ont été visualisées

a la lumiére ultraviolette (UV) a 254 nm et révélées au H2SO4 (20 % dans le méthanol).

3.2 METHODES D’ANALYSES INSTRUMENTALES

3.2.1 HPLC ANALYTIQUE

La chromatographie liquide haute performance a été utilisée pour doser I'asébotine (27) dans I'extrait
des parties aériennes de K. angustifolia. Les échantillons préalablement filtrés sur membrane en
polytétrafluoroéthyléne (PTFE, 25 mm, 45 um) ont été injectés a 1 PL sur une colonne ZORBAX
Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 pm) a 25,0 °C dans un chromatographe Thermo Scientific Dionex
UltiMate 3000 muni d’'un détecteur a barrette de diodes (DAD). La séparation des composés a été
réalisée avec un débit de 1 mL/min en utilisant un mélange CH3sCN/H20 (Tableau 5). Les longueurs

d’'ondes d’analyse sont de 210 nm, 254 nm, 320 nm et 365 nm avec une bande passante de 2 nm.



Tableau 5. Gradient d’élution de la méthode HPLC analytique

Temps (min) CHsCN/H20

0 10/90
30 50/50
32 100/0
37 100/0
42 10/90
47 10/90

3.2.2LC-MS

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse a été utilisée pour vérifier la
conversion et la formation des composés dans I'extrait de bourgeon de P. balsamifera. Les
échantillons préalablement filtrés sur membrane en PTFE (25 mm, 45 pym) ont été injectés a 5 L sur
une colonne ZORBAX Eclipse C18 (4,6 x 250 mm, 5 ym) a 25,0 °C. Les analyses ont été effectuées
avec un chromatographe Agilent 1260 Infinity Il muni d’un détecteur UV-visible et d’'un spectrométre
de masse avec ionisation par électronébulisation (LC/MSD Series Infinity lab). Les analyses ont été
effectuées en électrospray négative. L’élution des composés a été réalisée avec un débit de 1 mL/min
en utilisant un mélange MeOH/H20 (Tableau 6). Les longueurs d’ondes d’analyse sont de 265 nm,

254 nm et 280 nm avec une bande passante de 4 nm.

Tableau 6. Gradient d’élution de la méthode LC-MS

Temps (min) MeOH/H.O

0 60/40
40 100/0
46 100/0
50 60/40
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3.2.3 RMN

Les composés isolés ont été caractérisés par spectrométrie de résonance magnétique
nucléaire. Les spectres RMN 'H ont été enregistrés a I'aide d’'un spectrométre Bruker Ascend 500 a
500 MHz avec comme solvant du chloroforme deutéré (CDCI3) ou du méthanol deutéré (CD3sOD).
Les déplacements chimiques (0) ont été rapportés en parties par million (ppm) par rapport au pic
résiduel de solvant (CDClIs3, d H 7,26 ppm; CD3s0D, & H 3,34 ppm).%6 Les constantes de couplage (J)
ont été rapportées en Hertz (Hz) et les multiplicités en utilisant les abréviations suivantes : s =

singulet ; d = doublet ; t = triplet ; m = multiplet.

3.3 VOLET 1 : PRODUCTION D’ASEBOGENINE A PARTIR DE K. ANGUSTIFOLIA
3.3.1 DOSAGE DE L’ASEBOTINE DANS LES PARTIES AERIENNES DE K.

ANGUSTIFOLIA

L’asébotine a été quantifiée au cours de I'extraction des parties aériennes de K. angustifolia. Le
matériel végétal a été récolté a I'automne 2021 dans la réserve faunique des Laurentides, au
kilométre 190 (200 métres au sud de la route), et a été congelé immédiatement aprés. Une quantité
de 32,9 g des parties aériennes de K. angustifolia préalablement séchées et broyées a été extraite a
reflux dans I'éthanol 95 % durant trois périodes consécutives de 1,5 h pour obtenir trois extraits avec
des masses respectives de 7,27 g, 2,72 g et 1,05 g. Une courbe d’étalonnage a été réalisée en
utilisant des standards avec des concentrations d’asébotine de 0,0313, 0,0625, 0,125, 0,250 et 0,500
mg/mL (Figure 14). Les standards ont été préparés dans des fioles jaugées de 25 mL, en diluant la
quantité calculée d’asébotine dans du méthanol de grade HPLC pour atteindre les concentrations
désirées. L’asébotine (tr = 16,8 min) a été quantifiée dans les trois extraits individuels par HPLC

selon la méthode décrite au chapitre 3.2.1.
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Figure 14. Courbe d’étalonnage du dosage de I'asébotine dans I'extrait brut des parties aériennes de K.
angustifolia.

