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RESUME

Au cours des dernieres décennies, plusieurs souches bactériennes ont développé des
résistances face aux antibiotiques. C’est notamment le cas de Staphylococcus aureus résistant
a la méticilline (SARM) qui a développé des mécanismes de résistance. L’apparition des
bactéries multirésistantes a motivé la recherche de nouveaux composés issus de métabolites
secondaires des plantes. L’usage des bourgeons de Populus balsamifera L. en médecine
traditionnelle autochtone, pour traiter les blessures, a mené a I’investigation de cette matrice
végétale par le Laboratoire d’analyse et de séparation des essences végétales (LASEVE). Ces
travaux ont mené a 1’isolement de trois nouveaux composés: les balsacones A, B et C ayant
une activité antibiotique contre S. aureus. Malheureusement, ces molécules sont présentes en
faibles quantités dans les bourgeons de P. balsamifera L., leur purification est également
fastidieuse et coliteuse. Cependant, les dihydrochalcones (DHCs), précurseurs de ces
balsacones, sont beaucoup plus abondantes dans les bourgeons.

A la suite de ces constats, ce projet de maitrise avait comme objectif principal le
développement d’une méthode d’hémisynthese des balsacones A, B et C a partir de leurs
précurseurs biosourcés. La voie de synthese a été développée par alkylation de Friedel-Crafts,
sans protection, entre des DHCs et des alcools allyliques synthétisés a partir de leurs acides
correspondants en deux étapes. Les balsacones A, B et C ont été synthétisées avec des
rendements d’alkylation de 70, 51 et 56 % respectivement. Par la suite, cinq nouveaux
analogues ont également été synthétisés avec des rendements d’alkylation de 40 a 63 % et de
21 % pour un produit secondaire de double alkylation.

Les huit molécules obtenues ont été soumises a des tests antibactériens contre
Escherichia coli, Staphylococcus auréus et 10 souches de Staphylococcus aureus résistantes
a la méthicilline (SARMs). Les balsacones A, B et C ainsi que 1’analogue A ont démontré
une activité antibiotique contre S. aureus et les SARMs avec des CMlIy < 10 uM. Les
analogues B, C et D ont également montré des activités modérées contre les différents
SARMs avec des CMIy, < 29 uM. Au contraire, I’analogue E n’a pas montré d’activité contre
les bactéries testées. Ces résultats ont permis d’observer une relation structure-activité
permettant de suggérer des pistes prometteuses pour la synthése de nouveaux analogues.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION



1.1  PROBLEMATIQUE

L’humanité tente depuis longtemps de lutter contre les infections avec les moyens
dont elle dispose, selon 1’époque. A I'ere médiévale (du 5¢ au 15¢ siecle), I’hospitalisation
d’un soldat était souvent plus dangereuse qu’une bataille au front. Un patient avec des
blessures mineures pouvait facilement contracter une infection mortelle due aux conditions
d’hygiene médiocres et aux risques élevés de propagation entre les individus. Le nettoyage
des instruments chirurgicaux était inexistant, six patients pouvaient occuper un méme lit
d’hopital et les traitements favorisaient la propagation des infections virales et bactériennes.
C’est seulement au début des années 1900 que I’hygiene fut grandement améliorée. Durant
cette époque, la santé publique a effectivement pu jouir de multiples avancements, tels que
I’utilisation du savon devenant répandu, la pasteurisation du lait, I’apparition de systemes de
traitement des eaux et des égouts ainsi que le début de la chloration des réserves d’eau
potable. Les travaux de Robert Koch sur I’anthrax prouverent que les bactéries sont des
agents infectieux spécifiques. Le concept d’aseptisation chirurgicale, introduit par Joseph
Lister, fait chuter le taux de mortalité post-amputation de 45 a 15 %. Le nettoyage des
hopitaux, de méme que le lavage des mains et des nouveaux patients deviennent des pratiques
courantes. Malgré ces nombreux avancements, le taux de mortalité des patients ayant
contracté une pneumonie, la tuberculose ou une infection des plaies, reste relativement élevé

(Smith et al. 2012; Wright 2019).

En 1928, Alexandre Fleming découvre le potentiel antibactérien d’une souche rare de
moisissure de Penicillium notatum; ultérieurement le principe actif fut identifi€ comme étant
la pénicilline. Cette découverte mena a I’ére des antibiotiques au cours des années 40 avec le
développement de nombreux antibactériens (Landmarks 1999). Malheureusement, certaines
souches de bactéries ont développé des mécanismes de résistance au cours des années
d’utilisation d’antibiotiques classiques. Ces mécanismes variés sont, par exemple, la
destruction de la partie active des antibiotiques -lactame par 1’action de [P-lactamases,
’apparition de pompes permettant 1’évacuation des médicaments a I’extérieur des bactéries,

la formation d’une barriere protectrice extracellulaire par sécrétion, etc. (Aminov 2010). Bien



que ces phénomenes de résistance soient un processus naturel, la mauvaise utilisation
d’antibiotiques chez I’homme et les animaux accélere leur apparition. L’Organisation
mondiale de la Santé (OMS) stipule que le phénomene de résistance antibactérienne
augmente de facon alarmante partout a travers le monde. Des maladies infectieuses,
précédemment enrayées, refont surface et deviennent de plus en plus difficiles a traiter avec
des antibiotiques auparavant efficaces (WHO 2019). Au Canada, depuis 2019, 26 % de toutes
les infections sont devenues résistantes aux antibactériens et les projections prévoient une
hausse jusqu’a 40 % d’ici 2050. Il s’agit d’une forte augmentation qui pourrait avoir un

impact négatif sur la santé publique, la qualité de vie ainsi que sur I’économie (Wright 2019).

L’une de ces bactéries particulierement résistantes est le Staphylococcus aureus.
Cette bactérie peut causer des infections de la peau, des tissus mous et des voies respiratoires
pouvant mener a un choc septique ou méme a la mort (Nichol ef al. 2011). En effet, S. aureus
était a ’origine de nombreux déceés avant I’avénement des antibiotiques avec un taux de
mortalité des patients infectés de I’ordre de 80 % (Sheagren 1984). La commercialisation de
la pénicilline enraya le probleéme pour une courte durée. Cependant, des 1942 les premieres
souches résistantes a la pénicilline ont été identifiées comme produisant la pénicillinase
(enzyme nommée la -lactamase). Pour lutter contre ces nouvelles souches, une pénicilline
semi-synthétique résistante aux pénicillinases fut mise au point en 1960, la méticilline. Mais
des 1961, des souches de SARMs firent leur apparition. Ces souches se sont dotées d’une
protéine de liaison aux [-lactamines, la PLP2a (protéine de liaison a la pénicilline) qui inhibe
tous les antibiotiques a noyaux [-lactames disponibles en 2010. Les infections de SARMs
doivent étre traitées avec des antibiotiques moins efficaces, entre autres la vancomycine
(Tattevin 2011), ce qui provoque un temps d’hospitalisation plus long, de méme qu’une
augmentation du colt des traitements et du taux de mortalité par rapport aux souches non

résistantes de S. aureus (Cosgrove et al. 2005).
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De nouvelles classes d’antibiotiques doivent étre découvertes afin de lutter
efficacement contre la menace grandissante des bactéries multirésistantes. Plusieurs plantes
et animaux sont actuellement a 1’étude pour tenter de trouver des antibactériens qui pourraient
offrir de nouveaux mécanismes d’action, induisant I’apparition de souches résistantes a une

vitesse inférieure a celle des antibiotiques actuellement disponibles (Coates et al. 2011).

L’une des plantes récemment étudiées est le peuplier baumier (Populus
balsamifera L., figure 1), qui est un grand arbre feuillu de la famille des salicacées et qui peut
atteindre 35 m de hauteur (Marie-Victorin et al. 2002). Il s’agit d’un arbre indigene de
I’Amérique du Nord a croissance rapide, préférant les sols humides et possédant une
excellente tolérance au froid. Considéré comme étant le feuillu le plus nordique, sa longévité
moyenne est de 70 ans et il peut tolérer le sel et la pollution (Pépiniere Aux Arbres Fruitiers,
2019). Ses feuilles vert foncé sont largement ovées, sa floraison est printaniere et ses
bourgeons sont volumineux, glabres et résineux. La résine de ses bourgeons dégage une
odeur aromatique (Marie-Victorin et al. 2002). Son bois mou est utilisé pour la fabrication
de matériaux de construction et par I’industrie forestiere. Ses bourgeons étaient utilisés par
plusieurs tribus amérindiennes pour traiter différentes maladies de la peau ou pour soigner
les coupures, les plaies et les ecchymoses (Moerman 2009; Uprety et al. 2012). La présence
de divers flavonoides dans la composition de propolis, échantillonnées aux quatre coins du
globe, suggere 1'utilisation des bourgeons de peuplier pour la fabrication de la propolis
(Vardar-Unlii et al. 2008; Salatino et al. 2011). La propolis est un sous-produit des abeilles
utilisé pour assainir la ruche et lutter contre les envahisseurs (Salatino et al. 2011). Ces
différentes utilisations par les peuples autochtones ainsi que par les abeilles ont suggéré la
présence de composés antibactériens dans les bourgeons de peuplier (Moerman 2009; Uprety

etal.2012).



Figure 1. Peuplier baumier (Populus balsamifera L.).

(Ministere Ressources naturelles Canada, 2020).

C’est a la suite de ces constats que les chercheurs du Laboratoire d’analyse et de
séparation des essences végétales (LASEVE) se sont intéressé a I’identification des
métabolites secondaires responsables du potentiel antibactérien des bourgeons de Populus
balsamifera L. Le LASEVE s’est donné comme mission la découverte des principes actifs a
I’origine de 1’'usage thérapeutique traditionnel des plantes boréales. En 2013, les travaux du
laboratoire ont permis 1’identification de trois nouveaux dérivés dihydrochalcones (DHCs),
principaux responsables de 1’activité antibactérienne des bourgeons de peuplier baumier. Ces
composés, nommés balsacones (figure 2) A (1), B (2) et C (3), ont montré une forte activité
contre le Staphylococcus aureus avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
variant de 3,1 a 6,3 uM (Lavoie et al. 2013). La poursuite de ces travaux a permis au
LASEVE de découvrir 19 autres dérivés DHCs, présents en plus faibles quantités dans les
bourgeons, mais dont pres de la moitié ont montré des activités contre le S. aureus et/ou

différentes souches de SARMs (Simard 2013; Simard et al. 2016).



1R!=0OCH; R% = OH (balsacone A)
2R'=0H R?=0CH, (balsacone B)
3R'=0H R?=H (balsacone C)

Figure 2. Structure des balsacones A (1), B (2) et C (3).
(Lavoie et al. 2013).

Bien que les résultats de ces travaux soient encourageants, un probléme majeur
s’impose afin de poursuivre le développement biopharmaceutique des balsacones. Leur
isolation est ardue et ces molécules sont présentes seulement en faibles quantités dans les
bourgeons de P. balsamifera. Une voie de synthese totale a ét€ développée pour les
balsacones B (2) et C (3), mais celle-ci est fastidieuse et offre de faibles rendements
(Burmaoglu 2017). Une méthode de synthese alternative doit €tre mise au point afin d’obtenir

ces composés d’intérét a moindre colt.

1.2 OBJECTIFS

Les objectifs du présent projet de maitrise sont :

e De développer une méthode d’hémisynthese des balsacones A (1), B (2) et C (3)
a partir de substrats biosourcés (ex : P. balsamifera).

e D’utiliser la méthode développée pour la synthése de nouveaux analogues.

e D’identifier des especes végétales riches en dihydrochalcones afin de disposer de

précurseurs biosourcés et diversifiés.
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Il'y a plus de 50 ans, (Eyton et al. 1965) avaient proposé une voie de biosynthese pour
la formation des néoflavonoides. Cette voie passait notamment par 1’alkylation d’unités
phénoliques, par des pyrophosphates cinnamiques (ou leurs équivalents biologiques), au lieu
de I’acylation impliquant la cinnamoyl co-enzyme A, suggérée précédemment (Harborne
1964; Eyton et al. 1965). Vingt-cinq ans plus tard, (Conserva et al. 1990) proposaient la
cinnamylation directe de DHCs par des alcools allyliques pour expliquer la biosyntheése de
la balsacone B (2) ainsi que plusieurs flavonoides présents dans différentes parties de
Iryanthera laevis Markgr. Conserva et ses collaborateurs (Conserva et al. 1990) avaient
soupconné I’existence de la balsacone B (2) sans avoir été en mesure de 1’isoler. Suivant la
découverte des balsacones A (1), B (2) et C (3) présentes dans les bourgeons de P.
balsamifera, (Lavoie et al. 2013) proposent également la cinnamylation des DHCs comme

voie biosynthétique possible de ces composés (Conserva et al. 1990; Lavoie et al. 2013).

Ainsi, la stratégie d’hémisynthese envisagée passe par I’alkylation de Friedel-Crafts
de DHC:s et d’alcools allyliques pour 1’obtention des balsacones A (1), B (2), C (3) et de

différents analogues (figure 3).

R! R3 OH R* R! R? OH R*
LA T == T
Alkylation de
OH O Friedel-Crafts OH O

Balsacones ou analogues Alcools allyliques Dihydrochalcones

Figure 3. Rétrosynthese des balsacones et analogues.
(Simard et al. 2014; Simard et al. 2016).



22 LES ACIDES ET ALCOOLS ALLYLIQUES

2.2.1. Considérations générales

Les alcools allyliques aromatiques sont des métabolites secondaires possédant une
fonction alcool située sur le carbone voisin (dénommé carbone allylique) d’une double
liaison C=C (Gunawardena 2019); celle-ci est conjuguée avec le cycle aromatique. Les
alcools allyliques aromatiques ou dérivés cinnamiques (figure 4,10 a 12), également appelés
monolignols, sont principalement utilisés par les plantes pour la fabrication des lignines par
polymérisation (Boerjan ef al. 2003). Ces polymeres sont utilisés pour solidifier les parois
cellulaires végétales et pour les rendre imperméables; elles protegent les polysaccharides des
parois contre la dégradation microbienne et procure une résistance a la pourriture. Leur
biosynthese est également stimulée par des stress biotiques et abiotiques (Vanholme et al.
2010). Les alcools cinnamylique (9), p-coumarylique (10), coniférylique (11), synapylique
(12) et p-méthoxycinnamylique (13) sont rarement présents a I’état d’alcools libres dans les
plantes, malgré que (10) a (12) sont des monomeres des lignines. On retrouve plutdt leurs
acides correspondants, soit les acides : cinnamique (4) (Hoskins 1984); p-coumarique (5)
(Pei et al. 2016); férulique (6) (Silva et Batista 2017) sinapique (7) (Chen 2016) et plus
rarement p-méthoxycinnamique (8) (Hidalgo et al. 2015). Ces acides sont présents dans
différents fruits, légumes et céréales (Hoskins 1984; Chen 2016; Pei et al. 2016; Silva et
Batista 2017). Plusieurs de ces acides ont des activités thérapeutiques variées telles que
antioxydantes, anti-inflammatoires, antimutagenes, anti-ulceres et anticancéreuses (Chen

2016; Pei et al. 2016; Silva et Batista 2017).
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Acides Alcools
Ri=H Rp=H R3=H 4 9
Ri=H R;=OH R3=H 5 10
Ri=H R;=0OH R3=OMe 6 1
Ri=0OMe R;=0OH Rj3;=0OMe 7 12
Ry=H R,=OMe R3=H 8 13

Figure 4. Principaux acides cinnamiques et leurs alcools correspondants.

(4) Acide cinnamique; (5) acide p-coumarique; (6) acide férulique; (7) acide sinapique;
(8) acide p-méthoxycinnamique; (9) alcool cinnamylique; (10) alcool p-coumarylique;
(11) alcool coniférylique; (12) alcool sinapylique et (13) alcool p-méthoxycinnamylique.
Figure inspirée de (Quideau et Ralph 1992).

2.2.2. La biosynthese des alcools allyliques

La biosynthese des alcools allyliques aromatiques (monolignols) fait partie du méme
réseau phénylpropanoide que les DHCs (Ibdah et al. 2018). Vanholme et ses collaborateurs
(Vanholme et al. 2010) proposent une voie de biosynthese (figure 5) a partir de 1’acide
aminée L-phénylalanine (14) pour synthétiser 1’acide cinnamique (4) par ’action de
I’enzyme PAL, suivie de 1’ajout d’une fonction hydroxyle en position C-4 par la C4H pour
obtenir I’acide p-coumarique (5), ensuite la Coenzyme A (CoA) intervient par 1’action de
I’enzyme 4CL pour synthétiser le p-coumaroyl-CoA (15). Le p-coumaroyl-CoA est
subséquemment réduit par 1’action de la CCR pour obtenir le p-coumaraldéhyde (16), suivie
d’une seconde réduction par I’enzyme CAD pour synthétiser I’alcool p-coumarylique (10)
représentant le monolignol H des lignines. La biosynthése des alcools coniférylique (11) et
sinapylique (12) (monolignols S et G respectivement) est également illustrée a la figure 5

(Vanholme et al. 2010).
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HO._O HO__O HO__ O
/S C4H /i PAL §NH
- - 2
OH

Acide p-coumarique Acide cinnamique L-Phénylalanine
®) 4 (14)
4CL
CoAS._.0 RO~ RO~ CoAS._O CoAS.__O
Z HCT & C3H Z HCT Z  CCoA-OMT #
—_— —_— —_— —_—
OH OH OMe
OH OH OH OH OH
p-Coumaroyl-CoA p-Coumaroyl Cafféoyl Cafféoyl-CoA Féruloyl-CoA
(15) acide shikimique/  acide shikimique/ (19) (20)
acide quinique acide quinique
CCR (17) (18) CCR
R=acide shikimique/acide quinique
H__O H_O H_O H_O
7 Z comMT  # F5H 7
- -
MeO OMe HO' OMe OMe
OH OH OH OH
p-Coumaraldéhyde Sinapaldéhyde 5-hydroxy- Coniféraldéhyde
(16) (23) coniféraldéhyde (21)
(22)
l CAD l CAD l CAD
OH OH OH
=z = =z
MeO OMe OMe
OH OH OH
Alcool p-coumarylique Alcool sinapylique Alcool coniférylique
(10) (12) 11)
Lignine H Lignine S Lignine G

Figure 5. Principales voies biosynthétiques des monolignols.

