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RESUME

Le cancer, la malaria et bien d’autres infections bactériennes sont de plus en plus résistants
aux traitements existants. Dans le but de trouver de nouveaux médicaments plus efficaces
contre les agents potentiellement responsables de ces maladies, I’homme a de plus en plus
recourt aux plantes comme source de nouveaux principes actifs. Prées de 40% des
médicaments approuvés entre 1983 et 1994 étaient des produits naturels ou leurs dérivés; et
80% des anticancéreux et antibiotiques sont d’origine naturelle. Le brévifoliol, un abéo-
taxane, isolé des aiguilles et tiges de Taxus brevifolia du Pacifique, est trés peu cytotoxique
mais il est capable d’inhiber l'activité de transport de médicaments anti-cancer de la
glycoprotéine-P (P-gp), une protéine membranaire en partie responsable du phénomene de la
multi-résistance aux médicaments en chimiothérapie. Dans le cadre de ce projet, du fait de sa
grande quantité relative dans la plante, nous nous sommes intéressés a synthétiser de
nouveaux dérivés de brévifoliol susceptibles d’augmenter son profil thérapeutique. Les
travaux consistent a effectuer des réactions de couplage du brévifoliol avec différents dérivés
d’acide cinnamique. Ensuite, I’activité inhibitrice de la P-gp de ces dérivés a été évaluée sur
des cultures cellulaires des CHYC5 au laboratoire de la professeure Averill du Département
des Sciences Biologiques de I'UQAM. Des dix dérivés du brévivoliol synthétisés, quatre de
ces dérivés a savoir : 5,13-bis-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (64), 13-p-
méthylcinnamoyl brévifoliol (66), S-p-fluorocinnamoyl brévifoliol (69) et 5-p-
trifluorométhylcinnamoyl brévifoliol (70) ont démontré un potentiel inhibiteur de P-gp
supérieur a celui de la cyclosporine A. Les dérivés 13-p,m-diméthoxycinnamoy] brévifoliol
(62), 5-p-chlorocinnamoyl brévifoliol (67), 5-(3’-phénylpropanoyl) brévifoliol (71) et 5-p-
méthylcinnamoy! brévifoliol (65) possédent une activité cytotoxique et anti-P-gp bonne ou
moyenne. Ces dérivés favorisent une accumulation cellulaire d’adriamycine dans les cellules.
Par contre les dérivés S-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (60) et 13-p-chlorocinnamoyl
brévifoliol (68) ont une activité moindre.

Mots clé : Hémi-synthese, Brévifoliol, Glycoprotéine-P, Cytotoxicité.




CHAPITRE 1

PRESENTATION DE LA RECHERCHE

1.1 Le cancer

Le cancer est une maladie qui représente la seconde cause de mortalité en Amérique
du Nord, et la troisiéme dans le monde. D’apres des rapports de Statistique Canada, environ
40 % de la population canadienne sera atteinte d’un cancer au cours de sa vie et plus de la
moitié en mourra. Egalement, selon des statistiques de I’Institut National du Cancer du
Canada, le cancer de la prostate est le type de cancer le plus fréquent chez ’homme avec une
probabilité d’étre atteint de 12 %, ensuite arrive le cancer du poumon avec 8,8 %. Chez la
femme, les cancers les plus fréquemment rencontrés sont les cancers du sein avec 11,4 %, du
cblon et du rectum avec 6,1 %. Chez I’homme comme chez la femme, le cancer du poumon
est celui qui enregistre le plus grand nombre de décés avec une probabilité d’en mourir de 8,3

% et de 5,0 % respectivement.l’2

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération anormalement importante
de cellules au sein d’un tissu normal de I’organisme. Il en résulte des masses appelées

tumeurs.