3.3.2 EXTRACTION DES PARTIES AERIENNES

Le matériel végétal a été récolté a 'automne 2021 dans la réserve faunique des Laurentides, au
kilomeétre 190 (200 meétres au sud de la route), et a été congelé immédiatement apres. Une quantité
de 200,3 g des parties aériennes de K. angustifolia préalablement séchées et broyées a été extraite
a reflux dans I'éthanol 95 % durant trois périodes consécutives de 1,5 h. Les fractions ont été
combinées et le solvant a été évaporé sous pression réduite pour conduire a 74,8 g d’extrait brut
(AK1, 37 %). L’extrait brut a ensuite été suspendu dans I'eau puis extrait avec du dichlorométhane
(3 x 300 mL), suivi de I'acétate d’éthyle (3 x 300 mL). Les phases organiques extraites avec I'acétate
d’éthyle ont été rassemblées et le solvant a été évaporé sous pression réduite pour conduire 8 48,8 g

d’extrait lavé (AK2).

3.3.3 FRACTIONNEMENT DE L’EXTRAIT DE K. ANGUSTIFOLIA

L’extrait lavé a été fractionné par chromatographie sur colonne de résine adsorbante synthétique
Diaion™ HP20 (= 250 um) avec comme éluant un mélange MeOH/H20 (50/50 ; 60/40 ; 75/25 ; 100/0)
pour conduire a 9,2335 g d’'une fraction contenant I'asébotine (BK1) avec un ratio de 75/25. La
fraction BK1 a été séparée par chromatographie sur colonne de gel de silice F60 (40-63 ym, 60 A)
avec comme éluant un mélange CHCIs/MeOH (95/5 ; 90/10 ; 85/15 ; 80/20) pour conduire, avec un

ratio de 85/15, a 4,7278 g de fraction riche en asébotine (BK2) aprés lyophilisation.
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3.3.4 HYDROLYSE DE L’ASEBOTINE

1-(2,6-dihydroxy-4-methoxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)propan-1-one
o I OH

OH O

Formule chimique: C4gH¢05
Masse molaire: 288,30 g/mol

OH

2a

La fraction enrichie en asébotine (BK2) (4,7278 g) a été dissoute dans 30 mL d’éthanol 95 % et
42 mL d’'une solution aqueuse d’acide chlorhydrique 3 N. Le mélange a été agité pendant 2 h a reflux.
L’acide a ensuite été neutralisé au NaHCOs : la solution rose-violet devient vert-noir a chaud (violet
a température ambiante) lorsque le milieu est neutre. L’éthanol a ensuite été évaporé sous pression
réduite et la phase aqueuse a été extraite avec de I'acétate d’éthyle (3 x 50 mL) en évitant la formation
d’'une émulsion. Enfin, la phase organique a été séchée avec du Na2SOs, filtrée et le solvant a été
évaporé sous pression réduite pour conduire a 3,8176 g de mélange brut réactionnel. Le mélange
brut a été fractionné sur colonne de gel de silice F60 (40-63 um, 60 A) avec comme éluant un mélange
CHCI3/MeOH (100/0 ; 95/5 ; 90/10) pour conduire a 0,4460 g d’asébogénine (2a) et 2,4736 g
d’asébotine réisolée. Une seconde hydrolyse a donc été effectuée pour convertir 'asébotine restante.
Ainsi, une quantité supplémentaire de 0,7424 g d’asébogénine a été obtenue pour un total de

1,1884 g (0,6 % m/m du matériel végétal sec) aprés lyophilisation.