Alcool p-coumarylique (10), alcool coniférylique (11) et alcool sinapylique (12);

PAL, phenylalanine ammonia-lyase; C4H, cinnamate 4-hydroxylase; 4CL, 4-coumarate :
CoA ligase; C3H, p-coumarate 3-hydroxylase; HCT, p-hydroxycinnamoyl-CoA: quinate/shikimate
p-hydroxycinnamoyltransferase; CCoAOMT, caffeoyl-CoA O-methyltransferase; CCR,
cinnamoyl-CoA reductase; FSH, ferulate 5-hydroxylase; COMT, caffeic acid O-methyltransferase;
CAD, cinnamyl alcohol dehydrogenase.

Figure inspirée de (Vanholme et al. 2010).
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2.2.3. Stratégie de synthese des alcools allyliques

La stratégie de synthese des alcools allyliques (figure 6, 9 a 13) est effectuée en deux
étapes simples et assez bien documentées. Il s’agit d’utiliser les acides correspondants
(4 a 8), plus abondants et biosourcés, pour procéder a leur estérification (24 a 28) suivie de
la réduction des esters correspondants en alcools (9 a 13) par deux réductions successives.
L’estérification (figure 6, 1) des acides dérivés cinnamiques (4 a 8) est effectuée en utilisant
un acide de Brgnsted en quantité catalytique, tel que I’acide Para-Toluéne Sulfonique (APTS)
(Burmaoglu 2017) ou I’acide sulfurique (H,SO,) dans un exces de MeOH (Moussouni et al.
2011) ou d’EtOH (Li et al. 2009) au reflux, pour I’obtention des esters méthyliques (24 a 28)
ou éthyliques respectivement, par une réaction d’estérification de Fischer (Fischer et Speier
1895; Quideau et Ralph 1992). La seconde réaction est la réduction (figure 6, ii) des esters
(24 a 28) en alcools (9 a 12), le réducteur le plus utilisé est le DIBAL-H (Quideau et Ralph
1992; Burmaoglu 2017; Konradova et al. 2017) dans du toluéne anhydre a 0 °C pendant
1 h 30, pour I’obtention des alcools correspondants (Quideau et Ralph 1992). La réaction
peut également étre effectuée a -78 °C dans le dichlorométhane (DCM) (Burmaoglu 2017,
Konrddovd et al. 2017) ou en utilisant LiAIH,/BnCl dans du THF a TA (Wang et al. 2009).

L’ester est d’abord réduit en aldéhyde pour ensuite subir une seconde réduction en alcool.

R i R . R
1 N oH i) 1 Y OMe ii) 1 Y oH
Ry Ry Ry
R3 R; R;
Acides Esters Alcools

Ri=H Rp=H  Rsg=H 4 24 9
Ry=H R,=OH Rz=H 5 25 10
Ry=H R,=OH Rj=OMe 6 26 1
R;=OMe R;=OH Rj3=OMe 7 27 12
Ry=H R,=OMe Rz=H 8 28 13

Figure 6. Stratégie de synthese des différents alcools allyliques
a partir de leurs acides respectifs.
i) APTS, MeOH, reflux, 17 h (Burmaoglu 2017); ii) DIBAL-H, tolué¢ne anhydre, 0 °C, 1 h 30
(Quideau et Ralph 1992); (24) méthyl cinnamate; (25) méthyl 4-hydroxycinnamate;
(26) méthyl ferulate; (27) méthyl sinapate; (28) méthyl 4-méthoxycinnamate.
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23 LES DIHYDROCHALCONES

2.3.1. Considérations générales

Les DHCs sont des métabolites secondaires appartenant a la sous-classe chalcone des
flavonoides présents dans divers végétaux (Panche et al. 2016). Ce sont des flavonoides a
chaine ouverte possédant un squelette benzyle acétophénone (Riviere 2016) et les cycles
aromatiques A et B sont liés ensemble par un systéme carbonyle a trois carbones o, -saturé
(figure 7) (Ibdah et al. 2018). Ce sont des composés structurellement proches des flavanones,
flavanols, chalcones et rétrochalcones (Riviere 2016). Ils diffeérent toutefois des chalcones
par I’absence d’une double liaison entre les carbones a et 3 de la chaine carbonée (Panche et

al.2016).

Figure 7. Squelette de base des dihydrochalcones.
Figure inspirée de (Ibdah et al. 2018).

Les DHC:s affichent une grande variabilité de substitutions hydroxyles et méthoxyles
(figure 7) (Ibdah et al. 2018) : elles sont présentes dans les plantes sous forme simple,
O-glycosylées, parfois C-glycosylées, C-benzylées, prénylées (Riviere 2016) et méme
hydroxycinnamylées (Lavoie ef al. 2013). A ce jour, 256 DHCs naturelles ont été identifiées
dans plus de 46 familles de plantes. Ces métabolites secondaires sont produits dans diverses
parties des plantes en réponse a des stress biologiques ou environnementaux. Les DHCs

suscitent I’intérét de la communauté scientifique en raison de leurs diverses activités



biologiques, telles que : édulcorants, anti-inflammatoires, antioxydants, antimicrobiens,

antispasmodiques et cytotoxiques (Riviere 2016).

Les DHCs d’intérét pour la présente étude sont illustrées a la figure 8, il s’agit : de la
2’ 4’ ,6’-trihydroxydihydrochalcone (29) isolée des bourgeons de Populus balsamifera L.
(Lavoie et al. 2013), de la phlorétine (30) ainsi que de son glycoside la phloridzine (31),
toutes deux isolées du bois ou des fruits des especes Malus (Hoshino et al. 1996; Gupte et
Buolamwini 2009; Ibdah et al. 2018), de la 2° 4’ 6’-trihydroxy-4-méthoxydihydrochalcone
(32) 1isolée des bourgeons de peuplier baumier, de la 4,2°,6’-trthydroxy-4’-
méthoxydihydrochalcone (33) également isolée des bourgeons de Populus balsamifera L.
(Lavoie et al. 2013) et de son glycoside, I’asébotine (34) isolé du Kalmia augustifolia L.
(Harborne 2019).

OH O

2',4' 6'-Trihydroxydihydrochalcone Phlorétine Phloridzine

(29) (30) (31)
OH
™ | o ' ¢

H
pq‘ ° o
OH O OH O Glc/o °

2',4' 6'-Trihydroxy-4-méthoxydihydrochalcone 4,2',6'-Trihydroxy-4'-méthoxydihydrochalcone Asébotine
(32) (33) (34)

Figure 8. Dihydrochalcones d’intérét pour la présente étude.
(Nkengfack et al. 2001; Lavoie et al. 2013; Cui et al. 2019).

2.3.2. La biosynthese des DHCs

La biosyntheése des DHCs fait partie d’un vaste réseau phénylpropanoide produisant
plusieurs métabolites secondaires, tels que les flavonoides, les acides phénoliques, les

lignines, les stilbénes et les lignanes. Ibdah et ses collaborateurs (Ibdah ez al. 2018) proposent
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une voie de biosynthese (figure 9) a partir de I’acide aminée L-phénylalanine (14) pour
synthétiser 1’acide cinnamique (4) par ’action de la PAL, suivie de 1’ajout d’un groupement
hydroxyle par la C4H pour obtenir 1’acide p-coumarique (5), pour ensuite faire intervenir la
Coenzyme A (CoA) par I’action de la 4CL pour synthétiser le p-coumaroyl-CoA (15). Ces
premieres étapes sont identiques a celles utilisées pour la biosyntheése des alcools dérivés
cinnamyliques (figure 5). La double liaison du p-coumaroyl-CoA (figure 9, 15) est réduite
par la HCDBR en p-dihydrocoumaroyl-CoA (37), suivie de I'utilisation de I’enzyme CHS
conjointement avec trois malonyl-CoA pour obtenir la phlorétine (30); (Ibdah et al. 2018)
suggerent que les autres DHCs, substituées en position C-4, seraient biosynthétisées suivant
la formation de la phlorétine (30) par I'usage de différentes enzymes. C’est a partir de cette
supposition que la figure 9 a été réalisée proposant une voie de biosyntheése pour chacune des
DHC:s utilisées dans la présente étude, soit : la 2” 4’6 -trihydroxydihydrochalcone (29), la
phlorétine (30), la 2’4’°,6’-trihydroxy-4-méthoxydihydrochalcone (31), la 472’,6’-
trihydroxy-4’-méthoxydihydrochalcone (32) et son glycoside, I’asébotine (33) (Ibdah ez al.
2018). 11 est également a noter que (Yan et al. 2005) ont utilis€é une voie de biosynthese
similaire a I’aide de souche de levure Saccharomyces cervisiae génétiquement modifiée pour

la synthese de différents dérivés flavanones.
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g
)
OH O
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Figure 9. Voies de biosyntheses proposées pour plusieurs dérivés DHCs
hydroxylés, glycosylés et méthylés.

PAL, phenylalanine ammonia-lyase; CH4, cinnamate 4-hydroxylase; 4CL,
4-coumarate : CoA ligase; HCDBR, hydroxycinnamoyl-CoA double-bound reductase; CHS,
chalcone synthase; Ph-2'-OGT, phloretin-2’-O-glycosyltransferase; OMT, O-methyltransferase et
DHC-2'-OGT, dihydrochalcone-2’-O-glycosyltransferase.

Les génes/enzymes marqués en rouge ont été caractérisés biochimiquement a partir de Malus.
Figure inspirée de (Ibdah et al. 2018).
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2.3.3. La synthese totale des DHCs

La synthese totale des DHCs découle de la syntheése des flavanones qui est bien
documentée (Sato et al. 2006; Wang et al. 2013; Nguyen et al. 2015). Elle est effectuée en
quatre étapes, dont les trois premieres sont communes avec la syntheése des flavanones et des
chalcones, alors que la quatrieme étape est la réduction de la double liaison pour transformer

la chalcone en DHC (Burmaoglu 2017; Jesus et al. 2017; Hu et al. 2018).

La premiere étape consiste en la protection des fonctions hydroxyles d’un
trihydroxyacétophénone ou dérivé méthylé (figure 10, 37 et 38), par des groupements
méthoxyméthyles (MOM) en position C-4 et/ou C-6 en utilisant du chlorométhoxyméthane
(MOMC]) avec une base telle que K,CO; dans I’acétone a TA (Nguyen et al. 2015), par une
réaction de substitution nucléophile bimoléculaire (Sx2) (Vollhardt et Schore 2009). Il existe
différents groupements protecteurs pouvant étre utilisés pour la protection des polyphénols,
tels que les groupements benzyles (Sato et al. 2006), benzoates, acétates et éthers de
2-méthoxyéthoxyméthyles (SynArchive 2019), mais le MOM est le plus largement utilisé
pour la synthese de flavonoides (Wang et al. 2013; Nguyen et al. 2015; Burmaoglu 2017).

La seconde réaction est une condensation de Claisen-Schmidt entre le
trihydroxyacétophénone ou dérivé méthylé protégé (39 et 40) et un benzaldéhyde, substitué
en para ou non (41 a 43), en milieu basique (Burmaoglu 2017). L’acétophénone est d’abord
déprotoné pour former un ion énolate qui attaque ensuite 1’aldéhyde pour former un aldol; il
s’ensuit une déprotonation du carbone en o de la cétone par la base, pour former une double
liaison apres déshydratation, produisant les différents dérivés méthoxymétho-
xyhydroxychalcones (44 a 47) (Levy 2019). La troisieme étape est une déprotection des
groupements MOM par hydrolyse acide dans I’EtOH (Nguyen et al. 2015) ou dans le MeOH
(Wang et al. 2013; Burmaoglu 2017), menant aux dérivés hydroxychalcones (48 a 51). La
quatrieéme et derniere étape est la réduction de la double liaison des carbones o et [} ainsi que
la déprotection des groupements benzyles en position C-4 du cycle B des chalcones

(49 et 51). Ceci peut étre effectué en une seule étape en utilisant Et;SiH comme réducteur
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catalysé par du Pd/C dans un mélange AcOEt/MeOH a TA pour I’obtention des DHCs
voulues (29, 30, 32 et 33). Cette méthode est reconnue pour étre plus rapide, sans danger
d’explosion et pour offrir de meilleurs rendements (Santra et al. 2013; Jesus et al. 2017) que

la méthode classique de réduction des alceénes et/ou déprotection de groupements benzyles

utilisant du gaz H, catalysé au Pd/C dans le MeOH (Huang et al. 2015; Burmaoglu 2017).

R,
8
Ry OH Ry OMOM R, OMOM R,
—_— —_— .
OH O o OH O

OH

37 Ry=OH 39 R, = OMOM 41 Ry=H 44 Ry=OMOM R,=H
38 Ry =OMe 40 R, =OMe 42 R,=0Bn 45 Ry=OMOM R, =OBn
43 R, = OMe iii) 46 R,;=OMOM R,=OMe

47 Ry =OMe R, =0Bn

Ry OH Ry R4 OH R,
iv)
< 2
OH O OH O

20 Ry=OH R,=H 48 Ry=OH R,=H

30 Ry=OH R,=OH 49 Ry=OH R,=0Bn
32 Ry=OH R,=OMe 50 Ry=OH R,=OMe
33 R;=OMe R, =OH 51 R;=OMe R,=OBn

Figure 10. Voie de synthese totale pour différentes dihydrochalcones.

1) MOMC, K,CO;3, acétone, TA (Nguyen et al. 2015); ii) benzaldéhyde ou p-méthoxybenzaldéhyde
ou 4-benzyloxybenzaldéhyde, KOH, MeOH, 25°C (Burmaoglu 2017); iii) HCI (aq.), EtOH, TA
(Nguyen et al. 2015); iv) Et:SiH, Pd/C, EtOAc, MeOH, TA (Jesus et al. 2017).

2.3.4. Les DHCs de la forét boréale

La forét boréale est une source sous exploitée de composés bioactifs. Effectivement,
peu d’études sont menées sur les plantes qu’elle contient. Malgré tout, quelques DHCs
(figure 9) ont déja été identifiées en provenance de différentes plantes, notamment la
phlorétine (30) et son glycoside, la phloridzine (31), qui sont présents dans différentes
variétés de Malus. C’est le cas pour le Malus pumila Mill. (pommier nain) (Cui et al. 2019),

qui est répandu a travers la forét boréale (Marie-Victorin et al. 2002). La phlorétine (30) et
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la phloridzine (31) peuvent €tre présentes dans les fruits, les fleurs, les feuilles et les branches
de cet arbre (Cui et al. 2019). La phloridzine (31) est utilisée comme antidiabétique pour sa
capacité a réduire le glucose sanguin (Ehrenkranz et al. 2005). Les parties aériennes du
Kalmia augustifolia L. contiennent de I’asébotine (34) (Harborne 2019). Il s’agit d’un
glycoside de la 4,2° ,6’-trihydroxy-4’-méthoxydihydrochalcone (33) qui peut également étre
isolé a partir du Guibourtia tessmannii, utilisé en médecine traditionnelle africaine pour
traiter la gonorrhée et I’hypertension, pour prévenir 1’avortement et en tant

qu’anthelminthique (Nkengfack et al. 2001).

La myrigalone A (figure 11, 52) est une DHC isolée du fruit de 1’arbuste Myrica
gale L. (Myrique baumier) qui possede des propriétés phytotoxiques contre les plantes
envahissantes (Marie-Victorin et al. 2002; Popovici et al. 2011). Deux autres DHCs sont
présentes dans les fruits de [’Empetrum nigrum L. (camarine noire); il s’agit de la
2’ 4’-dihydroxy-a,3-dihydrochalcone (53) et de la 2’-méthoxy-4’-hydroxy-a.,3-
dihydrochalcone (54). Ces DHCs possedent des activités antimicrobiennes (Krasnov et al.

2000; Marie-Victorin et al. 2002; Jurikova et al. 2016).

0> o )

o g

o

o 0 OH O L0 0
Myrigalone A 2',4'-Dihydroxy-a.,-dihydrochalcone 2'-Méthoxy-4'-hydroxy-a,B-dihydrochalcone
(52) (53) (54)
o\
cl) ! OH ‘ cl) l OH O
OH O OH O
2',6'-Dihydroxy-4,4'-diméthoxydihydrochalcone 2',6'-Dihydroxy-4'-méthoxydihydrochalcone
(55) (56)

Figure 11. Structures de différentes DHCs isolées du Myrica gale L., de I’ Empetrum nigrum L.
et du Populus balsamifera L. (Krasnov et al. 2000; Popovici et al. 2011; Lavoie et al. 2013).
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Le genre Populus contient la plus grande variété de DHCs, dont les bourgeons du
Populus balsamifera L. qui contiennent la 2’4’ ,6’-trihydroxydihydrochalcone (29); la
2’ 4’ ,6’-trihydroxy-4-méthoxydihydrochalcone (32); la 4,2’ ,6’-trihydroxy-4’-méthoxydihy-
drochalcone (33); la 2’,6’-dihydroxy-4.4’-diméthoxydihydrochalcone (55) et la
2’,6’-dihydroxy-4’-méthoxydihydrochalcone (56) (Lavoie et al. 2013). Une majorité de ces
DHC:s seraient également présentes dans le Populus trichocarpa Torr. et Gray, une espece
de peuplier du littoral du Pacifique (Christov et al. 2006). Le P. balsamifera L. contient
également les balsacones A (figure 12, 1) a U2 (75b) qui sont des dérivés dihydrochalcones
hydroxycinnamylés (Lavoie et al. 2013; Simard et al. 2014; Simard et al. 2015; Simard et al.
2016).
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24  LES ALKYLATIONS DE FRIEDEL-CRAFTS

2.4.1. Considérations générales

Les alkylations de FC de composés aromatiques représentent 1’une des réactions les
plus utilisées en chimie de syntheése organique pour la création d’une liaison C-C sur des
aromatiques (Bandini et Umani-Ronchi 2009). C’est en 1887 que Charles Friedel et James
Mason Crafts procéderent a la syntheése de I’amylbenzene (figure 13, 78) a partir du chlorure
d’amyle (77) et du benzene (76) en utilisant 1’acide de Lewis AICl;. Il s’agit de la premiere
utilisation d’un acide de Lewis en synthese organique et le premier exemple d’alkylation de

FC, nommé d’apres leurs inventeurs (Rueping et Nachtsheim 2010b).