1.1.1 Généralités

La cellule représente la plus petite entité vivante de I’organisme (figure 1.1 Le
corps humain compte des milliards de cellules et chaque cellule fait partie d’un organe
spécifique de 1’organisme. Chaque cellule est différente de par sa taille, sa forme ou méme sa
fonction. Les cellules jouent un r6le important dans le bon fonctionnement des organismes et
assurent la survie de I’organe dont elles font partie. Certaines cellules sont le lieu de

biosynthése et de dégradation des molécules organiques, notamment des enzymes. C’est aussi




le lieu de transmission de I’information génétique par la réplication de I’ADN lors de la

division cellulaire.

1) Nucléole 8) Réticulum

2) Noyau endoplasmigue lisse

3) Ribosome 9) Mitochondrie

4) Vésicule 10) Lysosome

5) Réticulum endoplasmique 11) Cytoplasme
rugueux (granuleux) 12) Peroxysome

6) Appareil de Golgi 13) Centrosome

7)  Microtubule

Figure 1.1 Organisation d’une cellule animale eucaryote.

Chaque cellule est délimitée par une membrane qui est une surface d’échange avec le
milieu externe a la cellule. La membrane cellulaire est constituée d’une bicouche lipidique
dans laquelle se trouvent intercalées plusieurs protéines (figure 1.2)*. Elle agit comme filtre
et assure la transmission d’informations nécessaires a la réactivité de la cellule. Ceci en
fonction des changements dans I’environnement immédiat de la cellule et en coordination
avec d’autres cellules.

Milieu extracellulaire Giucides

Protéine canal
(protéine de transport)

Protéine globulaire

Tétes hydrophiles

Glycoprotéine

RO stk A
Hlﬂ’)muuummu u/m“ ﬂ | i ! ., phospholipidique

Brotéine transmembranaiyotéine de surface
(structure globulaire)
Protéine transmembranaire

Protéine périphérique
Filaments de cytosquelette (structure en hélice alpha) Chalnes hydrophobes

Cytoplasme

Figure 1.2 Représentation d’une membrane cellulaire.



La cellule constitue 1’élément de base essentiel a la vie. Son cycle de vie se résume
en deux phases distinctes. La premiére phase est celle pendant laquelle la cellule croit et
assure ses différentes fonctions liées au développement de I’organisme. Dans la seconde
phase, la plupart des cellules assurent leur fonction de reproduction a travers le processus de
division cellulaire. Chez une cellule normale, le processus de division cellulaire est
programmé et s’effectue 4 un moment donné de son existence. A la fin de son cycle, certaines

cellules meurent : c’est ’apoptose.

Lorsque la division cellulaire devient incontrélée, on assiste a une division continue
des cellules qui deviennent ainsi des tumeurs. Des études récentes sur I’origine et les
traitements du cancer ont permis d’établir que le cancer est provoqué par un changement
dynamique des génomes des cellules.” Nous pouvons énumérer entre autres la découverte des
mutations qui produisent I’oncogeéne, géne ayant un fort potentiel d’activité chez les cellules
cancéreuses et dont I’expression favorise 1’apparition des cancers. Ce géne commande la
synthése d’onco-protéines (protéines stimulant la division cellulaire) et déclenche la
prolifération désordonnée des cellules. On peut également citer la découverte des genes
suppresseurs de tumeur qui, quant a eux, perdent de leur activit¢ chez les cellules
cancéreuses. Ces deux génes ont été identifiés grice a leur altération dans les cellules

cancéreuses humaines et animales.>®

Les altérations génétiques provoquent une transformation progressive des cellules
humaines normales en cellules hautement malignes. Dans ses articles de 2000 et 2011,
Hanahan et Weinberg™ ont énuméré 6 altérations importantes dans la physiologie cellulaire

qui dictent collectivement le développement des tumeurs malignes (figure 1.3)%.
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Figure 1.3 Les six mécanismes fondamentaux de I’oncogenése.