Poudre blanc cassé ; Rf = 0,42 (silice, CHCIs/MeOH, 9/1) ; RMN 'H conforme a la littérature®
(500 MHz, CDs0OD) : 6 7,06 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6,71 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 5,94 (s, 2H), 3,79 (s, 3H),

3,37 (m, 2H), 2,86 (m, 2H).
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3.4 VOLET 2 : MODIFICATION DE L’EXTRAIT DU BOURGEON DE POPULUS BALSAMIFERA
ET PHARMACOMODULATION DE BALSACONES

3.4.1 EXTRACTION DES BOURGEONS

Le matériel végétal a été récolté en avril 2021 au Saguenay-Lac-Saint-Jean. Une quantité de 50,0 g
de bourgeons de Populus balsamifera a été extraite a reflux dans I'éthanol 95 % durant trois périodes
consécutives de 1,5 h. Les fractions ont été combinées et le solvant a été évaporé sous pression
réduite pour conduire a 22,5 g d’extrait brut (AP1) pour un rendement d’extraction de 45 %. L’extrait
brut a ensuite été dissous dans I'acétate d’éthyle puis extrait avec du NaHCO3 (2 x 150 mL), suivi de
l'eau (2 x 150 mL). L’acétate d’éthyle de la phase organique a été évaporé sous pression réduite

pour conduire a 17,0 g d’extrait lavé (AP2).

3.4.2 OBTENTION DE LA FRACTION RICHE EN DIHYDROCHALCONES

L’extrait lavé a été fractionné par chromatographie sur colonne de résine adsorbante synthétique
Diaion™ HP20 (= 250 pm) avec comme éluant un mélange EtOH/H20 (50/50 ; 60/40 ; 70/30 ; 80/20)
pour conduire a 6,4856 g d’'une fraction contenant des proportions quasi-équivalentes de balsacones
et de dihydrochalcones (BP1) et 0,8921 g d'une fraction riche en balsacones (BP2). La fraction BP1
a été séparée a nouveau par chromatographie sur colonne de résine adsorbante synthétique Diaion™
HP20 (= 250 um) avec comme éluant un mélange EtOH/H20 (40/60 ; 50/50 ; 60/40) pour conduire a

2,7332 g d’'une fraction riche en DHCs (CP) aprés lyophilisation.
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3.4.3 SYNTHESE DES ALCOOLS 3,4-DIMETHOXYCINNAMIQUE (28) ET 4-

METHOXYCINNAMIQUE (29)

(E)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-ol

Formule chimique: C;4H,4,0;
Masse molaire: 194,23 g/mol

28

L’ester 34 (2,5077 ; 11,3 mmol ; 1 éq) a été placé sous atmosphére inerte, puis 140 mL de toluéne
anhydre ont été ajoutés via une ampoule a addition isobare. L’hydrure de diisobutylaluminium 1M
(DIBAL-H) (5 mL ; 50 mmol ; 4,2 éq) a ensuite été ajouté au goutte-a-goutte a 0 °C sur 30 minutes.
Le mélange a été agité pendant 1 h a 0 °C. Le méthanol (14 mL) a été ajouté au goutte-a-goutte pour
interrompe la réaction en évitant une effervescence, suivi de 70 mL de NaCl saturé en phase
aqueuse. Le mélange a été dilué avec de I'eau et extrait avec de I'acétate d’éthyle (3 x 200 mL). La
phase organique a été séchée avec du NazSOq, filtrée et le solvant a été évaporé sous pression
réduite. Le mélange brut a été fractionné sur colonne de gel de silice F60 (40-63 ym, 60 A) avec
comme éluant un mélange hexane/AcOEt (7/3 ; 6/4 ; 5/5 ; 4/6) pour conduire a 1,5824 g (72 %)

d’alcool 3,4-diméthoxycinnamique (28) aprés lyophilisation.