O o e (7

76 77 78

Figure 13. Premiere alkylation de Friedel-Crafts (FC) du chlorure d’amyle (77)
et du benzene (76) en utilisant AlCI5,

Développé par Friedel et Crafts (Rueping et Nachtsheim 2010b).

L’alkylation de FC classique peut étre décrite comme étant la réaction d’un composé
aromatique avec un halogénure d’alkyle catalysé par un acide de Lewis pour I’obtention d’un

composé aromatique alkylé (figure 14).

R
© RoX Acide de Lewis _ ©/ Hex

R = Alkyle X = Halogéne

Figure 14. Schéma de base de 1’alkylation de FC classique. (Ashenhurst 2019).
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Le mécanisme d’alkylation de FC classique, décrit a la figure 15, s’explique en trois
étapes. La premiere étape est 1’activation de I’électrophile par I’acide de Lewis : I’halogénure
d’alkyle attaque I’acide de Lewis pour former un complexe avec le métal, ce qui affaiblit la
liaison alkyle halogene, il s’ensuit I’élimination de 1'ion AICl, et la formation du
carbocation; pour les halogénures d’alkyle primaire, I’étape suivante serait effectuée
directement sur le complexe formé (sur le d+) sans formation d’un carbocation. La seconde
étape est I’attaque de 1’électrophile activée par le cycle aromatique, brisant I’aromaticité et
formant un intermédiaire de Wheland (Boga er al. 2014). La troisiéme étape est la
déprotonation du carbone alkylé par une base faible pour régénérer I’aromaticité du cycle

(Ashenhurst 2019).

Les alkylations de FC comportent certaines limitations :

1. Certains carbocations, de trois carbones et plus, peuvent subir un réarrangement
par déplacement d’hydrure (Farmer 2019), notamment en raison de la nature plus
stable d’un carbocation secondaire versus un carbocation primaire (Ashenhurst

2019).

2. Les alkylations de FC sont défavorisées si le cycle aromatique est désactivé
(Vukovi¢ et al. 2017; Farmer 2019) par des groupements tels que -CF;, -NO,,
-SO;3H, etc. (Ashenhurst 2019).

3. Les produits formés par alkylation de FC sont plus réactifs que les composés de
départ, puisqu’un substituant alkyle active le cycle aromatique le rendant de plus

en plus réactif, ce qui cause des polyalkylations (Farmer 2019).
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Mécansime d'alkylation de Friedel-Crafts classique

AICI;
R—Cl ———>» HCI
R

Etape 1: Activation de I'électrophile par I'acide de Lewis

/_\ AlCI, +
——

@ © ® e
RC(‘.,‘_I—AICI:,, _ R AICl,

R—Cl: ~——=

Etape 2: Attaque de I'électrophile activé par I'aromatique

O — Q.

Etape 3: Déprotonation du carbone pour regénérer I'aromaticité

H j—?'c's_, @R

R

Figure 15. Mécanisme d’alkylation de FC classique.
(Ashenhurst 2019).

Durant une période de plus de 100 ans apres la premiere alkylation de FC, ces
réactions étaient limitées a 1’utilisation d’halogénures d’alkyles toxiques et des quantités
steechiométriques d’acides de Lewis ou d’acides de Brgnsted menant a de grandes quantités
de sels comme sous-produits. C’est en 1996 que la premiere publication d’une méthode
catalytique d’alkylation de FC, utilisant des alcools benzyliques et allyliques (Rueping et
Nachtsheim 2010b), a vue le jour par (Tsuchimoto et al. 1996b) en utilisant Sc(OTf); en tant
qu’acide de Lewis résistant au produit secondaire formé, soit 1’eau, remplagant ainsi les sels
d’halogeénes. La méme année, ce groupe publia un article traitant de la benzylation FC
réductive d’arénecarbaldéhydes, utilisant du propane-1,2-diol et Sc(OTf); comme catalyseur
(Tsuchimoto et al. 1996a). L’année d’apres, (Shimizu et al. 1997) ont publié la premicre

méthode d’alkylation de FC catalytique utilisant des styrénes avec Mo(CO)s comme
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catalyseur. En 2006, (Mertins et al. 2006) procedent a la benzylation de FC d’ar¢ne et
d’hétéroarenes avec des acétates de benzyles. Peu de temps apres, (Wang et al. 2008)
effectuent la benzylation de FC d’arenes utilisant différents éthers de benzyles avec FeCl;
comme catalyseur. Une multitude de nouvelles méthodes employant divers acides de Lewis
tels que : AlBr;, GaCl,, FeCl;, SbCls, TiCly, ZnCl,, SnCly, BCl;, BF;, acides boroniques
(McCubbin et al. 2010a; Ricardo et al. 2015a) et acides de Brgnsted tels que : HF, H;PO,,
H,SO, (Bandini et Umani-Ronchi 2009), benzenesulfonique et I’APTS (Sanz et al. 2006),

suivirent dans les dernieéres décennies.

2.4.2. Stratégie de synthese des balsacones et leurs analogues par alkylation de Friedel-
Crafts

La stratégie de synthése des balsacones et analogues (figure 16), passe par une
alkylation de FC entre un alcool allylique et une DHC. La méthode sera optimisée pour la
synthese de la balsacone A (1) par I’alkylation de FC de I’alcool p-coumarylique (10) et de
la 4,2°,6’-trihydroxy-4’-méthoxydihydrochalcone (33). Cette derniere peut facilement étre
obtenue par hydrolyse acide de 1’asébotine (34), qui est un glycoside abondant dans le Kalmia
augustifolia L. (Harborne 2019). Une fois la méthode optimisée pour la syntheése de la
balsacone A (1), celle-ci pourra €tre utilisée pour la synthese des balsacones B (2) et C (3)
par alkylation de FC de l'alcool p-coumarylique (10) avec la 2’4’°,6’-trihydroxy-4-
méthoxydihydrochalcone (32) ou la 2’ 4’,6’-trihydroxydihydrochalcone (29), respective-
ment toutes deux isolées des bourgeons de Populus balsamifera L. (Lavoie et al. 2013).

Ensuite, de nouveaux analogues seront créés avec les différents alcools allyliques et DHCs

disponibles.
R! R? OH R* R! R? OH R*
Ot CO L —— O JOC LT+ o
R Alkylation de R z
OH O Friedel-Crafts OH O
Alcools allyliques Dihydrochalcones Balsacones ou analogues

Figure 16. Stratégie de synthese des balsacones et analogues par alkylation de FC.
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En premier lieu, I'alkylation de FC sera tentée sans [’utilisation classique de
groupements protecteurs, notamment en utilisant ’acide 2,3 4,5-tetrafluorophénylboronique
dans du DCM a TA. Cet acide catalyse la réaction en formant un complexe avec 1’alcool
allylique, qui résulte en la perte de la fonction alcool, formant un intermédiaire méthylene
quinone tres réactif ou un carbocation qui est attaqué par le cycle aromatique le plus riche en
électrons de la DHC, formant la balsacone ou I’analogue voulu apres le rétablissement de
I’aromaticité, suite a la perte d’un proton (McCubbin et al. 2010a; Ricardo et al. 2015a). Si
ce catalyseur ne s’avere pas adéquat pour les substrats utilisés, d’autres catalyseurs pourront
étre envisagés tels que : des acides de Brgnsted (Sanz et al. 2006), du chlorure d’or (III) (Rao
et Chan 2008), des catalyses au calcium (Niggemann et Meel 2010), etc. Si les rendements
d’alkylation de FC ne sont pas assez élevés, méme apres optimisation, les méthodes
classiques de protection de polyphénols devront étre testées, telles que : O-benzylation
(Kuwano et Kusano 2008), O-acétylation (Lugemwa et al. 2013), O-méthoxyméthylation
(Hoarau et Pettus 2003), tert-butyldiméthylsilylation (Burmaoglu 2017), etc.
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31 RESUME DE L’ARTICLE

La préparation de molécules bioactives a partir de substrats issus de la biomasse est
une approche pertinente pour remplacer les ressources fossiles. Bien que les produits naturels
possedent des patrons de substitution facilitant I'accés aux molécules polyfonctionnelles,
seules quelques familles de composés biosourcés ont été valorisées de cette maniere. Des
dihydrochalcones renouvelables et des alcools cinnamyliques ont ét¢ combinés dans une
hémisynthese rapide des balsacones A, B et C. Un protocole d’une seule étape d’alkylation
de Friedel-Crafts catalysé par un acide de Brgnsted sans métaux ou groupements protecteurs
a permis la préparation de ces composés antibactériens. De plus, de nouveaux analogues

étaient facilement accessibles grice a la diversité des précurseurs biosourcés.

Mots clés : Espace chimique dérivé de la biomasse - Synthése durable - Synthése sans

groupement protecteur - Produits naturels — Dihydrochalcones — Antibiotiques.
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ABSTRACT: The preparation of bioactive molecules from biomass substrates is a relevant
approach to replace fossil resources. The substitution patterns of natural products facilitate
the access to polyfunctional molecules; yet, only few families of bio-sourced compounds
have been valued in this way. Renewable dihydrochalcones and cinnamyl alcohols were
combined in an expedient hemisynthesis of balsacones A, B, and C. These potent
antibacterial compounds were prepared following a single-step Brgnsted acid catalyzed
metal- and protective-group-free Friedel-Crafts alkylation protocol. Novel analogues were

also readily accessible relying on the diversity of bio-sourced precursors.

INTRODUCTION

While today’s chemical industry is still mainly based on fossil feedstock, the
depletion of these non-renewable resources combined with the environmental impacts of the
oil industry urges the development of biorefineries for the sustainable production of organic

chemicals.(Okkerse et van Bekkum 1999; Clark er al. 2006) Currently, the scope of
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biorefineries in mainly focused on biofuels. Yet, the high production volumes of biofuels
rose concerns about the sustainability of this biomass utilization and it is considered that
biorefineries should also target chemicals with higher added-value.(Liu et al. 2015)
Interestingly, biomass-derived building blocks, and more specifically wood-based chemicals
—or xylochemicals — display diverse heteroatom substitution patterns that are lacking in fossil
resources.(Vandenbroucke et Largeau 2007) Therefore, building blocks from wood or plants
have been involved in the synthesis of bioactive natural products(Stubba et al. 2015;
Kiihlborn et al. 2019; Kiihlborn et al. 2020) and fine chemicals,(Kiihlborn et al. 2017) and
the expansion of the chemical space that is accessible from biomass is drawing increasing

attention.(Brun et al. 2017)

Balsacones 1 (Figure 17) are a family of cinnamylated dihydrochalcones isolated
recently from the buds of Populus balsamifera.(Lavoie et al. 2013; Simard et al. 2014) Their
original scaffold displayed attractive anti-microbial properties especially against the gram-
positive pathogen Staphylococcus aureus and its methicillin resistant counterparts
(MRSA).(Simard et al. 2015) Interestingly, a preliminary investigation on the mechanism of
action of balsacone C showed that it did not induce resistance on treated MRSA.(Coté et al.
2019) As the increase in antibiotic resistance has become a central preoccupation worldwide,
the development of new classes of antibiotics that circumvent resistance mechanisms is
urgently needed.(Chellat et al. 2016) Balsacones also featured potent anti-psoriatic properties
on an in vitro psoriatic skin model.(Bélanger et al. 2020) However, the tedious purification
procedures and low isolation yields of balsacones restrained the perspectives of further
applications. For this reason, the development of a synthetic route to these compounds

appeared as a valid alternative for their production.



31

Bio-sourced, polyfunctional precursors

l HO i OR! RS
\/\/©:R4

3
{l & 4
& \ /8
Clean
single-step synthesis
Antibacterial

balsacones (1)

OH
Multistep
synthesis

&' /

Petrochemicals

Figure 17. Schematic representation of the single-step hemisynthesis of balsacones 1
from renewable, polyfunctional, bio-sourced precursors vs. multistep synthesis
of balsacones 1 from non-renewable petrochemicals.

The direct cinnamylation of dihydrochalcones is a plausible biosynthetic route to
balsacones.(Conserva et al. 1990) Nevertheless, the construction of a dihydrochalcone
scaffold from petrochemicals would likely rely on tedious synthetic sequences(Burmaoglu
2017) including protection steps, differentiation of phenol functions and a Friedel-Crafts

acylation using harmful reagents.(Clark 1999) On the other hand, several dihydrochalcones 2
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are abundant in various plant extracts(Riviere 2016; Stompor et al. 2019) or readily
accessible by the microbial or catalytic transformation of naturally occurring
flavanones.(Krishnamurty et Sathyanarayana 1989) For instance, neohesperidin
dihydrochalcone, a sweetener that is widely used in food industry, is obtained by
hydrogenation of neohesperidin, a flavanone that represent more than 25 % of dry fruits from
some Citrus aurantium cultivars.(Rio et al. 1997) Dihydrochalcones could therefore be
appealing polyfunctional primary frameworks for the hemisynthesis of balsacones and
analogues.(Morrison et Hergenrother 2014) Besides, allyl alcohols have recently emerged as
valuable sustainable reagents for alkylation reactions.(Bandini et Tragni 2009) They are
greener options than the corresponding allyl halides for Friedel-Crafts alkylation as their
production saves an halogenation step using harmful reagents and their catalytic conversion
generates water as the only by-product.(Constable et al. 2007) More specifically, cinnamyl
alcohols 3 are either naturally available or easily obtained from their ubiquitous carboxylic
acid counterparts following a straightforward esterification/reduction sequence.(Quideau et
Ralph 1992) For these reasons, the synthesis of balsacones appeared as a relevant case study
for the expansion of the biomass-derived chemical space to previously untapped precursors.
It would combine naturally occurring dihydrochalcones and bio-sourced cinnamyl alcohols
under green conditions to produce promising bioactive molecules. The protective-group-free
and dehydrative nature of the process would translate into a 100 % Carbon Economy (CE)
and a 96 % Atom Economy (AE).(Sheldon 2018) Besides, the broad spectrum of
functionalization patterns available on the readily available starting materials could lead to
the discovery of novel analogues displaying improved biological activities, as Nature remains
a fundamental source of structural diversity for drug discovery.(von Nussbaum et al. 2006;
Newman et Cragg 2012; Rodrigues et al. 2016) In this perspective, the valorization of
biomass-derived building blocks would also be a powerful tool for the determination of
structure-activity relationships. Herein we demonstrate that balsacones and analogues can be
readily prepared from renewable starting materials following a sustainable, room
temperature, catalytic, protective-group- and metal-free single-step Friedel-Crafts alkylation

procedure.
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RESULTS AND DISCUSSION

Our first objective was to establish the first synthesis of balsacone A (1a) using
dihydrochalcone 2a. 2a was isolated from the buds of P. balsamifera and could also be
obtained quantitatively by acidic hydrolysis of asebotin, an abundant constituent of Kalmia
latifolia (El-Naggar et al. 1980) Several catalytic methods have been described during the
past few years for Friedel-Crafts alkylations involving allyl alcohols.(Rueping et Nachtsheim
2010a) We initially focused our efforts on the recent work from the groups of
McCubbin(McCubbin et al. 2010a) and Hall(Ricardo et al. 2015a) who developed an
efficient Friedel-Crafts alkylation protocol using various allyl alcohols in the presence of a
catalytic amount of 2,3 4,5-tetrafluorophenylboronic acid (TFBA) in chlorinated solvents or
in a mixture of hexafluoroisopropanol (HFIP) and nitromethane (Table 1). However, when
dihydrochalcone 2a was treated with 4-hydroxycinnamyl alcohol (3a) in the presence of
TFPBA in dichloromethane, only traces of balsacone A (la) were observed on the
chromatographic monitoring of the reaction after 16 h of agitation at room temperature
(Table 1, entry 1). The yield did not exceed 45 % (Table 1, entry 4) even in the best tested
conditions, ie when the transformation was conducted in refluxing chloroform for 4 days and
with a catalytic loading as high as 40 mol%. These underwhelming results highlighted the
challenge of transposing a well-established method to unprotected natural substrates. As both
unreacted substrates 2a and 3a were cleanly reisolated after the reaction, the poor solubility
of dihydrochalcone 2a in chlorinated solvents could be responsible for the low recorded
conversion. The phenol functions of 2a could also act as Lewis bases that are likely to interact

with the Lewis acid catalyst and could thus disrupt the catalytic mechanism.
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Table 1. Initial attempts to produce balsacone A (1a) following a Friedel-Crafts alkylation
protocol in the presence of 2,3 4,5-tetrafluorophenylboronic acid

B(OH),

HO HO OCH; F
W (] F
2a
0] OH HO OCH3 OH
(TFBA)
"
condltlons
3a OH
HO\/\/©/ 1a

Entry iigz fr?ltca)lll (};; Solvent Temp. Time (h) Y(i;j )d ’
1 1:1 10 CH,ClL, RT 16 n.d.>
2 1:1 20 (CH,CI), Reflux 35 19
3 2:1 40 HFIP/CH;NO, RT 168 O
4 4:1 40 CHCL; Reflux 96 45

@ Isolated Yield; ® only traces of 1a were observed on the HPLC analysis of the crude
mixture; © yield estimated by HPLC analysis of the crude mixture.