a Autosuffisance en facteurs de croissance

Les tissus normaux de I’organisme contrdlent avec rigueur la production et la
libération des signaux de croissance qui induisent I’entrée et la progression des cellules vers
leur croissance et leur cycle de division cellulaire. Ceci permet d’assurer 1’équilibre du
nombre de cellules et de maintenir I’architecture et la fonction des tissus normaux. En général
le signal de croissance est transmis par des facteurs de croissance tels que le TGF (Tumor
Growth Factor) ou le PDGF (Platelet Derived Growth Factor) qui se lient aux récepteurs
membranaires contenant un domaine tyrosine kinase intercellulaire. Ce dernier émet des
signaux qui permettent de réguler la progression du cycle cellulaire. Ces signaux affectent
également les propriétés biologiques des cellules telles que la survie et le métabolisme

d’énergie.”"®




Les cellules cancéreuses, en dérégulant ce signal, deviennent maitresses de leur
destinée. Elles le font en contrdlant ou en soutenant la production des signaux de croissance.

Ceci peut se faire par diverses voies™ :

e la production par elles-mémes des ligands de facteurs de croissances auxquels

elles peuvent répondre via I’expression du récepteur cognate;

e [’émission des signaux pour stimuler les cellules normales environnantes qui
fournissent réciproquement divers facteurs de croissances aux cellules

cancéreuses;

e En rendant les récepteurs protéiques des cellules cancéreuses hypersensibles a

toute limite en quantité de facteurs de croissance.

b Perte de contrdle du cycle cellulaire

En plus d’étre capable de contrdler et de produire les signaux de croissances, les
cellules cancéreuses interagissent également sur les mécanismes qui régulent la prolifération
cellulaire. Certains de ses programmes dépendent de la production de genes suppresseurs de
tumeur tels que les protéines RB et p53. Ces génes permettent de limiter la croissance, la
prolifération des cellules et constituent un moyen par lequel ’organisme lutte contre les
tumeurs. Les protéines RB collectent les signaux intra et extra cellulaires, puis en réponse
dictent si la cellule peut croitre ou se diviser."*!" Dans les cellules cancéreuses, ces génes sont

inactivés.

¢ Perte des capacités apoptotiques

L’apoptose est la mort programmée des cellules. Elle joue un rdle de barriére
naturelle dans le développement du cancer. L’apoptose est notamment induite suite a diverses

transformations physiologiques cellulaires, un taux élevé d’oncogénes ainsi qu’aux




dommages de I’ADN associés a I’hyper-prolifération. Dans les cellules cancéreuses,

I’apoptose est atténuée.'>"

d Acquisition du phénotype d’immortalité cellulaire

Les cellules cancéreuses ont la capacité de se diviser indéfiniment, générant ainsi des
tumeurs, contrairement aux cellules normales qui ne peuvent se diviser qu’un nombre de fois

précis. Cette limitation est liée & deux barriéres distinctes de prolifération :

o La premiére est la sénescence
C’est un état d’arrét irréversible ou réversible de la croissance des cellules
somatiques. C’est un état viable qui peut étre induit par différents stimuli exogenes (par des
radiations UV ou des drogues chimiothérapeutiques) ou endogénes (par activation des
oncogénes Ras et Raf ou le stress oxydatif). Elle représente un autre programme de protection
de I’organisme contre toute capacité de prolifération illimitée et constitue un mécanisme
suppresseur des tumeurs en inhibant la prolifération des cellules qui ont des Iésions sur

I’ADN.*

e La seconde barriére est la crise

La crise implique la mort des cellules qui ont pu franchir la sénescence. Les -

cellules qui ne sont pas détruites aprés la crise développent un potentiel de réplication

illimité.

Les téloméres sont des séquences d’ADN simple (TTAGGG) répétées a la fin des
chromosomes. Ces télomeres raccourcissent progressivement dans les cellules normales en
division. Ainsi la longueur de ce fragment d’ADN dans une cellule dicte le nombre de

divisions cellulaires possibles pour une cellule avant son entrée en crise."”