Poudre blanche, Rf = 0,25 (CHCIs/MeOH, 9/1); RMN "H conforme a la littérature®” (500 MHz, CDCls) :
67,01 -6,94 (m, 2H), 6,87 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,60 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 6,30 (m, 1H), 4,35 (t, J =

5,1 Hz, 2H), 3,94 (s, 3H), 3,93 (s, 3H), 1,49 (t, 1H).
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(E)-3-(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-ol

_o
= OH

Formule chimique: C4gH,0>
Masse molaire: 164,20 g/mol

29

L’acide 4-méthoxycinnamique (35) (1,5005 g ; 8,4 mmol ; 1 éq) et 'APTS (0,3204 g ; 1,7 mmol ; 0,2
€q) ont été dissout dans 40 mL de méthanol anhydre sous atmosphére inerte. Le mélange a été agité
pendant 5 h a reflux. Le méthanol a ensuite été évaporé sous pression réduite et le résidu a été
solubilisé dans I'acétate d’éthyle, puis extrait avec une solution aqueuse saturée au NaHCOs3 (3 x 50
mL). La phase organique a été séchée avec du Na:SOq, filtrée et le solvant a été évaporé sous

pression réduite pour conduire a I'ester 36 (1,7281 g).

Le composeé 36 (1,0606 g ; 5,5179 mmol ; 1 éq) a été placé sous atmosphére inerte, puis 70 mL de
toluéne anhydre ont été ajoutés via une ampoule a addition isobare. L’hydrure de diisobutylaluminium
1M (DIBAL-H) (25 mL ; 25 mmol ; 4,5 éq) a ensuite été ajouté au goutte-a-goutte a 0 °C sur 30
minutes. Le mélange a été agité pendant 1 h a 0 °C. Le méthanol (7 mL) a été ajouté au goutte-a-
goutte pour interrompe la réaction en évitant une effervescence, suivi de 35 mL de NaCl saturé en
phase aqueuse. Le mélange a été dilué avec de I'eau et extrait avec de I'acétate d’éthyle (3 x
200 mL). La phase organique a été séchée avec du Na2SOy, filtrée et le solvant a été évaporé sous
pression réduite. Le mélange brut a été fractionné sur colonne de gel de silice F60 (40-63 um, 60 A)
avec comme éluant un mélange CHCIls/MeOH (97/3 ; 95/5) pour conduire a 0,2624 g (28%) d’alcool

4-méthoxycinnamique (29) apres lyophilisation.

Poudre blanche, Rf = 0,56 (CHCI3/MeOH, 9/1); RMN "H conforme a la littérature® (500 MHz, CDCls) :
57,37 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,90 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,60 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 6,28 (dt, J = 15,8 ; 6,0

Hz, 1H), 4,34 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 3,86 (s, 3H), 1,61 (s, 1H), 1,44 (t, J = 5,6 Hz, 1H).
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3.4.4 MODIFICATION DE LA FRACTION RICHE EN DIHYDROCHALCONES (CP)

Procédure générale

L’alcool (26 ; 28-33) et 100 mg de la fraction riche en dihydrochalcones (CP) sont dissous dans 10 mL
d’acétate d’éthyle. L'APTS supporté (1 g par mmol d’alcool) est additionné et le mélange est agité
pendant 18 h a température ambiante. Le suivi CCM indique la conversion de l'alcool. L'APTS est
filtré sous vide avec un entonnoir en verre fritté, le solvant est évaporé et le résidu est lyophilisé pour

obtenir la fraction modifiée.

Fraction modifiée avec 10% m/m d’alcool 4-hydroxycinnamique (DP1)

HO /0 OH OH HO HO OH 0\
= =
OH © OH O

Formule chimique: C,5H,40¢ Formule chimique: C,5H,40¢
Masse molaire: 420,45 g/mol Masse molaire: 420,45 g/mol
1a 1b

HO HO OH
O 3
OH O

Formule chimique: C,4H,,05
Masse molaire: 390,43 g/mol
1c

Figure 15. Structures des balsacones A, B et C formées dans les fractions enrichies en balsacones DP1, DP2
et DP3.

En suivant la procédure générale ci-dessus, 100,2 mg de la fraction CP, 10,0 mg d’alcool 4-
hydroxycinnamique (26) et 66,6 mg d’APTS supporté ont conduit & 94,8 mg de la fraction enrichie en

balsacones DP1.
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Figure 16. Chromatogramme de la fraction modifiée avec 10 % m/m d’alcool 4-hydroxycinnamique (DP1). Les

rapports m/z des balsacones (1a-c) formées sont mis en évidence au-dessus des pics ; ordonnée en % relatif ;

UV 265,4 nm. L’encadré en vert représente la zone des DHCs (2a-c) et celui en rouge la zone des balsacones

(1a-c). tr = 17,5 min, m/z 419,0 [M-H] (calculé pour C25H230s, 419,16); tr = 18,2 min, m/z 419,0 [M-H]" (calculé
pour C2sH2306, 419,16); tr = 19,0 min, m/z 389,0 [M-H]- (calculé pour C24H210s, 389,15).