We thus considered a methodological adjustment taking these hypotheses into
account. The use of 4-toluenesulfonic acid (PTSA) appeared as a relevant alternative to
TFBA as Friedel-Crafts alkylations have already been described using this catalyst in polar
solvents such as acetonitrile.(Sanz et al. 2006) Besides, allyl alcohols have become relatively
general in dehydrative alkylation processes, but very few examples using 4-hydroxycinnamyl
alcohol (3a) have been reported.(Shibuya er al. 2014) While a cationic intermediate is
generated upon dehydration of other allyl alcohols, a quinone methide would be obtained
from 3a. As PTSA is a stronger Brgnsted acid than TFBA (pK, = 0.90 for PTSA(Kitt ef al.
2006) vs. 6.00 for TFBA(Ricardo et al. 2015a) in DMSO), it could be a more suitable
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activator for 4-hydroxycinnamyl alcohol 3a. The putative quinone methide intermediate
resulting from the dehydration of alcohol 3a could, in turn, be activated by protonation,
giving rise to a more electrophilic cationic counterpart (Figure 18).(Poss et Belter 1988)
H -H*, H,0
VORS¢ 0
o}

Figure 18. Hypothetical Brgnsted acid activation of the conjugated quinone methide obtained upon
dehydration of 4-hydroxycinnamyl alcohol (3a) according to ref.(Poss et Belter 1988)

Pleasingly, the substrates appeared to be highly soluble in acetonitrile enabling for
the reaction to be carried out at high concentration. This solvent switch also improved the
procedure as acetonitrile is considered as a far better option than chloroform or nitromethane
in terms of safety and environmental impacts.(Alder et al. 2016; Prat et al. 2016)
Dihydrochalcone 2a and allyl alcohol 3a reacted smoothly in equimolar proportions in the
presence of 5 mol% of PTSA, affording the desired alkylation product in an encouraging
25 % yield after 30 minutes of agitation at room temperature (Table 2, entry 1). As the HPLC-
MS monitoring of the reaction showed the presence of undesired polyalkylation by-products,
the molar ratio 2a:3a was increased to 2:1 (Table 2, entry 2) and 4:1 (Table 2, entry 3) raising
the yield to 65 % after flash chromatography on reverse-phase silica gel using water and
methanol as the eluent. Only traces of product where observed in the presence of 2.5 mol%
of PTSA (Table 2, entry 5), defining a limitation to the protocol. On the other hand,
increasing the catalytic loading to 10 mol% brought the yield to 70 % (Table 2, entry 4). The
remaining 30 % were attributed to double alkylation side-reactions that depleted the amount
of alcohol 3a available to react with dihydrochalcone 2a. The corresponding side-products

were not isolated but unambiguously observed on the HPLC-MS monitoring of the reaction



36

with M/Z values of 551 [M — H]- corresponding to the addition of two 4-hydroxycinnamyl
moieties onto the dihydrochalcone scaffold. Nevertheless, a Reaction Mass Efficiency
(RME)(Sheldon 2018) of 47 % was calculated considering that 79 % of the unreacted
dihydrochalcone were recovered after chromatography. An attempt to replace acetonitrile by
ethyl acetate led to a slower reaction providing 55 % of balsacone A after 25 h at room
temperature (Table 2, entry 6) making ethyl acetate another suitable solvent for the
transformation. However, the method was extended using acetonitrile as it provided higher
conversions in shorter reaction times. The synthesis of balsacones B (1b) and C (1c¢) was
carried out using dihydrochalcones 2b-c isolated from the buds of P. balsamifera (Table 2,
entries 7 and 8). The expected products were obtained in 51 and 56 % yields, respectively,
which was considered as satisfying given that the procedure was conducted directly on
unprotected natural products and that the main part of the unreacted dihydrochalcones 2b-¢

was reisolated after chromatography.
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Table 2. PTSA catalyzed synthesis of balsacones A, B, C and analogues

R2 HO O OR'
(@) OH PTSA HO OR
(10 mol%)
* 4
CH3CN R

R3 RT, time

HO_\ "

Product
Entry R!,R?(2) R3,R* (3) 2:3 Time (h)

(yield)®
I¢ CH;, OH (2a) OH, H (3a) 1:1 0.5 1a (25 %)
2¢ CH;, OH (2a) OH, H (3a) 2:1 1.5 1a (34 %)
3¢ CH;, OH (2a) OH, H (3a) 4:1 6 1a (65 %)
4 CH;, OH (2a) OH, H (3a) 4:1 2 1a (70 %)
54 CH;, OH (2a) OH, H (3a) 4:1 24 la (<5 %)
6° CH;, OH (2a) OH, H (3a) 4:1 25 1a (55 %)
7t H, OCH; (2b) OH, H (3a) 4:1 2 1b (51 %)
8 H,H (2¢) OH, H (3a) 4:1 2 1c (56 %)
of H, OH (2d) OH, H (3a) 4:1 2 1d (56 %)
10 CH;,0OH (2a) O CHj, H (3b) 4:1 2 le (63 %)
11¢ CH;, OH (2a) H,H (3¢) 4:1 2 1f (40 %)
12 CH;, OH (2a) OHE;ZI)C Hs 4:1 2 1g (45 %)"

@ Molar ratio; ® isolated yield; ¢ performed with 5 mol% of catalyst; ¢ performed with 2.5
mol% of catalyst; ¢ performed in ethyl acetate instead of acetonitrile; f performed with 20
mol% of catalyst; ¢ performed under reflux; " 21 % of dialkylation product 4 were also
isolated.
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We then wondered if our protocol could be expanded to the preparation of unnatural
balsacone analogues using additional bio-sourced starting materials. Phloretin (2d) was
selected as another representative example of renewable dihydrochalcone as it is readily
obtained upon hydrolysis of its glucoside counterpart phloridzin, a major constituent of
Malus domestica (apple tree) representing up to 14 % of dry leaves.(Gosch et al. 2010)
Besides, an early study reported by Thaysen and Morris showed that treating apple seeds
during 15 min in refluxing water provided directly crystalline phloridzin in a yield as high as
8 % of fresh seed weight.(Woodcock 1947) Phloretin (2d), featuring four unprotected
hydroxyl groups, yielded 56 % of the novel balsacone analogue 1d (entry 9). In the same
fashion, 4-methoxycinnamyl alcohol (3b) reacted smoothly with dihydrochalcone 2a
affording the original derivative 1e in 63 % yield (entry 10). Cinnamy! alcohol (3¢) required
heating to provide the expected alkylation product 1f in a lower 40 % yield that was attributed
to the lower reactivity of the substrate. Finally, coniferyl alcohol (3d) — obtained from ferulic
acid — led to the formation of the alkylation product 1g in a moderate 45 % yield. This was
explained by the formation of a by-product 4 (Figure 19) resulting from a double alkylation-
cyclization sequence. Interestingly, 4 is structurally related to other naturally occurring
balsacones that also display appealing antibacterial properties.(Simard et al. 2015) While
further optimization would be needed to improve the sequence leading to 4, its formation
indicated that such complex derivatives could also be readily accessible from the same

renewable starting materials in a one-pot cascade reaction.

Figure 19. Structure of the product 4 resulting from a double alkylation-cyclization sequence.
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Antibacterial activity of balsacones 1a-c¢ and analogues 1d-g was evaluated in vitro
against gram-negative E. coli and gram-positive S. aureus using gentamycin as a positive
control. The results, presented in Table 3, are expressed as the minimal concentration
inhibiting ninety percent of bacterial growth (MICy). As previously reported for isolated
natural products,(Lavoie et al. 2013; Simard et al. 2014) the balsacones 1a-c synthesized in
this work (Table 3, entries 1-3) are active against S. aureus with MICy, ranging from 5 to
5.7 uM and inactive against E. coli. As suggested with analogue 1d, derived from phloretin,
the nature of the dihydrochalcone scaffold seemed to have limited impact on the antibacterial
activity of the corresponding alkylation product (Table 3, entry 4). In contrast, the
substitution on the cinnamyl moiety had a higher influence on the biological activity. Indeed,
suppression of the 4-hydroxy function (compound 1f) decreased the activity (Table 3,
entry 6) and its substitution by a methoxy group (compound 1e) induced a loss of activity
(Table 3, entry 5). These preliminary observations are promising as they indicate that the
pharmacological properties of balsacones can be tuned by modulating the functionalization

pattern of their precursors and encourage us to pursue our pharmaco-modulation efforts.
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Table 3. Antibacterial activity of compounds 1a-g and 4

MICy (uM)?

Entry Product E. coli S. aureus
1 la > 50 S5+1
2 1b > 50 53+£05
3 1c > 50 57+09
4 1d > 50 75+0.7
5 le > 50 > 50
6 1f > 50 36+9
7 1g > 50 16.5+0.7
8 4 > 50 > 50
9b gentamycin 0.042 £ 0.001 0.06 +0.01

* MICy, values + SD (n = 3) are representative of two different experiments; ® gentamycin
was used as a positive control.

CONCLUSION

In summary, we demonstrated that balsacones can be readily prepared from naturally
occurring dihydrochalcones and bio-sourced allyl alcohols following a mild, catalytic, single-
step, metal- and protective-group-free Friedel-Crafts alkylation protocol. As preliminary
illustrated with analogues 1d-g and 4, this strategy based on the expansion of the biomass-
derived chemical space granted a straightforward access to several derivatives relying on the
diversity of naturally occurring polyfunctional substrates. In turn, we believe that this
sustainable approach could pave the way to the discovery of novel analogues with improved
pharmacological properties. The synthesis of a library of derivatives from bio-sourced

precursors and the detailed study of their structure-activity relationships are currently
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ongoing in our labs and will be published in due course. The optimization of the one-pot
cascade reaction leading to polyalkylation products such as 4 is also in progress to explore

another dimension of the chemical space stemming from natural dihydrochalcones.
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Synopsis: The biomass-derived chemical space was expanded to previously untapped
precursors and target molecules through the sustainable synthesis of antibacterial balsacones

from natural dihydrochalcones and bio-sourced cinnamyl alcohols.
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41 GENERAL

Sauf sous indications contraires, tous les produits de départ ont été achetés de sources
commerciales (Sigma-Aldrich, Carbosynth), tous les DHCs, acides ou alcools allyliques
achetés sont certifiés de sources végétales et ont été utilisés tels que regus, sans purification
supplémentaire. Les solvants anhydres ont été fournis par Sigma-Aldrich, les solvants ACS
par Fisher et ils furent utilisés tels que recus. Toutes les réactions ont été effectuées sous
atmosphere d’argon, en utilisant des solvants anhydres, sauf sous indications contraires. Le
suivi des réactions a été effectué par chromatographie sur couche mince (CCM) en utilisant
des feuilles d’aluminium prélaquées de gel de silice phase normale 60 F,s; 0,25 mm et de gel
de silice phase inverse 60 RP-18 F,5:S 0,25 mm fourni par Silicycle. Les CCMs en phases
normales ont été€ visualisées sous UV,s, ou avec des révélateurs de H,SO, (20 % dans MeOH)
sous UV;6s comme pour les CCMs en phase inverses. Les purifications par chromatographie
éclair ont été effectuées a I’aide d’un systeme de chromatographie liquide a basse pression
(Biichi) C-620 équipé d’un collecteur de fraction Biichi C-660 utilisant des colonnes de silice
60 (15-40 pm) ou C-18 (17 %) (40 -63 wm) provenant de Silicycle. Les purifications par
chromatographie en phase liquide haute performance (CLHP) préparatives ont été effectuées
a laide d’'un systtme de chromatographie liquide préparatif Shimadzu
LC-20AP équipé d’une colonne Kinetex 5 p XB-CI18 100 A NewColumn
250 X 21,2 mm, d’un échantillonneur automatique SIL-10AP Shimadzu et d’un collecteur
de fractions FRC-10A Shimadzu. Les chromatogrammes CLHP analytiques ont ét€ obtenus
en utilisant un systeme CLHP Agilent 1100 équipé d’un détecteur UV-Vis a 210, 254, 280
et 365 nm et d’un détecteur de masse a 2000 V a un débit de 1 mL/min. Les colonnes utilisées
étaient une Kinetex 5 p de biphényle 100 A NewColumn et une Kinetex
5 u XB-C18 100 A NewColumn de 250 X 4,6 mm. Les spectres RMN ont été enregistrés
dans 1'acétone-ds, le méthanol-d,, le chloroforme-d ou le diméthylsulfoxyde-ds en utilisant
un spectrometre Bruker Avance 400 a 400,13 MHz (‘H) ou 100,61 MHz (*C). Les
déplacements chimiques ont été signalés en ppm par rapport au TMS ou au pic résiduel de

solvant en I’absence de TMS (MeOD &y c 3,31/49,0 ppm; DMSO-ds e 2,50/39,5 ppm)
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(Fulmer et al. 2010). Les constantes de couplage J sont rapportées en Hertz (Hz) et les
multiplicités avec les abréviations suivantes : s, singulet; d, doublet; t, triplet; q, quadruplet;
m, multiplet. Les spectres HRMS ont été enregistrés sur un spectrometre de masse Agilent

6224 MS-TOF équipé d'une source d'électropulvérisation.

4.1.1. Matériel végétal

Les parties aériennes du kalmia a feuilles étroites (Kalmia augustifolia L.) ainsi que
les bourgeons du peuplier baumier (Populus balsamifera L.) ont été récoltés dans la région

du Saguenay—Lac-Saint-Jean, Québec.

42  EXTRACTION ET ISOLATION DES DHCS

Une masse de 50 g de bourgeons humides de Populus balsamifera L. est extraite au
reflux avec de I’EtOH 95 % (3 X 100 mL); les extraits combinés sont évaporés par
évaporateur rotatif pour 1’obtention de 1’extrait brut humide (17 g). 10 g de cet extrait ont été
soumis a quatre étapes de fractionnements chromatographiques : une premiere sur colonne
Diaion ® phase inverse avec éluant (MeOH/H,O) : 1 L de (80:20); 1 L de (85:15); 0.5L
de (90 : 10) et 0,25 L de (100 : 0) pour I’obtention de quatre fractions (F1-F4). Ensuite, la
fraction F2 (2,0959 g) a ét€ soumise a une séparation par chromatographie éclair sur colonne
de gel de silice avec éluant (CHCl;/MeOH) : 0,7 L de (80: 1); 1,375 L de (40:1); 1,275L
de (20 : 1) et 0,750 L de (10 : 1) pour I’obtention de quatre fractions (F2a-d); la fraction F2b
(0,4861 g), contenant les précurseurs, a été soumise a un fractionnement par chromatographie
éclair sur gel C-18 (ACN/H,O) gradient 30 a 70 % ACN, pendant 35 minutes, pour
I’obtention de deux fractions (F2b1-2). La fraction F2b2 (0,4102 g) a par la suite été purifiée
par CLHP préparative (MeOH/H,O 60 :40 isocratique) avec 21 injections de 85 pL a
concentration de 229.7 mg/mL, pendant 30 minutes a un débit de 20 mL/min, pour
I’obtention de trois fractions purifiées : F2b2a (TR = 16,2 min); 21,5 mg (0,22 % p/p de
I’extrait brut humide) de la 4,2’,6’-trihydroxy-4’-methoxydihydrochalcone (33), F2b2b
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(TR = 17,1 min); 107 mg (1,07 % p/p de Iextrait brut humide) du
2’ 4’ 6’-trihydroxydihydrochalcone (29), F2b2¢ (TR = 22,1 min); 88,6 mg (0,89 % p/p de
I’extrait brut humide) du 2’4’,6’-trihydroxy-4-methoxydihydrochalcone (32) (figure 20)
(Lavoie et al. 2013).

Séparation 1:
Résine Diaion @
(phase inverse)

MeOH/H,0 802390 %

MeOH Séparation 3:
Colonne C-18
(phase inverse)
F1(0,7996
: e ACN/H,0
X 0
F2a (0,5492 g) 30a 70 % CH,CN
F2 (2,0959g)
F2b1(0,0354 g)
Extrait brut F2b (0,4861¢g) . ,
(10,00 g) F2b2a(0,0215g)| 426 -Trihydroxy-4-
méthoxydihydrochalcone (33)
F3 (0,6453g) F2c (0,2588 g) F2b2 (0,4102 g)
3 extractions au F2b2b (0,1075 ) 2.4,6-
reflux EtOH 95 % ’ ¢ Trihydroxydihydrochalcone (29)
(17 g d’extrait F2d (0,3359 g)
non sec) F4 (0,3600¢g) 2’,4',6’-Trihydroxy-4-
Séparation 2: F2b2c (0,08860¢) méthoxydihydrochalcone (32)
Gel de silice
(phase normale) Separation 4:
CHCl,/MeOH HPLC préparative
80:1310:1 colonne biphényl

(phase inverse)
MeOH/H,0 isocratique
60:40

Figure 20. Schéma de fractionnement des bourgeons de Populus balsamifera L.

2’ 4’,6’-Trihydroxy-4-méthoxydihydrochalcone (32) : (88,6 mg; 0,89 % p/p de
I’extrait brut humide) obtenus sous forme de poudre blanche jaunatre (figure 21). RMN 'H
(400 MHz, C;Ds0O) : 6 7.18 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2/H-6), 6.82 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3/H-5),
5.95 (s, 2H, H-3’/H-5"), 3.73 (s, 3H, OMe), 3.40 — 3.30 (m, 2H, H-8), 2.96 — 2.85 (m, 2H,
H-7); RMN BC (100 MHz, C;D40) : 6 205.3 (C-9), 165.4 (C-4’), 165.2 (C-2’/C-6), 158.8
(C-4), 134.6 (C-1), 130.13 (C-2/C-6), 114.5 (C-3/C-5), 105.1 (C-1"),95.8 (C-3°/C-5"),55.3
(OMe), 46.6 (C-8), 30.5 (C-7). Les données spectrales RMN 'H et *C sont en accord avec

celles de la littérature (Lavoie et al. 2013).
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Figure 21. Structure de la 2’ 4’ ,6’-trihydroxy-4-méthoxydihydrochalcone (32).