Dans les cellules normales mortelles, la télomérase, enzyme qui augmente le segment
télomére 4 la fin de I’ADN télomérique, est absente, mais cette enzyme exprime un niveau de

fonctionnalité significatif chez les cellules immortelles et cancéreuses.



¢ Processus d’angiogénése

L’angiogenése est un processus cellulaire complexe conduisant a la formation d’un
nouveau réseau microvasculaire a partir d’un vaisseau préexistant. C’est un processus
physiologique normal que I’on retrouve lors du développement embryonnaire. Mais il
constitue également un processus pathologique primordial dans la croissance des tumeurs
malignes et le développement des métastases. Tout comme les cellules normales de
I’organisme, les tumeurs ont besoin d’un apport en nutriment et oxygeéne pour leur croissance
et aussi d’une voie d’élimination des déchets métaboliques et du CO,. Elles assurent ces

besoins en développant leur propre réseau de vaisseaux.

Les tumeurs envoient des signaux aux vaisseaux sanguins environnants, en libérant
un facteur VEGF (facteur de croissance vasculaire endothélial). Le VEGF et d’autres
molécules s’organisent pour que les vaisseaux sanguins environnants croissent en direction
de la tumeur. Les facteurs de croissance fibroblastes (FGF) sont également impliqués dans le

processus de 1’angiogenése.'®

f Capacité d’invasion et de métastase

L’invasion par les métastases constitue la derni¢re étape du processus de
développement du cancer. Cette derniére représente la capacité des cellules malignes a
s’échapper de la tumeur primaire pour aller envahir de nouveaux tissus de I’organisme et y

former de nouvelles tumeurs. Ces nouveaux foyers de tumeurs sont appelés métastases.



Le processus d’invasion et de métastase se fait en plusieurs étapes :
¢ il commence par une invasion locale;

e ensuite les cellules cancéreuses entrent dans les vaisseaux lymphatiques et

sanguins voisins;
o les cellules cancéreuses transitent par le systéme lymphatique et sanguin;
¢ les cellules cancéreuses sont transférées dans le parenchyme des tissus distants;
¢ de petites tumeurs et micro métastases se forment;

e des lésions micro métastatiques croissent pour donner des tumeurs : c’est 1’étape

de colonisation.

Cette invasion est due a la sous expression ou a la désactivation occasionnelle de la
cadherin-E dans les cellules cancéreuses humaines . Le cadherin-E est une glycoprotéine

transmembranaire qui permet d’assurer ’adhésion des cellules entre elles.

1.1.2 Les types de cancers

11 existe plus de 100 types de cancer et sous-types de tumeurs que 1’on peut retrouver
dans des organes spécifiques. On peut les nommer selon la source (tissus ou cellules). Le

tableau 1.1 nous donne les principaux types de cancer en fonction de la source.




Tableau 1.1 Quelques types de cancer.

Cancer des tissus épithéliaux : Cancer du sang
CARCINOMES

Sources Nom Source Nom
Glandes (poumon, adénocarcinome lymphocytes lymphome
intestin, utérus, ...)

- carcinome basocellulaire cellules souches leucémie
Revétement , P
- carcinome épidermoide hématopoétiques

- carcinome transitionnel

Cancer des tissus conjonctifs : Cancer des tissus d’origine nerveuse
SARCOMES

Sources Nom Source Nom
Fibroblaste fibrosarcome cellules nerveuses neuroblastome,
rétinoblastome
Lipocyte liposarcome astrocyte astrocytome
Vaisseaux hémangiosarcome
Os ostéosarcome