Fraction modifiée avec 20% m/m d’alcool 4-hydroxycinnamique (DP2)

En suivant la procédure générale ci-dessus, 100,2 mg de la fraction CP, 20,0 mg d’alcool 4-
hydroxycinnamique (26) et 133,2 mg d’APTS supporté ont conduit a 105,8 mg de la fraction enrichie

en balsacones DP2.
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Figure 17. Chromatogramme de la fraction modifiée avec 20 % m/m d’alcool 4-hydroxycinnamique (DP2). Les

rapports m/z des balsacones (1a-c) formées sont mis en évidence au-dessus des pics ; ordonnée en % relatif ;

UV 265,4 nm. L’encadré en vert représente la zone des DHCs (2a-c) et celui en rouge la zone des balsacones

(1a-c). tr = 17,5 min, m/z 419,0 [M-H] (calculé pour C25H230s, 419,16); tr = 18,2 min, m/z 419,0 [M-H]- (calculé
pour C2sH230s, 419,16); tr = 19,0 min, m/z 389,0 [M-H] (calculé pour C24H210s, 389,15).

SN S AN

Fraction modifiée avec 30% m/m d’alcool 4-hydroxycinnamique (DP3)

En suivant la procédure générale ci-dessus, 100,3 mg de la fraction CP, 30,1 mg d’alcool 4-
hydroxycinnamique (26) et 200,4 mg d’APTS supporté ont conduit a 114,8 mg de la fraction enrichie

en balsacones DP3.
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Figure 18. Chromatogramme de la fraction modifiée avec 30 % m/m d’alcool 4-hydroxycinnamique (DP3). Les

rapports m/z des balsacones (1a-c) formées sont mis en évidence au-dessus des pics ; ordonnée en % relatif ;

UV 265,4 nm. L’encadré en vert représente la zone des DHCs (2a-c) et celui en rouge la zone des balsacones

(1a-c). tr = 17,5 min, m/z 419,0 [M-H] (calculé pour C25H230s, 419,16); tr = 18,2 min, m/z 419,0 [M-H] (calculé
pour C2sH230s, 419,16); tr = 19,0 min, m/z 389,0 [M-H] (calculé pour C24H210s, 389,15).

Fraction modifiée avec I'alcool 3,4-diméthoxycinnamique (EP)

/O /O OH OH /O O HO O OH O D\
~o g = O g ~o =

OH O OH O
Formule chimique: C7H,507 Formule chimique: Cy7H50;
Masse molaire: 464,51 g/mol Masse molaire: 464,51 g/mol
42a a2b
DX O
~o =
OH O

Formule chimique: Co5H2504
Masse molaire: 434,48 g/mol
42c

Figure 19. Structures hypothétiques des analogues 3,4-diméthoxycinnamiques formés dans la fraction EP.

En suivant la procédure générale ci-dessus, 100,0 mg de la fraction CP, 26,0 mg d’alcool 3,4-

diméthoxycinnamique (28) et 134,5 mg d’APTS supporté ont conduit a 113,9 mg de la fraction EP.
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Figure 20. Chromatogramme de la fraction modifiée avec I'alcool 3,4-diméthoxycinnamique (EP). Les rapports
m/z des analogues (42a-c) formés sont mis en évidence au-dessus des pics ; ordonnée en % relatif ; UV
265,4 nm. L’encadré en vert représente la zone des DHCs (2a-c), celui en rouge la zone des balsacones (1a-
c) et celui en bleu la zone des analogues (42a-c). tr = 21,6 min, m/z 463,7 [M-H]" (calculé pour C27H2707,
463,18); tr = 22,5 min, m/z 463,7 [M-H] (calculé pour C27H2707, 463,18); tr = 23,3 min, m/z 433,6 [M-H]
(calculé pour C2sH2506, 433,17).
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Fraction modifiée avec I’'alcool 4-méthoxycinnamique (FP)

/O /O OH OH /O O HO O OH O O\

OH O OH O
Formule chimique: CogH,0g Formule chimique: CygH60¢
Masse molaire: 434,48 g/mol Masse molaire: 434,48 g/mol
43a 43b
DX O
=
OH O

Formule chimique: Cp5H,,05
Masse molaire: 404,46 g/mol
43c

Figure 21. Structures hypothétiques des analogues 4-méthoxycinnamiques formés dans la fraction FP.