2’ 4’,6’-Trihydroxydihydrochalcone (29) : (107 mg; 1,07 % p/p de I’extrait brut
humide) obtenus sous forme de poudre blanche jaunatre (figure 22). RMN 'H (400 MHz,
C;DO) : 0 7.36 — 7.24 (m, 4H, H-3/H-5; H-2/H-6), 7.22 — 7.14 (m, 1H, H-4), 5.94 (s, 2H,
H-3°/H-5’), 344 — 3.36 (m, 2H, H-8), 3.03 — 2.95 (m, 2H, H-7); RMN C (100 MHz,
C;D60) : 6 205.2 (C-9),165.4 (C-4’),165.3 (C-2°/C-67),142.9 (C-1), 129.3 (C-2/C-6),129.2
(C-3/C-5), 126.6 (C-4), 105.1 (C-17),95.8 (C-3°/C-5"), 46.4 (C-8), 31.3 (C-7). Les données

spectrales RMN 'H et '*C sont en accord avec celles de la littérature (Lavoie et al. 2013).

Figure 22. Structure de la 2’ 4’ ,6’-trihydroxydihydrochalcone (29).
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43 EXTRACTION ET ISOLATION DE L’ASEBOTINE (34)

Les parties aériennes de Kalmia augustifolia L. sont d’abord séchées et broyées. Par
la suite, 284 g de poudre sont extraits au reflux avec de ’'EtOH 95 % (3 X 300 mL). Les
extraits combinés sont ensuite évaporés sous vide et resolubilisés dans de I’eau (80 mL) pour
étre extraits avec de I’AcOEt jusqu’a perte de coloration de la phase organique. Les phases
organiques sont regroupées, séchées au Na,SO,, filtrées et évaporées sous vide. L’extrait
combiné (30 g) est soumis a une chromatographie éclair phase inverse sur résine Diaion®
avec éluant 40-100 % de MeOH dans 1’eau pour I’obtention de cinq fractions (F1-5). La
fraction F3 (8,5 g) fut soumise a une chromatographie éclair phase inverse sur gel C-18 avec
éluant 35-70 % de MeOH dans 1’eau pour 1’obtention de 1’asébotine (figure 23, 34) (2.4 g;
0,85 % p/p de la masse végétale seche; 8 % p/p de ’extrait AcOEt), sous forme de cristaux
orange. Le suivi CCM est effectué dans (CHCl;/ MeOH/H,O 55 : 15 : 1) avec révélation au
H,SO,, lumiére visible et UV 365 nm (R, = 0,68). RMN 'H (400 MHz, CD;0D) : 6 7.06
(d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2/H-6), 6.68 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3/H-5), 6.30 (d, J =24 Hz, 1H,
H-3%),6.12 (d,J =24 Hz, 1H, H-5°),5.08 (d,J = 7.3 Hz, 1H, H-1"), 3.90 (dd, J = 12.1,
2.1 Hz, 1H, H-2""), 3.81 (s, 3H, OCHs), 3.68 (dd, J = 12.1, 6.0 Hz, 1H, H-3""), 3.56 — 341
(m, 4H, H-8, protons du sucre), 3.39 — 3.33 (m, 2H, protons du sucre), 2.88 (t,J = 7.5 Hz,
2H, H-7); RMN "*C (100 MHz, CD;0D) : § 206.9 (C-9), 1674 (C-4’), 167.2 (C-2°), 161.9
(C-6°), 1564 (C-4), 133.8 (C-1), 1304 (C-2/C-6), 116.1 (C-3/C-5), 107.6 (C-1°), 102.2
(C-17),96.5 (C-3°),94.8 (C-57),78.5 (C-577),78.5 (C-2"°),74.7 (C-3""),71.2 (C-4"), 62.5
(C-6’"), 56.1 (OCH3;), 47.1 (C-8),30.7 (C-7). Les données spectrales RMN 'H et '3C sont en

accord avec celles de la littérature (Nkengfack ef al. 2001).
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34

Figure 23. Structure de 1’asébotine (34).

44 HYDROLYSE DE L’ASEBOTINE (34)

4,2’,6’-Trihydroxy-4’-méthoxydihydrochalcone (33): 24 g (5,3 mmol)
d’asébotine (34) sont dissous dans une solution de HCI (23,2 mL; 1,25 M) et d’EtOH anhydre
(16,1 mL). Le mélange est agité au reflux pendant deux heures jusqu’a hydrolyse totale. Le
suivi de la réaction est effectué par CCM avec (CHCl;/MeOH 9 : 1) avec révélation au H,SO,,
lumiere visible et UV 365 nm (R, = 0,67). Une fois la réaction terminée, le mélange
réactionnel est refroidi dans un bain de glace et neutralisé par 1’addition d’une solution
aqueuse saturée de NaHCO; (200 mL). De I’eau est ajoutée jusqu’a solubilité complete du
NaHCO;. Le mélange est extrait avec de ’AcOEt (3 X 150 mL), puis séché au Na,SO;,,
concentré et évaporé a sec (Gupte et Buolamwini 2009) pour I’obtention du 4,2°,6’-
trihydroxy-4’-methoxydihydrochalcone (figure 24, 33) en tant que solide jaune (1,5 g,99 %).
RMN 'H (400 MHz, C;D¢O) : 6 7.10 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2/H-6), 6.75 (d, J = 8.2 Hz, 2H,
H-3/H-5),5.99 (s, 2H, H-3°/H-5"), 3.79 (s, 3H, OCHs;), 3.40 — 3.32 (m, 2H, H-8),2.93 - 2.85
(m, 2H, H-7); RMN "*C (100 MHz, C;D0) : 8 205.8 (C-9), 166.9 (C-4), 165.2 (C-2’/C-6"),
156.4 (C-4), 1334 (C-1),130.2 (C-2/C-5),116.0 (C-3/C-5),105.7 (C-17), 194 4 (C-3’/C-5’),
55.8 (OCH;),47.0 (C-8),30.5 (C-7). Les données des spectres RMN 'H et '*C sont en accord

avec celles de la littérature (Lavoie ef al. 2013).
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Figure 24. Structure de la 4,2’ ,6’-trihydroxy-4’-méthoxydihydrochalcone (33).

45 SYNTHESE DES ALCOOLS ALLYLIQUES DERIVES CINNAMIQUES

Méthode générale A :

Estérification : L’acide p-toluenesulfonique monohydrate (APTS)
(0,40 g; 2,1 mmol) est ajouté a une solution de dérivé d’acide cinnamique (12,2 mmol) dans
du MeOH (40 mL). Le mélange réactionnel est agité au reflux pendant la nuit. Le suivi de la
réaction est effectué par CCM avec éluant (hexane/AcOEt 7 : 3) a UV 254 nm. Une fois la
réaction terminée, le mélange est neutralisé par I’addition d’une solution aqueuse saturée de
NaHCO; (60 mL), pour étre extraite avec de I’AcOEt (3 X 100 mL). Les extraits organiques
combinés sont ensuite séchés au Na,SO,, filtrés et évaporés a sec pour 1’obtention ’ester
méthylique du dérivé d’acide cinnamique sous forme d’un solide blanc (11,3 mmol, 93 %)

(Burmaoglu 2017).

Réduction : La réduction est souvent effectuée sur une petite quantité d’esters.
L’ester méthylique du dérivé d’acide cinnamique (5,56 mmol) est dissous dans du tolu¢ne
anhydre (40 mL), sous argon, puis la solution est refroidie dans un bain de glace avec
agitation. L’hydrure de diisobutylaluminium (DIBAL-H) (23,5 mL d’une solution de 1 M
dans le toluene) est introduit au goutte-a-goutte avec une ampoule a addition pendant
10 minutes. Apres 1’addition, 1’agitation du mélange se poursuit pendant 1 h 30 dans le bain
de glace. Le suivi de la réaction est effectué par CCM avec (CHCI;/MeOH9 : 1) a
UV 254 nm. Une fois la réaction terminée, le mélange est neutralisé par 1’addition goutte-a-

goutte de MeOH (10 mL) pour ensuite étre ramené a TA en agitant. Une solution aqueuse
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saturée de NaCl est ajoutée au mélange jusqu’a éclaircissement de I’émulsion. De 1’eau est
ajoutée et la fraction aqueuse est extraite a I’AcOEt (4 x 75 mL). Les extraits combinés sont
séchés au Na,SO,, filtrés, évaporés a sec (Quideau et Ralph 1992) pour étre soumis a une
purification par chromatographie éclair sur gel de silice avec 20-40 % AcOEt dans I’hexane,
pour l’obtention du dérivé d’alcool cinnamylique sous forme de poudre blanche

(4,61 mmol; 83 %).

Alcool p-coumarylique (10) : Synthétisé avec la méthode générale A a partir de
I’acide p-coumarique (5) (2,00 g; 12,2 mmol). Pour I’obtention de 1’alcool p-coumarylique
(figure 25, 10) sous forme de poudre blanche (692 mg, 77 % de rendement sur 2 étapes).
RMN 'H (400 MHz, C;D4O) : 6 8.39 (s, 1H, Ar OH), 7.28 (d,J = 8.6 Hz, 2H, H-2/H-6), 6.81
(d,J =8.6 Hz, 2H, H-3/H-5), 6.52 (br d, J = 159 Hz, 1H, H-7), 6.22 (dt, / = 159, 5.5 Hz,
1H, H-8), 4.20 (d, J = 5.1 Hz, 2H, H-9), 3.79 (s, 1H, OH); RMN 1C (100 MHz, C;D:O) :
0 157.8 (C-4), 130.1 (C-7), 129.8 (C-1), 128.4 (C-2/C-6), 127.9 (C-8), 116.2 (C-3/C-5),
63.5 (C-9). Les données des spectres RMN 'H et *C sont en accord avec celles de la
littérature (Quideau et Ralph 1992).

Figure 25. Structure de I’alcool p-coumarylique (10).

Alcool p-méthoxycinnamylique (13) : Synthétisé avec la méthode générale A a
partir de I’acide p-coumarique (4) (2,00 g; 12,2 mmol). Spécificités : méthylation de la
fonction phénolique du méthyl 4-hydroxycinnamate (24) (1,0936 g; 6,14 mmol), (24) est
dissous dans de ’acétone anhydre (33 mL) sous argon. Apres solubilisation complete, du
K,COs; anhydre (1,2724 g; 9,21 mmol) ainsi que du CH;I (570 pL; 9,24 mmol) sont ajoutés

et la solution est chauffée au reflux avec agitation pendant 20 heures. Le suivi de la réaction
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est effectué par CCM avec (hexane/AcOEt 8 : 2). Une fois la réaction terminée, 1’excédent
de CH;l est neutralisé par I’ajout (12,4 mL) d’une solution de KOH (0,5 M dans du MeOH).
Les solvants sont partiellement évaporés, 40 mL d’eau sont ajoutés et la phase aqueuse est
extraite avec AcOEt (4 x 40 mL); les fractions organiques sont ensuite regroupées, séchées
au Na,SO, et évaporées sous vide pour I’obtention du méthyl 4-méthoxicinnamate (28)
(1,400 g; 7,29 mmol non purifi€). La réduction de (28) est effectuée par la méthode
générale A avec une masse initiale d’esters de (0,503 g; 2,76 mmol), la purification est
effectuée par chromatographie éclair sur gel de silice avec éluant 5-35 % d'AcOEt dans
I’hexane pour I’obtention de 1’alcool p-méthoxycinnamylique (figure 26, 13) sous forme de
poudre blanche (294 mg, 77 % sur 3 étapes). RMN 'H (400 MHz, C,DsSO) : & 7.35
(d,J=8.6 Hz, 2H, H-2/H-6), 6.88 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-3/H-5),6.47 (brd,J = 16.0 Hz, 1H,
H-7), 6.21 (dt, J = 160, 53 Hz, 1H, H-8), 4.81 (t, J = 5.5 Hz, 1H, OH), 4.15 - 4.03
(m, 2H, H-9), 3.74 (s, 3H, OMe); RMN BC (100 MHz, C,D¢SO) : 0 156.6 (C-4), 129.5
(C-1), 128.3 (C-7), 128.2 (C-8), 127.3 (C 2/C-6), 114.0 (C-3/C-5), 61.6 (C-9), 55.1 (OMe).
Les données des spectres RMN 'H et '3C sont en accord avec celles de la littérature (Srisook

etal.2017).

Figure 26. Structure de I’alcool p-méthoxycinnamylique (13).
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Alcool coniférylique (11) : Synthétisé avec la méthode générale A a partir de 1’acide
férulique (6) (0,501 mg; 2,58 mmol). Spécificités : purification par chromatographie éclair
sur gel de silice avec €éluant 15-50 % d'AcOEt dans I’hexane pour 1’obtention de 1’alcool
coniférylique (figure 27, 11) sous forme de poudre blanche (0,329 g; 62 % en 2 étapes).
RMN 'H (400 MHz, MeOD) : § 7.00 (d,J = 1.5 Hz, 1H, H-2),6.84 (dd,J = 8.1, 1.5 Hz, 1H,
H-6), 6.73 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-5), 6.50 (brd,J = 15.8 Hz, 1H, H-7), 6.19 (dt, J = 15.8,
59 Hz, 1H, H-8), 4.19 (d, J = 5.9 Hz, 2H, H-9), 3.86 (s, 3H, OMe); RMN *C (100 MHz,
MeOD) : § 149.1 (C-3), 147.5 (C-4), 132.1 (C-7), 130.6 (C-1), 127.0 (C-8), 121.0 (C-6),
116.2 (C-5), 1104 (C-2),63.9 (C-9), 56.3 (OMe). Les données des spectres RMN 'H et 1*C

sont en accord avec celles de la littérature (Quideau et Ralph 1992).

Figure 27. Structure de I’alcool coniférylique (11).

4.6 SYNTHESE DES BALSACONES ET ANALOGUES

Alkylations de Friedel-Crafts

Méthode générale A d’alkylation de FC : L’alcool allylique (0,0867 mmol) est pesé
directement dans un ballon de 10 mL, la DHC (0,347 mmol) est ajoutée au ballon, suivie de
I’ACN anhydre (1,9 mL). Apres solubilisation complete des réactifs, 100 uL (10 % mol de
catalyseur) d’une solution de 1 mL de ACN anhydre contenant (0,0873 mmol) d’APTS sont
ajoutés et le mélange est agité a TA pendant 2 h. Le suivi de la réaction est effectué par CCM
phase inverse dans (H,O/MeOH 45 : 55) avec révélation au H,SO, (UV 365 nm), pour valider
la conversion complete de 1’alcool allylique. Une fois la réaction terminée, de 1’AcOEt
(4 mL) est ajouté au mélange, suivi d’une solution aqueuse saturée de NaHCO; (6 mL); la

phase aqueuse est diluée avec de 1’eau et extraite avec de I’ AcOEt (4 x 15 mL). Les phases
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organiques sont regroupées, séchées au Na,SO, et évaporées a sec a I’aide d’un évaporateur
rotatif dans un bain de 30 °C. L’évaporat est ensuite soumis a une chromatographie éclair
phase inverse sur silice C-18 avec gradient 50-90 % de MeOH dans I’eau. Les spectres
RMN 1D ('H et 13C) ainsi que RMN 2D (COSY, DEPT 135, HSQC et HMBC) ont été

générés et analysés pour confirmer la structure de molécules finales synthétisées.

Méthode générale B d’alkylation de FC : Identique a la méthode générale A
d’alkylation de FC, a I’exception du volume d’ACN anhydre (3,9 mL) et de la charge
catalytique (20 % mol de catalyseur), le mélange réactionnel est chauffé a 50 °C pour

solubiliser les réactifs et ramené a TA avant I’ajout du catalyseur.

Méthode générale C d’alkylation de FC : Identique a la méthode générale B
d’alkylation de FC a I’exception du volume d’ACN anhydre (5,9 mL).

Balsacone A (1) : Synthétisée a partir de 1’alcool p-coumarylique (10) (0,0131 g;
0,0867 mmol) et de la 4,2’,6’-trihydroxy-4’-méthoxydihydrochalcone (33) (0,100 g;
0,347 mmol) avec la méthode générale A d’alkylation de FC pour I’obtention de la
balsacone A (figure 28, 1) sous forme de poudre blanche rougeatre (25,5 mg; 70 %).
R;=0,34 (CHCl;/MeOH 9 : 1); RT = 25,412 min. (CLHP-MS, colonne biphényle, 50-100 %
MeOH dans I’eau durant 40 min); HRMS (ESI) m/z calculé pour C,sH»;06 [M-H]-419,1500;
trouvé 419,1505; RMN 'H (400 MHz, C;DsO) : 6 7.18 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2’/H-6"’),
710 (d, J = 83 Hz, 2H, H-2/H-6), 6.80 — 6.71 (m, 4H, H-3/H-5; H-3"’/H-5""),
6.31 (br d, J = 15.8 Hz, 1H, H-7"), 6.16 (s, 1H, H-5’), 6.15 — 6.07 (m, 1H, H-8"),
3.83 (s, 3H, OMe), 343 — 335 (m, 4H, H-9’; H-8), 294 — 286 (m, 2H, H-7);
RMN 3C (100 MHz, C;Ds0) : 6 206.1 (C-9), 164.3 (C-4’), 163.7 (C-2°), 161.5 (C-6),
157.3 (C-4), 1564 (C-4), 1334 (C-1), 130.5 (C-17’), 130.2 (C-2/C-6), 130.0 (C-7"),
1279 (C-27/C-67"), 126.2 (C-8°), 116.1 (C-3/C-5), 116.0 (C-3"°/C-5"), 107.5 (C-3°),
105.5 (C-1°), 91.3 (C-5°), 56.0 (OMe), 47.1 (C-8), 30.6 (C-7), 26.1 (C-9"). Les données

spectrales RMN 'H et '*C sont en accord avec celles de la littérature (Lavoie et al. 2013).
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Figure 28. Structure de la balsacone A (1).