1.1.3 Les principales causes du cancer

Les causes du cancer sont diverses et trés variées (figure 1.4)°. La majorité des
cancers humains proviennent de 1’exposition aux agents cancérigénes environnementaux qui
incluent des produits chimiques naturels ou non, les radiations et les virus. La mauvaise
alimentation représente la plus importante cause de cancer dans le monde. En y associant la
contribution due a I’usage du tabac et d’alcool, on atteint plus de 60 %."'® Les prédisposions
génétiques constituent également une cause potentielle de cancer pour environ 20 %. Les
facteurs environnementaux tels que la pollution de P’air et des eaux, les radiations et les
médicaments jouent aussi un réle non négligeable dans I’origine du cancer. Les rayons UV,

les radiations ionisantes, les solvants organiques tels que le benzéne, les métaux lourds tels
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que I'uranium et le nickel, ainsi que certains virus comme le virus de I’hépatite B sont des

exemples d’agents cancén'ge‘:nes.l'2

Alimentation
30%

Cigarette

30% \

Hérédité

15%
Autres Infections
1% s
Pollution
2% Alcaal .
- 3% Obésité et Exposition au
Medlciments Rayon Ultra- r.'nanqqe travail
2% Violet d'exercice 5%

2% 5%

Figure 1.4 Les principaux facteurs de risques de cancer.

1.1.4 Prévention du cancer

Comme mentionné précédemment, la mauvaise alimentation représente [’'une des
principales causes du cancer. Ainsi, une bonne alimentation permettrait d’en réduire les
risques de développer un cancer. De nombreuses études épidémiologiques ont montré que la
consommation de légumes et fruits permettait de diminuer I’incidence du cancer. Les
analyses phytochimiques et biologiques ont révélé que les plantes comportent de nombreux
phytonutriments tels que des anti-oxydants (vitamines C et E, lycopéne et caroténes) et les
composés phénoliques (flavonoides) qui aident a prévenir le cancer. De nombreux composés

isolés des plantes ont démontré une activité anticancéreuse potentielle."'®
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1.1.5 Modes de traitement du cancer

L’évolution considérable connue ces trois derniéres décennies dans la connaissance
des mécanismes de développement du cancer a permis a ce jour I’émergence de nombreuses

méthodes de traitement efficace contre le cancer.

a La chirurgie

La chirurgie représente 1’un des plus anciens et tout premier moyen de traitement du
cancer. C’est une méthode généralement employée en présence d’une petite tumeur qui ne
s’est pas encore répandue & d’autres organes (bien avant la métastase). La chirurgie consiste a
enlever la tumeur originale et a en évaluer sa gravité, ainsi que son étendue. C’est une
technique qui reste une arme anticancéreuse par excellence, environ 80 % des cancers
pouvant étre guéris par la chirurgie. Le plus souvent on y associe la chimio ou radiothérapie

afin de prévenir la récidive et I’apparition ou le développement des métastases."

b La radiothérapie

La radiothérapie consiste a utiliser certain types d’énergie provenant de rayons X, de
rayon Gamma ou d’¢électrons pour détruire les cellules cancéreuses. La radiothérapie est aussi
appelée irradiation et représente une méthode couramment employée pour traiter le cancer.?
C’est une technique qui consiste & administrer de fortes doses de rayonnement qui détruisent
les cellules dans la zone ciblée en endommageant I’ADN, ce qui rend ces cellules incapables
de développer et de se diviser. Les cellules saines également atteintes par les radiations vont

étre capables de se réparer par elles-mémes.
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On distingue trois types de radiothérapie® :
» La radiothérapie externe ou thérapie transcutanée.

> La curiethérapie. Encore appelée radiothérapie interne consiste a administrer
le rayonnement dans une zone bien ciblée du corps a I’intérieur ou prés de la tumeur pendant

une courte période.

» La radiothérapie systémique ou métabolique. La source de rayonnement est
administrée sous forme liquide (boisson ou capsule & avaler) ou introduite par injection
intraveineuse. Les substances radioactives se fixent préférentiellement sur les cellules
cancéreuses pour les détruire et ces substances sont éliminées aprés quelques jours par les

liquides corporels (sueur, salive ou urine).

La radiothérapie peut étre employée en combinaison avec d’autres méthodes de

traitement telles que la chimiothérapie ou la chirurgie.