En suivant la procédure générale ci-dessus, 100,0 mg de la fraction CP, 21,9 mg d’alcool 4-

méthoxycinnamique (29) et 133,4 mg d’APTS supporté ont conduit a 110,6 mg de la fraction FP.
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Figure 22. Chromatogramme de la fraction modifiée avec 'alcool 4-méthoxycinnamique (FP). Les rapports
m/z des analogues (43a-c) formés sont mis en évidence au-dessus des pics ; ordonnée en % relatif ; UV
265,4 nm. L’encadré en vert représente la zone des DHCs (2a-c), celui en rouge la zone des balsacones (1a-
c) et celui en bleu la zone des analogues (43a-c). tr = 24,6 min, m/z 433,6 [M-H] (calculé pour C26H250s,
433,17); tr = 25,2 min, m/z 433,6 [M-H] (calculé pour C26H2506, 433,17); tr = 25,9 min, m/z 403,6 [M-H]
(calculé pour C25H230s, 403,16).

46



Fraction modifiée avec I’'alcool cinnamique (GP)

I HO I OH I O
=
OH ©

Formule: C55H,404
Masse molaire: 404,46 g/mol
44b

Formule chimique: Cy5H,405
Masse molaire: 404,46 g/mol

44a

I HO I OH I
=
OH O

Formule chimique: Cy4H55,0,4
Masse molaire: 374,43 g/mol
d4c

Figure 23. Structures hypothétiques des analogues cinnamiques formés dans la fraction GP.
En suivant la procédure générale ci-dessus, 100,0 mg de la fraction CP, 17,1 uL d’alcool cinnamique

(30) 98 % et 133,4 mg d’APTS supporté ont conduit a 112,8 mg de la fraction GP. L’alcool cinnamique

a été placé dans un bain d’eau chaude avant d’étre prélevé étant donné son état solide-liquide a

température ambiante.
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Figure 24. Chromatogramme de la fraction modifiée avec I'alcool cinnamique (GP). Les rapports m/z des
analogues (44a-c) formés sont mis en évidence au-dessus des pics ; ordonnée en % relatif ; UV 265,4 nm.
L’encadré en vert représente la zone des DHCs (2a-c), celui en rouge la zone des balsacones (1a-c) et celui
en bleu la zone des analogues (44a-c). tr = 23,7 min, m/z 403,7 [M-H] (calculé pour C25H230s5, 403,16); tr =
26,0 min, m/z 403,7 [M-H] (calculé pour C2sH230s, 403,16); tr = 27,0 min, m/z 373,7 [M-H] (calculé pour
C24H2104, 373,15).
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Fraction modifiée avec I'alcool coniférylique (HP)

HO /O OH OH HO. O HO O OH O O\
~o i = . ! ~o =

OH O OH O
Formule chimique: CogH507 Formule chimique: CygH»607
Masse molaire: 450,48 g/mol Masse molaire: 450,48 g/mol
45a 45b
HO O HO O OH 0
O0C O
OH O

Formule chimique: C55H,404
Masse molaire: 420,45 g/mol
45¢

Figure 25. Structures hypothétiques des analogues coniféryliques formés dans la fraction HP.

En suivant la procédure générale ci-dessus, 100,0 mg de la fraction CP, 24,0 mg d’alcool

coniférylique (31) et 133,3 mg d’APTS supporté ont conduit a 116,5 mg de la fraction HP.