Balsacone B (2) : Synthétisée a partir de 1’alcool p-coumarylique (10) (0,0131 g;
0,0867 mmol) et de la 2’4’ ,6'-trihydroxy-4-methoxydihydrochalcone (32) (0,100 g;
0,347 mmol) avec la méthode générale B d’alkylation de FC. Spécificités : purification par
chromatographie éclair phase inverse sur silice C-18 avec gradient 66-74 % MeOH dans
I’eau pour I’obtention de la balsacone B (figure 29, 2) sous forme de poudre blanche jaunatre
(18,7 mg; 51 %). R, = 0.36 (CHCl;/MeOH 9 : 1); RT = 27,554 min. (CLHP-MS, colonne
biphényle, 50-100 % MeOH dans I’eau sur 40 min); HRMS (ESI) m/z calculé pour C,sH,;04
[M-H]- 419.1500, trouvé 419,1501; RMN 'H (400 MHz, C;DsO) : 6 7.19 (d,J = 7.5 Hz, 4H,
H-2/H-6; H-2’/H-6""), 6.83 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-3/H-5), 6.74 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
H-3"’/H-5""), 634 (br d, J = 15.8 Hz, 1H, H-7""), 6.17 (dt, J = 15.8, 6.5 Hz, 1H,
H-87), 6.11 (s, 1H, H-5"), 3.74 (s, 3H, OMe), 3.42 (d, J = 6.5 Hz, 2H, H-9""), 340 — 3.32
(m, 2H, H-8),2.97 - 2.87 (m, 2H, H-7); RMN 3C (100 MHz, C;D4O) : 0 205.6 (C-9), 165.1
(C-2°), 162.8 (C-4’), 160.8 (C-6"), 158.9 (C-4), 157.3 (C-4"’), 134.7 (C-1), 130.6 (C-17"),
130.2 (C-2/C-6), 1300 (C-7’), 1279 (C-2/C-6’"), 1263 (C-8"), 116.1 (C-37°/C-5""),
114.6 (C-3/C-5), 106.5 (C-3°), 105.1 (C-1°), 95.1 (C-5°), 554 (OMe), 46.8 (C-8),
30.6 (C-7),26.2 (C-9”’). Les données spectrales RMN 'H et '*C sont en accord avec celles
de la littérature (Lavoie et al. 2013).

Figure 29. Structure de la balsacone B (2).
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Balsacone C (3) : Synthétisée a partir de 1’alcool p-coumarylique (10) (0,0131 g;
0,0867 mmol) et de la 2’ 4’ ,6’-trihydroxydihydrochalcone (29) (0,0898 g; 0,348 mmol) avec
la méthode générale A d’alkylation de FC. Spécificités : purification par chromatographie
éclair phase inverse sur silice C-18 avec gradient 65-73 % MeOH dans 1’eau pour I’obtention
de la balsacone C (figure 30, 3) sous forme de poudre blanche jaunatre (19,0 mg; 56 %).
R;=0.36 (CHCl;/MeOH 9 : 1); RT = 26,670 min. (CLHP-MS, colonne biphényle, 50-100 %
MeOH pendant 40 min); HRMS (ESI) m/z calculé pour C,4H,,0s [M-H] 389.1394, trouvé
389.1392; RMN 'H (400 MHz, C;DsO) : & 7.31 — 7.21 (m, 4H, H-2/H-6; H-3/H-5),
720 — 7.11 (m, 3H, H-4; H-2"’/H-6""), 6.74 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3"’/H-5"’), 6.34
(brd,J =158 Hz, 1H, H-7"’), 6.18 (dt, J = 15.8, 6.5 Hz, 1H, H-8"’), 6.11 (s, 1H, H-5"),
3.50 - 3.34 (m, 4H, H-9’’; H-8), 2.98 (m, 2H, H-7); RMN *C (100 MHz, C;D:0) : 6 205.2
(C-9), 165.1 (C-2’), 163.2 (C-4’), 161.3 (C-6), 157.3 (C-4"’), 143.0 (C-1), 130.6 (C-17"),
1299 (C-7"°), 129.3 (C-2/C-6), 129.1 (C-3/C-5), 1279 (C-2°/C-6""), 126.6 (C-4), 126.5
(C-87),116.1 (C-3°/C-5"7), 106.3 (C-3"), 105.0 (C-1"),95.2 (C-5°),46.5 (C-8),31.5 (C-7),
26.2 (C-9°’). Les données spectrales RMN 'H et 1*C sont en accord avec celles de la littérature

(Lavoie et al. 2013).

Figure 30. Structure de la balsacone C (3).

Analogue A (79) : Synthétisé a partir de ’alcool p-coumarylique (10) (0,0133 g;
0,0886 mmol) et de la phlorétine (30) (0,0986 g; 0,359 mmol) avec la méthode générale C
d’alkylation de FC. Spécificités : purification par chromatographie éclair phase inverse sur

silice C-18 avec gradient 58-63 % MeOH dans 1’eau pour ’obtention de I’analogue A
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(figure 31,79) en tant que poudre blanche orangée (20,8 mg; 57 %). R;,= 0,72 (CHCl;/ MeOH
8 : 2), RT = 25,904 min. (CLHP-MS, colonne C-18, 45-95 % MeOH dans 1’eau pendant
50 min); HRMS (ESI) m/z calculé pour C,sH,,06 [M-H] 405,1344; trouvé 405,1351; RMN
'H (400 MHz, C;D¢O) : 6 7.18 (d, J = 8.6 Hz, 2H, (H-2"’/H-6"), 7.09 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
H-2/H-6), 6.79 — 6.70 (m, 4H, H-3/H-5; H-3’/H-5""), 6.33 (br d, J = 15.8 Hz, 1H, H-7""),
6.16 (dt, J = 15.8, 6.5 Hz, 1H, H-8"’), 6.10 (s, 1H, H-5"), 345 — 3.38 (m, 2H, H-9”),
3.38 —3.31 (m, 2H, H-8), 2.93 — 2.84 (m, 2H, H-7); RMN 3C (100 MHz, C;Ds0) : 6 205.7
(C-9), 165.1 (C-27), 162.8 (C-4°), 160.8 (C-6"), 157.3 (C-47), 1564 (C-4), 133.5 (C-1),
130.6 (C-1"°), 130.2 (C-2/C-6), 1300 (C-7’), 1279 (C-2°/C-6""), 1263 (C-8’),
116.1 (C-3°/C-5), 116.0 (C-3/C-5), 106.5 (C-3°), 105.1 (C-17), 95.0 (C-57), 47.0 (C-8),
30.7 (C-7),26.2 (C-9’).

Figure 31. Structure de I’analogue A (79).

Analogue B (80) : Synthétisé a partir de ’alcool p-méthoxycinnamylique (13)
(00145 g; 0,0883 mmol) et de la 4,2°,6’-trihydroxy-4’-méthoxydihydrochalcone (33)
(0,100 g; 0,347 mmol) avec la méthode générale A d’alkylation de FC. Spécificités :
purification par chromatographie éclair phase inverse sur silice C-18 avec gradient 72-78 %
MeOH dans ’eau pour I’obtention de 1’analogue B (figure 32, 80) sous forme de poudre
blanche jaunatre (24,0 mg; 63 %). R;= 0,60 (CHCl;/MeOH 9 : 1); RT = 38,944 min. (CLHP-
MS, colonne C-18, 45-95 % MeOH dans 1’eau pendant 50 min); HRMS (ESI) m/z calculé
pour C,H,506 [M-H] 433,1657; trouvé 433,1634; RMN 'H (400 MHz, C;D:O) : 6 7.26
(d,J=8.6 Hz,2H, H-2"’/H-6°"),7.10 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2/H-6), 6.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H,
H-3"’/H-5""), 6.75 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3/H-5), 6.33 (br d, J = 15.8 Hz, 1H, H-7"),



62

6.24 - 6.08 (m, 2H, H-5"; H-8"’), 3.82 (s, 3H, 4’-OMe), 3.75 (s, 3H, 4’-OMe), 3.45 — 3.32
(m, 4H, H-9"’; H-8),2.94 —2.83 (m, 2H, H-7); RMN 3C (100 MHz, C;D4O) : 6 205.7 (C-9),
1644 (C-4’), 163.8 (C-2°), 161.7 (C-6°), 159.7 (C-4"), 1564 (C-4), 1335 (C-1),
1316 (C-1°), 1302 (C-2/C-6), 129.8 (C-7), 127.8 (C-27°/C-6""), 127.0 (C-8”),
116.0 (C-3/C-5),114.6 (C-3"°/C-5""),107.3 (C-3"),105.5 (C-1"),91.4 (C-5°),56.0 (4’-OMe),
55.5(4’-OMe), 47.1 (C-8), 30.6 (C-7),26.1 (C-9).

80

Figure 32. Structure de 1’analogue B (80).

Analogue C (81) : Synthétisé a partir de I’alcool cinnamique (9) (00132 g;
0,0984 mmol) et de la 4,2’,6’-trihydroxy-4’-méthoxydihydrochalcone (33) (0,113 g;
0,392 mmol) avec la méthode générale A d’alkylation de FC. Spécificités : charge
catalytique (20 % mol de catalyseur), réaction au reflux, purification par chromatographie
éclair phase inverse sur silice C-18 avec gradient 72-82 % MeOH dans 1’eau pour I’obtention
de I’analogue C (figure 33, 81) sous forme de poudre blanche jaunatre (15,9 mg; 40 %).
R;=0,51 (CHCl;/MeOH 9 : 1); RT =39,861 min. (CLHP-MS, colonne C-18,45-95 % MeOH
dans I’eau pendant 50 min); HRMS (ESI) m/z calculé pour C,sH,;05 [M-H]-403,1551; trouvé
403,1552; RMN 'H (400 MHz, C;DsO) : 6 733 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-2"’/H-6""),
7.25(t,J=7.6Hz,2H,H-3""/H-5""),7.15 (t,J=7.2Hz,1H,H-4""),7.10 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
H-2/H-6), 6.75 (d, J = 8.4 Hz, 2H, (H-3/H-5), 6.40 (br d, J = 159 Hz, 1H, H-7"),
6.33 (dt, J = 159, 5.8 Hz, 1H, H-8), 6.18 (s, 1H, H-5"), 3.84 (s, 3H, OMe),
343 (d,J=5.8Hz,2H,H-9""), 3.41-3.34 (m, 2H, H-8), 2.95-2.86 (m, 2H, H-7); RMN 13C
(100 MHz, C;Ds0) : 6 206.4 (C-9), 164.4 (C-4’), 163.8 (C-2’), 161.6 (C-6’), 156.4 (C-4),
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1389 (C-17), 1334 (C-1), 1303 (C-77), 1302 (C-2/C-6), 1294 (C-8),
129.3 (C-37/C-5), 1275 (C-4""), 126.7 (C-2’/C-6""), 116.0 (C-3/C-5), 107.1 (C-3’),
105.5 (C-17),91.4 (C-57),56.0 (OMe), 47.1 (C-8),30.6 (C-7),26.2 (C-97).

2
OH o
81

Figure 33. Structure de I’analogue C (81).

Analogue D (82) : Synthétisé a partir de 1’alcool coniférylique (11) (0,0158 g;
0,0877 mmol) et de la 4,2°,6’-trihydroxy-4’-méthoxydihydrochalcone (33) (0,100 g;
0,347 mmol) avec la méthode générale A d’alkylation de FC. Spécificités : charge
catalytique (20 % mol de catalyseur), chromatographie éclair phase inverse sur silice C-18
(gradient 65-73 % MeOH dans 1’eau pour 1’analogue D [82], ensuite 73-90 % MeOH dans
I’eau pour 1’analogue E [83]), pour I’obtention de 1’analogue D (figure 34, 82) sous forme de
poudre blanche jaunatre (18,1 mg; 45 %). R;= 0,47 (CHCI;/MeOH 9 : 1); RT = 32,882 min.
(CLHP-MS, colonne C-18, 45-95 % MeOH dans 1’eau pendant 50 min), HRMS (ESI) m/z
calculé pour C,H,s0, [M-H] 449,1606; trouvé 449,1605; RMN 'H (400 MHz, CD;0D) :
0 7.05 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-2/H-6), 6.86 (d, J = 0.8 Hz, 1H, H-6"), 6.76 — 6.64 (m, 4H,
H-2’; H-3/H-5; H-3"’), 6.22 (br d, J = 15.7 Hz, 1H, H-7"’), 6.13 — 6.05 (m, 1H, H-8""),
6.04 (s, 1H, H-5"), 3.83 (s, 3H,4’-OMe), 3.81 (s, 3H, 5"’-OMe), 3.41 — 3.34 (m, 4H, H-9"’;
H-8) le signal du multiplet chevauche celui du solvant CD;OD (confirmé avec le spectre
2D HSQC), 291 - 2.80 (m, 2H, H-7); RMN "3C (100 MHz, CD;OD) : 6 207.1 (C-9),
165.1 (C-4’), 1640 (C-2’), 1625 (C-6°), 1565 (C-4), 1490 (C-5), 146.7 (C-47’),
1340 (C-1), 1319 (C-1"), 130.5 (C-7""), 1304 (C-2/C-6), 127.0 (C-8°’), 120.3 (C-2"’),
116.2 (C-3/C-5), 116.1 (C-3’), 110.1 (C-6""), 107.6 (C-3’), 105.6 (C-1’), 91.2 (C-5’),
56.3 (5’-OMe), 56.1 (4’-OMe), 47.7 (C-8),31.5 (C-7),26.3 (C-9’).
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Analogue E (83) : Sous forme de poudre blanche jaunatre (5,5 mg; 21 %) (figure 34,
83). R,=0,58 (CHCI;/MeOH 10 : 1), RT = 41,287 min. (CLHP-MS, colonne C-18,45-95 %
MeOH dans I’eau pendant 50 min); HRMS (ESI) m/z calculé pour Ci;sHisOy [M-HJ
611,2287; trouvé 611,2287; RMN 'H (400 MHz, C;D:0) : 6 13.91 (s, 1H, 7-OH), 7.18
(d,J=1.8Hz, 1H,H-6"),7.04 - 6.96 (m, 2H,H-2"; H-6"""),6.92 (d,J = 8.1 Hz, 1H, H-3’),
6.81 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz, 1H, H-2"""), 6.75 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-3’""), 6.62 (s, 4H,
H-2’/H-6’’; H-3"’/H-5""),6.30 (brd,/=15.7 Hz, 1H,H-7"""), 6.10 (s, 1H, H-6),6.07 — 5.96
(m, 1H,H-8"""),4.83 (d,J=9.2 Hz, 1H, H-2),3.87 (s, 3H, 5-OMe), 3.84 (s, 3H, 5’"’-OMe),
3.78 (s, 3H, 5’-OMe), 3.25 — 3.06 (m, 2H, H-8""), 2.87 (dd, J = 15.7, 3.9 Hz, 1H, H-4
équatorial), 2.77 — 2.67 (m, 2H, H-7""), 2.35 (dd, J = 15.7, 11.2 Hz, 1H, H-4 axial), 2.31 —
226 (m, 1H, H-3), 2.24 — 2.16 (m, 1H, H-9’"* b), le second signal multiplet (H-9°"* a)
chevauche celui du solvant C;DsO (confirmé a 1’aide du spectre 2D HSQC); RMN 13C
(100 MHz, C;D60) : 6 205.6 (C-97°), 166.1 (C-7), 164.1 (C-5), 158.3 (C-9), 156.2 (C-4""),
148.7 (C-57), 1484 (C-5"’), 1479 (C-4’), 1469 (C-4’"’), 1329 (C-7"’), 132.7 (C-17"),
131.5 (C-1°), 130.6 (C-1°""), 129.8 (C-2°/C-6"), 1249 (C-8’""), 121.7 (C-2’), 1204
(C-2), 115.8 (C-3/C-57), 115.7 (C-3’), 115.7 (C-3°""), 111.7 (C-6°), 109.8 (C-6’""),
1059 (C-8), 1029 (C-10), 92.7 (C-6), 84.5 (C-2), 56.3 (5’-OMe), 56.3 (5-OMe), 56.2
(5°’-OMe), 46.3 (C-8"),37.9 (C-3),36.3 (C-97°),304 (C-7"),26.2 (C-4).
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Figure 34. Structure de I’analogue D (82) et de I’analogue E (83).

4.7 TESTS ANTIBIOTIQUES

Les tests antibiotiques ont été effectués en utilisant la méthode de microdilution
modifiée de (Banfi er al. 2003; Lavoie et al. 2013). Notamment, les bactéries a croissance
exponentielle ont été ensemencées dans des microplaques transparentes a fond plat de
96 puits (BD Falcon) a une concentration de 5 x 10° pour E. coli (ATCC 25922) ou de
25 x 103 pour S. aureus (ATCC 25923) et les 10 SARMs (obtenus de 1’hdpital de Chicoutimi,
numérotés de 1 a 10) par puit dans 100 pL de bouillon nutritif (BD). Les solutions meres, de
composés antibactériens testés, ont été préparées dans du DMSO (Sigma-Aldrich). Un
gradient de 8 concentrations a une demi de chaque composé testé dans du DMSO (Sigma-
Aldrich) avec des concentrations maximales de 50 uM pour les antibactériens a tester et de
0.625 pg/ml pour la gentamicine ont ensuite €té ajoutées a 100 L de suspension bactérienne.

La concentration finale de DMSO dans le milieu de culture a ét€¢ maintenue a 0,1% (v/v) pour
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éviter la toxicité du solvant. Les puits témoins sans traitement et les témoins solvants ont été
préparés avec uniquement du milieu de culture et une suspension bactérienne. Les plaques
ont été incubées de 18 a 24 heures a 37°C. L’absorbance a ét€ mesurée sur un lecteur
automatisé a 96 plaques ou un spectrophotometre MultiskanGO (Thermo, Labsystems) en
utilisant une longueur d’onde de 600 nm avec une densité optique de 1 pour 8 x 108
bactéries/ml pour E. coli et une densité optique de 0.5 pour 1 x 10® bactéries/mL pour
S. aureus ainsi que les SARMs. L activité antibiotique est exprimée en tant que concentration
minimale inhibant 90 % de la croissance bactérienne (CMly, uM) avec la gentamicine
utilisée comme contrdle positif, sous forme de sulfate de gentamicine (Sigma-Aldrich).

Chaque CMly, a été déterminée trois fois dans deux expériences différentes (Banfi er al.

2003; Lavoie et al. 2013).