Ce traitement présente également des effets secondaires tels que la dépression, les
pertes de cheveux sur la partie traitée et la fatigue. Il peut aussi entrainer une modification

des habitudes du sommeil et de I’appétit.

¢ La thérapie génique

Le développement du cancer est fortement li€é & des modifications ou altérations
génétiques au sein d’une cellule. La thérapie génique est un mode de traitement spécifique et
associé aux changements génétiques. Cette approche tire profit des connaissances de
mécanismes de transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse et consiste a
utiliser du matériel génétique pour obtenir un effet thérapeutique. ' Dans certains cas, le but
est d’obtenir des cellules génétiquement modifiées possédant des fonctions nouvelles ou
restaurées et, dans d’autres cas, le matériel génétique est utilisé pour interférer

temporairement avec les fonctions des cellules.
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Les molécules et matériels génétiques utilisés en thérapie génique sont trés nombreux
et diversifiés. Ils interagissent & différents niveaux du développement du cancer et sur des

cibles spécifiques. Ces génes peuvent étre dirigés contre des cellules saines ou cancéreuses.
Dans cette thérapie on distingue plusieurs types dont voici quelques-uns :
+ La thérapie utilisant des génes suppresseurs de tumeur et d’oncogénes

Tel qu’il a déja été mentionné dans ce mémoire, les génes suppresseurs de
tumeur comme le géne p53 sont inactivés dans les cellules cancéreuses, ce qui favorise la
croissance et la prolifération des cellules cancéreuses, ainsi que la résistance aux traitements

en chimio et radiothérapie. >

L’apport en géne p53 permet aux cellules de contréler leur croissance et leur
cycle de division cellulaire, et par la suite d’augmenter la sensibilité aux traitements en
chimiothérapie. De méme, I’administration intra-tumorale de vecteurs adénovirus permet

également I°expression du géne p53.2*

+ L’immunothérapie

L’introduction de I’immunothérapie dans le traitement du cancer date des années
1980 grace aux travaux de William Coley qui a utilisé une préparation a base de deux
souches de bactéries (Streptococcal et Staphylococcal) comme vaccin pour le traitement du

cancer. ¢ 1’

immunothérapie consiste & s’inspirer des mécanismes de défense du systéme
immunitaire de 1’organisme. Le systtme immunitaire d’un individu est en général orienté
contre des agressions d’agents externes (germes et virus), mais il peut également développer
des mécanismes de défense contre des cellules anormales ou cancéreuses. La stimulation du
systéme immunitaire dépend de la présence d’antigenes produits par les agents pathogénes
externes. Il est connu que les cellules cancéreuses contournent ou inhibent certaines fonctions
du systéme immunitaire. Avec la découverte ces derni¢res décennies d’antigénes associés ou

spécifiques aux tumeurs, des méthodes de traitement utilisant le systéme immunitaire de

I’organisme pour inhiber la croissance des tumeurs ont été développées.
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Parmi les stratégies existantes, la stratégie utilisant les cellules dentritiques
permet de fixer les antigénes provenant des tumeurs et de les transférer aux cellules T,
méthode qui permet de stimuler la réponse des cellules T de 1’organe lymphoide par la

production des cellules T CD8+ ayant un fort potentiel cytotoxique.”’?*

D’autres stratégies utilisent les cytokines pour stimuler la réponse du systéme
immunitaire. Les cytokines stimulent la maturation et la différentiation ou peuvent induire

I’apoptose.”’