18 209/5
18991 *
10,706

<]

<] 20,635 *
<
<2174
<] 24,196

4

<] 24,958

Fd 12,355 *
b=q17.474

I L N

Figure 26. Chromatogramme de la fraction modifiée avec I'alcool coniférylique (HP). Les rapports m/z des
analogues (45a-c) formés sont mis en évidence au-dessus des pics ; ordonnée en % relatif ; UV 265,4 nm.
L’encadré en vert représente la zone des DHCs (2a-c), celui en rouge la zone des balsacones (1a-c) et celui
en bleu la zone des analogues (45a-c). tr = 19,0 min, m/z 449,6 [M-H]" (calculé pour C26H2507, 449,17); tr =
19,0 min, m/z 449,6 [M-H] (calculé pour C26H2507, 449,17); tr = 19,7 min, m/z 419,6 [M-H]- (calculé pour
C25H2306, 419,16).
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Fraction modifiée avec I’'alcool 4-méthoxybenzylique (IP)

|
WO . ”OO\
OH ©

CH O
Formule chimique: Co4H40¢ Formule chimique: C54H;40¢
Masse molaire: 408,44 g/mol Masse molaire: 408,44 g/mol
46a 46b

/O. 'I HO: !] :OH l.
OH O

Formule chimique: C;3H,,054
Masse molaire: 378,42 g/mol
46c

Figure 27. Structures hypothétiques des analogues 4-méthoxybenzyliques formés dans la fraction IP.

En suivant la procédure générale ci-dessus, 100,0 mg de la fraction CP, 16,9 yL d'alcool 4-
méthoxybenzylique (32) 98 % et 133,2 mg d’APTS supporté ont conduit a 113,1 mg de la fraction IP.
L’alcool 4-méthoxybenzylique a été placé dans un bain d’eau chaude avant d’étre prélevé étant

donné son état solide a température ambiante.
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Figure 28. Chromatogramme de la fraction modifiée avec I'alcool 4-méthoxybenzylique (IP). Les rapports m/z
des analogues (46a-c) formés sont mis en évidence au-dessus des pics ; ordonnée en % relatif ; UV
265,4 nm. L’encadré en vert représente la zone des DHCs (2a-c), celui en rouge la zone des balsacones (1a-
c) et celui en bleu la zone des analogues (46a-c). tr = 21,0 min, m/z 407,7 [M-H] (calculé pour C24H230s,
407,16); tr = 21,8 min, m/z 407,7 [M-H] (calculé pour C24H2306, 407,16); tr = 22,6 min, m/z 377,6 [M-H]
(calculé pour C23H210s, 377,15).
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Fraction modifiée avec I'alcool 2-hydroxybenzylique (JP)

OH O

OH OH OH O
Formule chimique: C,3H,,04 Formule chimique: C;3H,,04
Masse molaire: 394,42 g/mol Masse molaire: 394,42 g/mol
47a 47b
'. HO: ! OH ll
OH OH O

Formule chimique: Cy5H5,05
Masse molaire: 364,39 g/mol
47c

Figure 29. Structures hypothétiques des analogues 2-hydroxybenzyliques formés dans la fraction JP.

En suivant la procédure générale ci-dessus, 100,0 mg de la fraction CP, 16,5 mg d’alcool 2-

hydroxybenzylique (33) et 132,9 mg d’APTS supporté ont conduit a 104,1 mg de la fraction JP.
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Figure 30. Chromatogramme de la fraction modifiée avec I'alcool 2-hydroxybenzylique (JP). Les rapports m/z
des analogues (47a-c) formés sont mis en évidence au-dessus des pics ; ordonnée en % relatif ; UV
265,4 nm. L’encadré en vert représente la zone des DHCs (2a-c), celui en rouge la zone des balsacones (1a-
c) et celui en bleu la zone des analogues (47a-c). tr = 20,9 min, m/z 393,6 [M-H]" (calculé pour C23H210s,
393,14); tr = 20,8 min, m/z 393,6 [M-H]- (calculé pour C23H210s, 393,14); tr = 21,7 min, m/z 363,6 [M-H]
(calculé pour C22H190s, 363,13).