CHAPITRE 5

AVANCEMENT DES TRAVAUX
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5.1 CHIMIE

5.1.1. Extraction et isolation de I’asébotine (34)

Au cours de ce projet de maitrise, 1’asébotine (34) a été isolée a partir des parties
aériennes du Kalmia augustifolia L. 284 g de parties aériennes ont été extraits avec I’EtOH
95 % au reflux, I’évaporat fut ensuite solubilisé dans 1’eau pour €tre soumis a des extractions
liquide/liquide avec de I’AcOEt, suivi d’une chromatographie éclair phase inverse sur résine
Diaion® et d’une seconde chromatographie éclair phase inverse sur gel C-18 pour I’obtention
de I’asébotine (34) (2,4 g; 0,85 % de rendement massique). L’identité et la pureté du produit
ont été confirmées par comparaison des données spectrales RMN 'H et *C avec celles de la
littérature (Nkengfack et al. 2001). Ce rendement pourrait probablement étre amélioré
puisque cette méthode d’isolation a été développée pour le « screening » phytochimique
général du kalmia par Lorry J. Déry; une méthode ciblée pour 1’asébotine (34) pourrait
augmenter le rendement massique. L’asébotine (34) peut également €tre recristallisée dans

I’acétonitrile.

5.1.2. Extraction et isolation des DHCs

Les DHCs: 2’4’,6’-trihydroxydihydrochalcone (29), 2’4’6 -trihydroxy-4-
méthoxydi-hydrochalcone (32) et 4,2°,6’-trixydroxy-4’-méthoxydihydrochalcone (33) ont
été isolées a partir des bourgeons Populus balsamifera L. 50 g de bourgeons (non secs) ont
été extraits dans I’éthanol 95 % au reflux, ensuite 10 g/17 g d’évaporat visqueux ont été
soumis a trois fractionnements par chromatographie éclair : un premier en phase inverse sur
résine Diaion®, un second en phase normale sur gel de silice et un dernier en phase inverse
sur gel C-18. La fraction contenant les DHCs est soumise a une purification par HPLC
préparative pour l’obtention de 21,5 mg (0,22 % p/p de I’extrait brut humide) de la
4,2’ 6’-trihydroxy-4’-methoxydihydrochalcone (33); 107 mg (1,07 % p/p de I’extrait brut
humide) de la 2’ 4°,6’-trihydroxydihydrochalcone (29) et 88,6 mg (0,89 % p/p de I’extrait
brut humide) de la 2’4’,6’-trihydroxy-4-methoxydihydrochalcone (32). L’étape de
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purification par CLHP préparative peut étre évitée en faisant des recristallisations répétées
dans [Dacétonitrile; la 2’4’°,6’-trihydroxy-4-methoxydihydrochalcone (32) cristallise
facilement, le mélange restant peut étre soumis a une chromatographie éclair. Cette méthode

alternative pourrait &tre encore optimisée.

5.1.3. Hydrolyse de I’asébotine (34)

L’asébotine (34) est hydrolysée quantitativement en 2’4’6 -trihydroxy-4-
méthoxydihydrochalcone (33) dans I’EtOH anhydre au reflux avec du HCI 1,25 M, en
utilisant la méthode décrite par (Gupte et Buolamwini 2009). La réaction est complétée en
2 heures avec un rendement isolé de 99 % (tableau 4), le suivi de la réaction est effectué par
CCM (figure 35). Un essai d’hydrolyse enzymatique a également été tenté sur I’asébotine
(34) en utilisant une enzyme [-glucosidase avec la procédure décrite par (Hoshino et al.
1996), malgré I’augmentation de la durée de réaction a 2 jours et I’ajout d’enzyme a mi-
parcours, le rendement d’hydrolyse est moindre, soit 21 %. Le rendement a été évalué par
RMN 'H en comparant les protons en méta du cycle aromatique A de 1’asébotine (34) 2 6,13
et 6,10 ppm avec leur équivalent déglycosylé valant 2 protons a 6,00 ppm. L’inefficacité de
I’hydrolyse enzymatique peut étre expliquée, en partie, par la détérioration probable de
I’enzyme

B-glucosidase qui était stockée au réfrigérateur depuis plusieurs années.

HOH,C,

o OH OH HCI 1,25 M; EtOH o OH OH m
—_—
O O ~~ O O HO
+ HO OEt
HOH,C Agitation au reflux, 2 h OH
%/o o OH ©

0,

HO
HO
OH

Figure 35. Hydrolyse de 1’asébotine (34).
(Gupte et Buolamwini 2009).
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Tableau 4. Méthode d’hydrolyse de 1'asébotine (34)

Essais Type d'hydrolyse Conditions Rendement (%)
1 Acide Reflux/ 2 h 99
2 Enzymatique 55°C/2j 21+

* Rendement évalué par RMN 'H sur le mélange asébotine/dihydrochalcone

5.1.4. Identification d’especes végétales contenant les DHCs

Bien qu’une recherche approfondie de la littérature ait été menée pour tenter
d’identifier des especes boréales contenant les DHCs (29 et 32), aucune espece contenant de
plus grandes quantités de ces DHCs que les bourgeons de Populus balsamifera L.n’a pu étre
identifiée. Le Kalmia augustifolia L. constitue une source importante d’asébotine (34)
hydrolysable pour obtenir des quantités appréciables de la DHC (33) (Harborne 2019). Peu
de recherches sont effectuées sur les especes issues de la forét boréale. Des travaux futurs du
LASEVE pourraient permettre de découvrir des sources plus abondantes des DHCs
(29 et 32) dans les années a venir, sous forme de glycoside ou non. La synthese totale des
DHC:s est décrite au chapitre 2.3.3; celle-ci constitue la meilleure alternative a 1’isolation

actuelle pour I’obtention des composés (29 et 32) a moindre colit.

5.1.5. Formes des intermédiaires d’alkylation de FC

La théorie initiale était que 1’intermédiaire réactionnel d’alkylation de FC impliquant
’alcool p-coumraylique (10) était une méthyléne quinone (figure 36, 85). Pour valider cette
hypothése, un test de compétition entre les alcools (10 et 13) a été réalisé a concentration
égale avec un arene riche en électrons et une quantité catalytique d’acide 2,3.4,5-
tetrafluorophénylboronique. Si tel qu’attendu I’intermédiaire de 1’alcool (10) était sous forme
de méthyléne quinone (85), le produit majoritairement formé aurait été le produit impliquant

I’alcool (13) puisque celle-ci possede un intermédiaire cationique chargé (84) donc plus
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réactif qu’une méthyléne quinone. Le résultat était non sélectif : les deux produits étaient
formés a la méme vitesse, le mélange réactionnel contenait la méme concentration des deux
produits formés méme avant la consommation complete des alcools (10 et 13). Ce résultat
suggere que l'intermédiaire réactionnel de 1’alcool (10) est sous forme cationique (86)
puisqu’il est aussi réactif que I’intermédiaire (84). D’autres réplicats pourraient étre effectués

pour confirmer cette hypothese.

((%l/ (;o/ (o 0® ((%l/H (o/ "
N - N Vs gﬁ - ou ) DR S
CN S L
) 84 ) ) 85 ) ) 86 )

Figure 36. Structures possibles d’intermédiaires d’alkylation de FC.

5.1.6. Produits secondaires d’alkylation de FC

Les résultats d’alkylation de FC sont décrits dans 1’article scientifique (chapitre 3);
cette section portera sur des informations supplémentaires concernant les différents produits
secondaires d’alkylation de FC. L’optimisation de la méthode d’alkylation de FC a été
effectuée sur la synthese de la balsacone A (1). Le produit secondaire majeur a été détecté
par CLHP-MS, possédant un ion moléculaire de [M-H] = 551; cette masse correspondait
avec celle d’un produit de double alkylation. La balsacone A (1) [M-H] = 419 ayant
potentiellement subi une deuxieme alkylation. L’hypothese initiale était que la seconde
alkylation surviendrait sur la seconde position méta du cycle aromatique A de la 2°4’,6’-
trihydroxy-4-méthoxydihydrochalcone (33). Si tel était le cas, le spectre RMN 'H aurait été
presque identique a celui de la balsacone A (1), mais avec des intégrations doublées pour la
portion hydroxycinnamylée, en raison de la symétrie ainsi que de 1’absence du proton en

méta de la DHC nouvellement substituée. Apres isolation de ce produit secondaire, les
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spectres RMN 'H et '3C ne correspondaient pas au produit escompté. Effectivement, le
spectre RMN 'H possédait plus de signaux protons que prévu; il y avait présence d’une seule
liaison alcénique, des protons supplémentaires dans la région des CH ainsi que des CH, non
aromatiques et le proton en méta de la DHC était encore présent. Ceci suggere que la seconde
alkylation ne s’était pas produite a I’endroit prévu et qu’il y avait présence d’un cycle non
aromatique. Francois Simard avait noté une étroite ressemblance avec les spectres protons
des balsacones naturelles J (63) a M (67). Apres comparaison des déplacements chimiques
des spectres RMN 'H et *C de la molécule isolée avec ceux de la balsacone K (figure 37,
65), I’identité de la molécule isolée a pu étre confirmée comme étant la balsacone K (65)
(Simard et al. 2015). Des traces de balsacone F (figure 37, 5§9) ont également été détectées
dans le mélange réactionnel par chromatogramme CLHP-MS, notamment par comparaison
du temps de rétention, de la signature UV et de la masse de 1’ion moléculaire (m/z) de
[M-H] = 419 avec ceux d’un standard de la balsacone F (5§9). La balsacone F (59) est une
forme cyclisée de la balsacone A (1) (Simard et al. 2014). Une autre signature d’ion
moléculaire a [M-H] =419 était présente, mais ce produit secondaire n’a jamais pu étre isolé
avec une pureté adéquate pour confirmer sa structure. Cependant, nous soupgonnons qu’il
pourrait s’agir d’un produit d’O-alkylation de 1’une des fonctions hydroxyles en ortho (les
deux positions formeraient le méme produit) du cycle aromatique A de la2’ 4’ ,6’-trihydroxy-

4-méthoxydihydrochalcone (33).

OMe OMe

65 59

Figure 37. Structure de la balsacone K (65) et de la balsacone F (59).
(Simard et al. 2014; Simard et al. 2015).
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La découverte de la présence des balsacones K (65) et F (59) nous a permis de mieux
comprendre les mécanismes de formation de ces produits secondaires. Ainsi, nous croyons
que ces deux molécules suivent des mécanismes similaires. Le mécanisme proposé pour la
formation de la balsacone F (89) est illustré a la figure 38 a). En premier lieu, la double
liaison en C-8’’ attaque un proton, créant une charge positive en C-7"’. Ensuite, I’hydroxyle
en C-4"’ forme une double liaison avec le carbone C-4’" causant un déplacement d’électrons
vers le carbone C-7°’, pour en stabiliser la charge positive, formant une méthyléne quinone.
La charge partielle positive en C-7°’, par résonance, est subséquemment attaquée par
I’hydroxyle en C-2’ causant ainsi une cyclisation intramoléculaire. La derniere étape consiste
en la stabilisation de la charge positive sur ’oxygene, notamment par le vol de son proton
par la base conjuguée de I’APTS, soit 1’anion tosylate, formant ainsi la balsacone F (59) et

une molécule d’APTS.

Le mécanisme proposé€ pour la formation de la balsacone K (65) est illustré a la
figure 38 b). Ce mécanisme est presque identique a celui de formation de la balsacone F (59),
mis a part la premicre étape. La double liaison en C-8’’ attaque un cation intermédiaire de la
réaction d’alkylation de FC (ex : 84 et 86) causant une seconde alkylation sur le carbone
C-8’, créant une charge positive en C-7°’. Ensuite, I’hydroxyle en C-4’" forme une double
liaison avec le carbone C-4’" causant un déplacement d’électrons vers le carbone C-7°", pour
en stabiliser la charge positive, formant une méthyléne quinone. La charge partielle positive
en C-7"’, par résonance, est subséquemment attaquée par I’hydroxyle en C-2’ causant ainsi
une cyclisation intramoléculaire. La derniere étape consiste en la stabilisation de la charge
positive sur I’oxygene, notamment par le vol de son proton par la base conjuguée de I’APTS,

soit I’anion tosylate, formant ainsi la balsacone K (65) et une molécule d’APTS.
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Figure 38. Mécanismes proposés pour la formation de la balsacone F (59)
et de la balsacone K (65) a partir de la balsacone A (1).

La voie (a) formerait la balsacone F (59),
la voie (b) formerait la balsacone K (65).

OH

La balsacone F (59) fut le produit majoritaire a une seule occasion, soit lors d’un essai
avec ratio DHC/alcool allylique de 3 : 1, avec 40 mol % de catalyseur d’acide boronique dans
du CHCl; au reflux; le solvant s’était évaporé durant la nuit. Ceci suggere que la formation
de la balsacone F (59) pourrait étre encouragée par l’utilisation d’une quantité réactive
d’acide avec du chauffage. Cette hypotheése est appuyée par des données provenant de la

littérature, reportant la cyclisation de composés phénoliques hydroxycinnamylés en condition
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acide avec chauffage (Jain 1975). Pour former la balsacone K (65) comme produit
majoritaire, il serait préférable d’introduire la balsacone A (1) avec 1’alcool p-coumarylique

(10) ainsi qu’une quantité catalytique d’APTS (10 % mol) dans I’acétonitrile.

La présence de trois hydroxyles sur le cycle aromatique A des DHCs (29), (30) et
(32) serait responsable de la formation d’une plus grande variété de produits secondaires.
Notamment en raison de la présence d’un hydroxyle supplémentaire en para du cycle A, ce
qui causerait la formation de deux produits de cyclisation, deux produits de double alkylation
et deux produits d’O-alkylation. Les chromatogrammes CLHP-MS des différents mélanges
réactionnels impliquant ces trois DHCs semblent appuyer cette théorie puisque des signatures
supplémentaires ont été détectées avec des ions moléculaires (m/z) de [M-H] = 419 et
[M-H] = 551. La présence d’une plus grande quantité de produits secondaires a amplement
complexifié 1’isolation des produits finaux issus de ces DHCs, forcant ’utilisation de
gradients MeOH/H,O plus étroits lors des purifications par chromatographie éclair en phase
inverse. Ceci explique également les rendements d’isolation plus faibles pour ces différents

produits.
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5.1.7. Dégradation des analogues D (82) et E (83)

A la suite d’un séjour de 48 heures dans I’acétone-ds a une concentration de 75 mM,
I’analogue D (figure 39, 82) semblait montrer des signes de dégradation avancée. Tout
d’abord, un dépot brun était présent au fond du tube RMN ; pourtant le composé sec était de
couleur jaune pale. Deuxiémement, la comparaison de spectres RMN 'H de 1’analogue D (82)
durant la premiere heure versus apres 48 heures dans I’acétone-ds (figure 39, a) affiche des
différences notables. Le spectre RMN 'H apres deux jours montre la présence de plusieurs
signaux supplémentaires dans la région des aromatiques, des alcenes, des méthoxyles ainsi
que dans celle des alcanes (Silverstein et al. 2014). Troisiemement, le chromatogramme de
CLHP-MS de I’analogue D (82) apres son sé€jour dans 1’acétone-ds, affiche plusieurs
composés différents (figure 39, b). Une partie du composé initial semblait toujours présent a
RT = 27,767 min ; [M-H] = 449,2. La signature [M-H] = 465,1 revient a trois reprises : a
RT = 18,958 min, a RT = 19,632 min et a RT = 21,191 min. Ces trois masses pourraient
correspondre a des produits d’oxydation du composé initial [M+O-H]J". Il est a noter que le
dépot brun au fond du tube RMN n’a pas pu étre analysé et que le spectre RMN 'H ainsi que
le chromatogramme CLHP-MS de I’analogue D (82) apreés son temps de séjour dans
I’acétone-dg, sont tous deux tres dilués. Ainsi, une partie importante du mélange n’a pas pu
étre analysé, principalement dii a des contraintes de temps; il s’agit donc d’analyses
préliminaires. L’analogue E (83) semblait également afficher des signes de dégradation
modérée apres un séjour de 24 heures dans 1’acétone-ds a une concentration plus faible de

13 mM (annexe 4).
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Figure 39. Dégradation de I’analogue D (82).

a) comparaison des spectres RMN 'H protons de I’analogue D (82) apres 1 heure
(en rouge : grossissement 1x) avec celui aprés un séjour de 48 heures
dans I’acétone-ds (en vert : grossissement 4x);
b) chromatogramme CLLHP-MS (ionisation négative) de 1’analogue D (82) aprés 48 heures dans
I’acétone-ds (colonne C-18, 45-95 % ACN dans I’eau durant 50 min, ensuite 95 % pendant 10 min).

Ces résultats préliminaires ont permis d’émettre des hypothéses quant aux causes
possibles de dégradation. Premierement, la détérioration rapide dans les solvants aprotiques
pourrait étre reliée a des interactions intramoléculaires et a des échanges de protons entre les
molécules pouvant devenir plus fréquentes a haute concentration. Les solvants protiques

pourraient stabiliser les fonctions hydroxyles et méthoxyles, par la formation de liens
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hydrogene avec celles-ci, limitant leur réactivité et le potentiel de dégradation. La réactivité
du groupement dérivé hydroxycinnamyle pourrait €tre a I’origine de la dégradation de ces
produits par des mécanismes similaires a ceux décrits a la figure 38. Ainsi, la présence d’un
second groupement électrodonneur sur la portion hydroxycinnamylée pourrait avoir un

impact négatif sur la stabilité des composés (82 et 83).