+ La thérapie génique utilisant les génes anti-angiogéniques

L’angiogenése est une étape clé du développement du cancer au cours de
laquelle les cellules cancéreuses développent leur propre réseau de vaisseaux sanguins pour
’apport en nutriment et dioxygene et aussi 1’élimination des déchets et du CO,. L’utilisation
des génes anti-angiogéniques permettant de bloquer 1’angiogenése constitue un moyen
essentiel pour limiter la croissance des tumeurs et le développement des métastases. Ces
agents thérapeutiques pourraient interagir avec les facteurs angiogéniques tels que les
facteurs de croissances vasculaires endothéliales (VEGF) ou les facteurs de croissance
Fibroblaste (FGF), introduits dans les années 1970, les traitements anti-angiogéniques ont
connu un grand développement ces derniéres décennies notamment avec 1’utilisation clinique
du bevacizumab contre différents types de cancer dont le cancer du sein®. Le bevacizumab,
du nom commercial Avastin®, est un anticorps monoclonal qui agit comme inhibiteur de
I’angiogenese en se liant aux molécules de VEGF. Ces derni¢res ne peuvent donc plus se
fixer sur le récepteur du VEGF et les vaisseaux sanguins ne peuvent plus se tourner vers la
tumeur. Ceci a pour effet de diminuer son apport en oxygéne et en nutriments, ce qui limite la

croissance de la tumeur.

+ La thérapie utilisant les génes de résistance aux drogues

L’un des problémes généralement rencontrés dans les traitements classiques

contre le cancer est I’attaque des cellules saines par les agents anticancéreux utilisés
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notamment en chimiothérapie. L’un de moyen pour réduire cette toxicité contre les cellules
saines est d’utiliser des génes pour rendre les cellules saines situées prés des tumeurs
résistantes aux médicaments utilisés contre le cancer. L’un des génes utilisé, le MDR-1 code
pour une glycoprotéine transmembranaire qui agit comme une pompe énergie-dépendante qui
expulse les composés lipophiles de la cellule®. Ainsi, I’introduction de ces génes dans les
cellules saines leur confére une certaine protection contre les agents anticancéreux en les
éliminant de la cellule via une pompe transmembranaire®.

L’utilisation d’une thérapie génique nécessite I’emploi d’un vecteur de thérapie
par lequel le géne sera transmis aux cellules ciblées. Il existe différents types de vecteurs
pouvant étre utilisés, les principaux sont 'ADN nu, les liposomes et les virus & ADN ou a
ARN. Un vecteur idéal devrait pouvoir contenir une grande quantité d'ADN, avoir une grande
efficacité de transduction, étre sécuritaire pour le patient et pour l'environnement et étre
produit en grande quantité. Le choix du vecteur dépend également du but visé par la thérapie

. 1
génique.’

d La chimiothérapie

La chimiothérapie consiste & administrer aux patients des médicaments qui détruisent
les cellules cancéreuses ou qui réduisent les tumeurs.”> Ces médicaments, encore appelés
anticancéreux, sont administrés le plus souvent par voie intraveineuse ou sous forme de
comprimés. Le traitement peut comporter un ou plusieurs médicaments. C’est une technique
utilisée lorsque le cancer est au stade de dissémination ou pour la prévenir. Elle peut étre

combinée a d’autres modes de traitement tel que la chirurgie ou la radiothérapie.

Mais la chimiothérapie présente de nombreux effets secondaires tels que les nausées,
la diarrhée, la perte des cheveux, les vomissements, la baisse des globules rouges, blancs et
celle des plaquettes, les modifications de la peau, la sensation de sécheresse et parfois des
démangeaisons. Un autre probléme lié a la chimiothérapie est le phénoméne de résistance aux
médicaments développé par certaines cellules cancéreuses. Ce phénoméne est en partie

associé a I’action de la «pompe» P-glycoprotéine (ou pompe P-gp), une protéine
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membranaire d’efflux, ayant pour fonction 1’expulsion de certaines substances toxiques pour
les cellules, y compris les agents anticancéreux. Elle est principalement exprimée dans les
organes et tissus qui font barriére avec le monde externe notamment le pancréas, I’intestin, le
foie ou le rein. Elle est codée chez ’homme par le géne MDRI1 et limite I’absorption
intestinale des médicaments. La P-gp s’oppose a la pénétration des médicaments dans le
systéme nerveux central, diminuant ainsi leur distribution. Cette protéine transmembranaire
de 170 kDa est composée de 1280 acides aminés. Elle posséde une structure caractéristique
des systémes de transport ATP-dépendants, et posseéde deux régions comportant chacune 6
domaines transmembranaires et un site de liaison pour I’ Adénosine Triphosphate orienté vers