50



3.4.5 TESTS BIOLOGIQUES

Tests antibactériens

L’activité antibactérienne des fractions méres et modifiées a été évaluée sur Staphylococcus aureus
et Escherichia coli selon une méthode de microdilution adaptée de Banfi et al.8% Les bactéries sont
ensemencées dans des plaques de 96 puits (Costar, Corning Inc) a 5 x 108 bactéries/puits pour E.
coli (ATCC25922) et 3,5 x 10* bactéries/puits pour S. aureus (ATCC25923). Les cultures
bactériennes sont traitées avec 100 uL des fractions dissoutes dans I'éthanol a différentes
concentrations, et diluées dans un bouillon nutritif. La concentration maximale en éthanol est de
0,25 % v/v pour éviter la toxicité du solvant. Les plaques sont incubées a 37 °C pendant 24 h.
L’absorbance est ensuite mesurée a 600 nm. La gentamycine est utilisée comme contréle positif. Les
résultats sont exprimés par la concentration minimale qui inhibe de 90 % la croissance bactérienne
(CMls0). Deux expériences ont été conduites indépendamment et chacun des essais a été reproduit

en triplicata.

Tests de cytotoxicité

La cytotoxicité des fractions méres et modifiées a été évaluée sur les cellules fibroblastes humains
normaux WS-1. Les cellules WS-1 sont placées dans des plaques a 96 puits (Costar, Corning Inc) a
5 x 103 cellules/puits dans 100 yL de milieu de culture (DMEM, solution de 10 % de sérum foetal
bovin, vitamines, pénicilline et streptomycine). Les plaques sont incubées pendant 24 h. Les cultures
cellulaires sont traittes avec 100 pL de fractions dissoutes dans I'éthanol a différentes
concentrations, et diluées dans le milieu de culture (DMEM). La concentration maximale en éthanol
est de 0,25 % v/v pour éviter la toxicité du solvant. Les plaques sont incubées a 37°C pendant 48 h.
La cytotoxicité est évaluée a I'aide d’un test de fluorométrie Hoechst 33342.7' La fluorescence est
mesurée au lecteur de plaque Fluoroskan Ascent FL (ThermoFisher Scientific) a 355 (excitation) et
460 nm (émission). La daunorubicine est utilisée comme contrdle positif. Les résultats sont exprimés
par la concentration minimale qui inhibe de 50 % la croissance cellulaire (ICs0). Deux expériences

ont été conduites indépendamment et chacun des essais a été reproduit en triplicata.
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CONCLUSION

Dans le premier volet du projet, la production d’asébogénine (2a) a partir d’'un glycoside de
dihydrochalcone (27) présent dans les parties aériennes de K. angustifolia a été réalisée. La méthode
mise au point permet de produire efficacement I'asébogénine et permet au passage de valoriser une
plante indésirable. L’asébogénine résultant de ce procédé pourra éventuellement étre utilisé comme
précurseur renouvelable dans I'hémisynthése verte de la balsacone A (1a) ou de nouveaux

analogues.

Le deuxieme volet de cette maitrise visait a améliorer les propriétés biologiques de I'extrait du
bourgeon de P. balsamifera en réalisant 'hémisynthése in situ de balsacones et d’analogues. Pour
ce faire, une approche répondant a plusieurs principes de la chimie verte a été employée. Elle
constitue, entre autres, une alternative a la synthése multi-étapes, permet de contourner les
précurseurs protégés et d’accéder rapidement a des mélanges complexes de dérivés d’intérét.
L'utilisation de réactifs moins nocifs et de précurseurs biosourcés assure une méthode plus
sécuritaire et respectueuse de I'environnement. De cette fagon, I'extrait de bourgeon a pu étre modifié
avec différents alcools pour former des balsacones (1a-c) et des analogues. Tous les extraits
modifiés obtenus sont actifs contre S. aureus a des concentrations non toxiques pour les fibroblastes
humains normaux (WS-1). La modulation dans l'extrait avec I'alcool 4-méthoxybenzylique (32) a
conduit a un extrait modifié dont I'activité antibactérienne contre S. aureus parait supérieure a celle
de I'extrait enrichi en balsacones. La poursuite de ces travaux permettrait de perfectionner la méthode
de production d’analogues de molécules antibactériennes, par exemple, en utilisant une fraction riche
en DHCs exempte de balsacones. Additionnellement, I'évaluation de I'activité des fractions modifiées
contre les souches de S. aureus résistantes a la méthicilline permettrait de dresser un meilleur portrait

de leur potentiel bioactif.
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