Les analogues D (82) et E (83) ont été synthétisés de nouveau sans 1’utilisation de
I’acétone. MeOD a été utilisé comme solvant pour les analyses RMN; (82) semblait montrer
des signes de dégradation mineure apres 48 heures dans le MeOD a une concentration de
20 mM. En raison de contraintes de temps et de quantités de réactifs, la dégradation de (82)
dans le MeOD n’a pas pu étre évaluée a concentration aussi élevée que dans 1’acétone-ds
(annexe 4). En revanche, ces résultats semblent en accord avec les hypotheses émises quant
aux causes possibles de dégradation. Il est a noter que les analogues D (82) et E (83) ont été
synthétisés a partir de I’alcool coniférylique (11); I'instabilité des composés formés a partir
de cet alcool explique peut-€tre pourquoi de tels analogues ne sont pas présents a 1’état
naturel. Pour le moment, rien ne semble indiquer que les balsacones naturelles A (1) a U2
(75b) seraient susceptibles a des dégradations similaires, mais par mesures préventives des
tests de dégradation pourraient €tre envisagés sur ces molécules. Pour bien vérifier ces
suppositions, il serait nécessaire de faire des essais supplémentaires de dégradation dans

différents solvants a concentration égale et avec plus de répétitions.
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5.2  TESTS BIOLOGIQUES

5.2.1. Activités antibactériennes

Cette sous-section portera sur les tests antibactériens effectués contre le S. aureus et
10 souches de SARMs. Les résultats portant sur les SARMs ne sont pas inclus dans ’article
scientifique (chapitre 3), en raison de résultats contradictoires pour les balsacones A (1) et

B (2) par rapport a ceux déja publiés (Simard et al. 2016).

Les balsacones synthétiques (1 a 3) ainsi que les analogues (79 a 83) ont été soumis
a des tests antibactériens in vitro contre Escherichia coli (Gram négative) et Staphylococcus
aureus (Gram positive) ainsi que 10 souches de SARMs, avec la gentamicine comme
contrOle positif en utilisant la méthode de microdilution modifiée de (Banfi et al. 2003;
Simard et al. 2016). Les résultats, représentatifs de deux expériences, exprimés en
concentration minimale inhibant 90 % de la croissance bactérienne (CMly,, pM), sont

présentés dans le tableau 5.
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Aucun des composés testés n’était actif contre E. coli avec des CMIy, supérieures a
50 uM (tableau 5). La balsacone A (1) est le composé le plus actif contre S. aureus avec une
CMly, de 3,0 = 0,8 uM et des CMIy, variant de < 0,391 a 1,4 +£ 0,2 uM pour les différents
SARMs. Les balsacones B (2) et C (3) démontrent également de bonnes activités avec des
CMly < 8,5 uM contre S. aureus et tous les SARMs. Parmi les analogues, le composé le plus
prometteur est 1’analogue A (79) avec des CMly < 11 uM pour S. aureus et les différents
SARMs. Les analogues D (82), C (81) ainsi que B (80) ont montré des activités modérées
contre tous les SARMs avec des CMIy, < 19, 28 et 29 uM respectivement. En revanche (80)
est inactif contre S.aureus. L’analogue E (83) est inactif contre toutes les souches de

bactéries testées.

5.2.2. Relation structure-activité

Selon les données publiées précédemment (Lavoie et al. 2013 ; Simard et al. 2016),
les balsacones A (1) ainsi que B (2) devraient démontrer des activités inférieures a la
balsacone C (3) contre S. aureus, en raison de la présence d’une fonction méthoxyle en
position C-4’ et C-4 respectivement. Les résultats présentés au tableau 5 ne sont pas en
accord avec ceux précédemment publiés : la balsacone A (1) a une CMlIy, inférieure a celles
des balsacones B (2) et C (3) contre S. aureus. En outre, (1) est plus active sur toutes les
souches de SARMs que pour S. aureus, tandis qu’elle n’avait aucune activité contre les
SARMs et S. aureus lors d’une étude précédente (Simard et al. 2016). La balsacone B (2) a
des différences similaires puisqu’elle est active contre tous les SARMs dans la présente
étude, alors qu’elle était beaucoup moins active dans I’étude précédente avec des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) variantes de 13 a 50 uM. Effectivement, (2) ne
démontrait aucune activité contre S. aureus précédemment (Simard er al. 2016), mais
affichait une activité plus importante lors de I’étude de (Lavoie et al. 2013) avec une CMI de
6,3 uM. Une possibilité pour expliquer la forte activité de (1) dans la présente étude serait la
présence d’impuretés issues du Kalmia augustifolia L. ou de produits secondaires

d’alkylations qui pourraient influencer I’activité contre S. aureus et les SARMs. Pour vérifier
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ces hypotheses, il serait nécessaire de tester plusieurs échantillons synthétiques des
balsacones A (1), B (2) et C (3) ainsi que des échantillons naturels de ces balsacones, pour
pouvoir valider la reproductibilité des résultats obtenus avec un nombre de réplicats plus

élevé.

Comme mentionné dans 1’article (chapitre 3), la nature des DHCs a un impact plus
restreint sur 1’activité antibactérienne des produits d’alkylation, tandis que les substitutions
sur la portion cinnamylée ont une plus grande influence sur I’activité biologique. Ce constat
pourrait étre validé avec d’autres DHCs telles que (29 a 32) par alkylation avec les alcools
(9, 11 a 13). La présence d’un groupement méthoxyle a la position C-5"" de I’analogue
D (82), a pour effet de réduire considérablement I’activité, mais cette réduction n’est pas
aussi marquée qu’avec la suppression de la fonction hydroxyle en position C-4’" de
I’analogue C (81) ou sa substitution par un groupement méthoxyle pour 1’analogue B (80).
Cependant, bien que (80) ne soit pas actif contre S. aureus, il montre une activité modérée
contre toutes les souches de SARMs. La présence d’un groupement hydroxyle en position
C-4” semble avoir un impact bénéfique sur 1’activité antibactérienne. Par contre,
I’encombrement de la position C-4’> ou C-5’" par un méthoxyle ou la suppression de
I’hydroxyle C-4’" auraient tous pour effet de réduire considérablement 1’activité
antibactérienne. Simard et ses collaborateurs (Simard et al. 2016) avaient émis 1’hypothese
selon laquelle le potentiel donneur de liaisons hydrogéne de certains groupements
hydroxyles, présents sur les balsacones, pourrait €tre crucial pour interagir efficacement avec
leurs cibles bactériennes. Les résultats obtenus, lors de la présente étude, semblent en accord
avec cette supposition. Evidemment, cette hypothése reste a étre validée par la caractérisation

des cibles moléculaires responsables de 1’activité antibiotique des balsacones.

Finalement, 1’étude structure-activité de (Simard et al. 2016) démontre que la
présence d’une insaturation entre les carbones C-7""et C-8’’ des balsacones L (66) ainsi que
M (67) aurait pour effet d’augmenter 1’activité par rapport a leur dérivé saturé, soit les
balsacones J (63) et K (65) respectivement. Ceci suggere que les dérivés chalcones des DHCs

(29 a 33), soit (48 et 50), pourraient étre utilis€s pour synthétiser des analogues des
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balsacones présentant des potentiels d’activités supérieures contre les SARMs. Certains
dérivés chalcones pourraient étre obtenus a partir de leurs équivalents flavanones, parfois
plus abondants dans les plantes (Panche et al. 2016), par simple ouverture du cycle C en
conditions basiques (Stompor et al. 2013) ou par synthése totale en trois étapes

(chapitre 2.3.3).



CHAPITRE 6

CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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6.1 CONCLUSION

L’objectif principal de ce projet de maitrise, consistant a développer une méthode
d’hémisynthese des balsacones A (1), B (2) ainsi que C (3) a I’aide de substrats biosourcés,
a été atteint. Cette voie passe par la synthése d’alcools allyliques, a partir de leurs acides
correspondants (S et 6), en procédant a leur estérification suivie de la réduction des esters
formés pour I’obtention des alcools (10 et 11) avec des rendements globaux pour deux étapes
de 77 et 62 % respectivement. L’alcool (13) a requis une étape supplémentaire, soit la
méthylation du phénol en C-4 de I’ester (24), en raison de 1’indisponibilité de son acide
correspondante (8) au moment de cette synthese, avec un rendement global de 77 % pour
trois étapes de syntheses. La DHC (33) a été obtenue par 1’hydrolyse de 1’asébotine (34),
isolée du Kalmia augustifolia L., avec un rendement d’isolation de 0,85 % (p/p a partir des
parties aériennes séchées). Ce rendement pourrait étre amélioré par 1’élaboration d’une
méthode de purification spécifiquement optimisée pour le composé (34). Les DHCs
(29 et 32) ont été isolées a partir des bourgeons non séchés de Populus balsamifera L. avec
des rendements de 1,07 et 0,89 % respectivement (p/p de I’extrait brut humide). La DHC (30)
ainsi que 1’alcool (9) et les acides dérivés cinnamiques (S et 6) proviennent tous de sources
commerciales (isolés a partir de substrats végétaux). L’étape clef de cette méthode est
I’alkylation de Friedel-Crafts entre un alcool allylique et une DHC, sans I’utilisation de
groupements protecteurs, dans de I’ACN en utilisant I’APTS comme catalyseur avec de I’eau
comme sous-produit majoritaire de la réaction. Grace a cette voie, les balsacones A (1), B (2)
et C (3) ont été synthétisées avec respectivement des rendements d’alkylation de 70, 51 et
56 %. Les produits d’alkylation ainsi que les DHCs en exces sont isolés par extraction
liquide/liquide suivie d’une chromatographie éclair sur colonne C-18. 11 s’agit de la premiere
syntheése de la balsacone A (1) rapportée a ce jour et les rendements d’alkylation des
balsacones B (2) et C (3) sont supérieurs a ceux rapportés avec 1’utilisation de groupements

protecteurs (Burmaoglu 2017), sans avoir recours aux étapes de protection et de déprotection.
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L’objectif secondaire, consistant a utiliser la méthode pour la synthése de nouveaux
analogues, a également été atteint. Ainsi, la versatilité de la voie de synthese a pu étre validée
par 'utilisation des alcools allyliques (9, 10, 11 et 13) pour la synthése des nouveaux
analogues A a E (79 a 83) avec des rendements d’alkylation de 57, 63, 40, 45 et 21 %
respectivement. Le composé (83) est un produit secondaire de double alkylation issu de la
synthese de (82). La majorité des différents produits de synthése a démontré des activités
antibactériennes contre S. aureus et 10 souches de SARMs. Les balsacones A (1), B (2),C (3)
et I’analogue A (79) ont démontré de fortes activités contre S. aureus et les SARMs avec des
CMlIy < 3,05 8,5; 8,0 et 10 uM respectivement. Tandis que les analogues B, C et D (80 a
82) ont montré des activités modérées contre les différents SARMs avec des CMlIy, < 29,
28 et 19 pM respectivement. Ainsi, une relation structure-activité a pu é€tre établie,
démontrant I’importance déterminante de la présence d’une portion hydroxycinnamylée pour
I’activité antibactérienne. La suppression, la substitution par un groupement méthoxyle ou la
présence d’un méthoxyle voisin de la fonction hydroxyle en C-4’’, ont toutes pour effet une
considérable réduction de I’activité contre S. aureus et les différents SARMs. Tel que suggéré
par (Simard et al. 2016), le potentiel donneur de liaisons hydrogene de certains groupements
hydroxyles présents sur les balsacones et leurs analogues pourrait étre crucial pour interagir
efficacement avec leurs cibles bactériennes. La synthése des analogues A a E
(79 a 83) a également permis de soupconner la dégradation des analogues D (82) et E (83)
dans 1’acétone-ds. Cette dégradation pourrait dépendre de la présence de groupements
électrodonneurs sur la portion cinnamylée, les molécules avec deux groupements
s’avéreraient instables (82 et 83). La nature du solvant ainsi que la concentration pourraient
également avoir un impact. Il ne s’agit que de résultats préliminaires; plusieurs essais

supplémentaires seraient nécessaires pour confirmer ces hypotheses.

Le deuxieme objectif secondaire de ce projet, consistant a identifier de nouvelles
especes végétales contenant les DHCs, n’a pas été atteint. Effectivement, malgré une
recherche poussée de la littérature, aucune nouvelle espéce contenant plus de DHCs
(29 et/ou 32) que les bourgeons de Populus balsamifera L., n’a pu étre identifiée. Peu

d’études sont effectuées sur les especes végétales de la forét boréale, ainsi les informations a
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ce sujet sont limitées. Des plantes locales contenant ces DHCs ou leurs dérivés glycosylés
pourraient étre identifiées dans les années a venir. Une voie de syntheése pour ces DHCs ainsi
que pour leurs analogues chalcones est proposée au chapitre 2.3.3. La synthese totale de ces
précurseurs semble étre la solution la plus prometteuse pour une syntheése efficace des

balsacones et analogues a partir de ces flavonoides.

6.2 PERSPECTIVES

Les perspectives sont vastes : en premier lieu, les alcools (9, 11 et 13) devraient étre
testés avec d’autres DHCs, telles que (29, 30 et 32) pour la création de nouveaux analogues.
Ceci permettrait de confirmer ou d’infirmer la relation structure-activité proposée. D’autres
alcools allyliques portant différents groupements fonctionnels, tel que NH,, pourraient
également étre utilisés avec différentes DHCs pour la création de nouveaux analogues. La
synthese des balsacones cyclisées D a1 (57 a 62), ainsi que de multiples dérivés inédits, serait
facilement envisageable en milieu acide avec chauffage a partir de leurs analogues non
cyclisés (Jain 1975). Les produits de la polyalkylation tels que (63 a 75b), ainsi que divers
composés similaires, pourraient étre synthétisés a partir de leurs précurseurs monoalkylés ou
directement avec diverses DHCs. L’élucidation du mécanisme d’action des balsacones
fournirait des informations supplémentaires pouvant orienter 1’optimisation structurale des

balsacones et de leurs analogues en vue de maximiser leurs activités thérapeutiques.

Deuxieémement, la relation structure-activité établie par (Simard et al. 2016) démontre
que I’utilisation de chalcones au lieu des DHCs, pour la synthese de composés antibiotiques,
n’aurait pas d’impacts négatifs sur I’activité antibactérienne des balsacones ou des analogues
formés contre S. aureus et les SARMs. Au contraire, la présence d’une portion cinnamoylée
ou hydroxycinnamoylée en position C-8 des balsacones L (66) et M (67) serait bénéfique
pour ’activité antibactérienne en comparaison avec leurs dérivés non cinnamoylés (63 et 65)
respectivement. Ainsi, I'utilisation des analogues chalcones des DHCs (29 a 33), soit (48 et

50), serait envisageable pour la synthese de balsacones dérivées présentant des activités
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antibiotiques supérieures aux composés déja existants. Dans cette optique, la synthése des
analogues chalcones de (29 et 32) pourrait étre effectuée en seulement trois étapes
(chapitre 2.3.3). Ce constat suggere que les dérivés flavanones ainsi que d’autres flavonoides
seraient utilisables pour la synthése de nouveaux composés possédant des potentiels

antibactériens.

Finalement, il serait prudent de vérifier si les balsacones naturelles A (1) a U2 (75b)
sont susceptibles a des dégradations similaires aux analyses préliminaires effectuées sur les
analogues D (82) et E (83) pour ainsi comprendre les conditions de dégradation afin d’éviter

les mauvaises conditions de stockage.
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ANNEXE 1 - SPECTRES RMN

2’ 4’ 6’-Trihydroxy-4-méthoxydihydrochalcone (32) RMN 'H (400 MHz, C;Ds0O)
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2’ 4’ 6’-Trihydroxy-4-méthoxydihydrochalcone (32) RMN C (100 MHz, C;D0)
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2’ 4’ ,6’-Trihydroxydihydrochalcone (29) RMN 'H (400 MHz, C;D¢O)
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2’ 4’ ,6’-Trihydroxydihydrochalcone (29) RMN !*C (100 MHz, C;D40)
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Asébotine (34) RMN 'H (400 MHz, CD;OD)
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Asébotine (34) RMN !
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4,2’ 6’-Trihydroxy-4’-methoxydihydrochalcone (33) RMN 'H (400 MHz, C;Ds0O)
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4.2’ 6’-Trihydroxy-4’-methoxydihydrochalcone (33) RMN *C (100 MHz, C;D40)
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Alcool p-coumarylique (10) RMN H (400 MHz, C;D40)
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Alcool p-méthoxycinnamylique (13) RMN 'H (400 MHz, C,D¢SO)
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Alcool coniférylique (11) RMN 'H (400 MHz, CD;0D)
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Balsacone A (1) RMN 'H (400 MHz, C;D40O)
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Balsacone A (1) RMN 3C (100 MHz, C;Ds0)
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Balsacone B (2) RMN 'H (400 MHz, C;Ds0O)
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Balsacone B (2) RMN "3C (100 MHz, C;Ds0O)
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Balsacone C (3) RMN 'H (400 MHz, C;Ds0O)
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Balsacone C (3) RMN "3C (100 MHz, C;Ds0)
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Analogue A (79) RMN 'H (400 MHz, C;DcO)
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Analogue A (79) RMN BC (100 MHz, C;Ds0)
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Analogue B (80) RMN 'H (400 MHz, C;D60)
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Analogue B (80) RMN 3C (100 MHz, C;D60)
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Analogue C (81) RMN 'H (400 MHz, C;D60)
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Analogue C (81) RMN 3C (100 MHz, C;D60)
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Analogue D (82) RMN 'H (400 MHz, CD;0D)
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Analogue D (82) RMN C (100 MHz, CD;0D)
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Analogue E (83) RMN 'H (400 MHz, C3Ds0)
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Analogue E (83) RMN *C (100 MHz, C;D40)
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ANNEXE 2 - MECANISMES REACTIONNELS

Hydrolyse acide de 1’acébotine (34) dans I’EtOH
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Meéthylation basique du méthyl 4-hydroxycinnamate (24) par I’iodométhane dans 1’acétone
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ANNEXE 3 - RESULTATS DES TESTS ANTIBACTERIENS
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2

ANNEXE 4 - SPECTRES RMN 'H DEGRADATION

48 h (75 mM).

1 h et apres

C3Ds0O) apres

2

Analogue D (82) RMN 'H (400 MHz
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Analogue D (82) RMN 'H (400 MHz, CD;0D) apres 1 h et apres 48 h (20 mM).
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Analogue E (83) RMN 'H (400 MHz, C3DsO) apres 1 h et apres 24 h (13 mM).
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