I’intérieur de la cellule. Elle posséde également un site de glycosylation extra-cellulaire,****

La P-gp influence divers processus pharmacocinétiques tels que :
e [’absorption du principe actif;,
e ladistribution du principe actif dans les organes ou les tissus;
e |’excrétion hépatique et rénale de la substance active.

La P-gp est surexprimée en présence de tumeurs malignes, ce qui peut entrainer une
résistance a de nombreux agents chimio-thérapeutiques. La P-gp influe sur la biodisponibilité
des médicaments ainsi que leur répartition dans les organes. Elle peut constituer une source
importante d’interactions médicamenteuses. Une nouvelle approche thérapeutique consiste a
développer des inhibiteurs de la P-gp. Ceux-ci doivent empécher que les substances
cytotoxiques soient expulsées de la cellule tumorale par la P-gp, entrainant ainsi une baisse

de la concentration du médicament sur son site d’action.

Le valspodar est un analogue de la cyclosporine-A sans effet immunosuppresseur. 11
est en phase de développement clinique pour inhiber I’action de la P-gp. Les autres

inhibiteurs de P-gp connus sont énoncés 4 la suite: *
e la vérapamil (un anticalcique);

o les antiarythmiques : quinidine et amiodarone;
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e les macrolides antibiotiques : érythromycine et clarithromycine;
e les antifongiques imidazoles tels que le kétoconazole.

D’aprés la littérature, les vinca-alcaloides, les anthracyclines, le taxol et les
épipodophyllotoxines sont des substrats connus de la P-gp. Ces substances, en général
cycliques et planaires, vont se lier & la P-gp, ce qui réduit leur concentration plasmatique. Par

contre la vinblastine et la doxorubicine sont des inducteurs de P-gp.****

En effet, certains médicaments utilisés en chimiothérapie anticancéreuse peuvent se
lier directement & la P-gp et seront par conséquent expulsés a ’extérieur de la cellule. D’ou la
nécessité de découvrir de nouveaux agents capables de bloquer cette activité de transport de

la P-gp.

Depuis quelques années, la recherche de nouveaux médicaments anticancéreux en
chimiothérapie vise a développer des médicaments capables d’atteindre les mécanismes de

I’oncogenése : on parle de chimiothérapie ciblée.®

Le rythme et la durée du traitement en chimiothérapie varient en fonction du type de

cancer et de la réponse du patient au traitement. On distinguera® :

4+ les cancers chimiocurables que I’on peut guérir par la chimiothérapie seule, tels

que les leucémies aigues et certains lymphomes;

+ les cancers chimiosensibles tels que les cancers du sein, de ’ovaire, du cdlon, du
poumon, pour lesquels la chimiothérapie apporte une rémission compléte ou

partielle dans un pourcentage élevé des cas;

+ les cancers chimiorésistants tels que les cancers du sein et du pancréas, des

mélanomes malins, pour lesquels la chimiothérapie reste d’une efficacité faible.
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Les médicaments utilisés en chimiothérapie sont trés variés et peuvent étre groupés

en quatre grandes classes ®:

v" Les agents formant des adduits covalents avec ’ADN (figure 1.5). Dans cette

classe on retrouve :

Les agents alkylants classiques possédant 2 groupes chloroéthyle tels que le

chlorméthine (1), le melphalan (2), le cyclophosphamide (3) et I’ifosfamide
@.

= Les nitroso-urée : tels que la carmustine (5) et la lomustine (6).

» Les autres agents alkylants sans groupement chloroéthyle tels que le

procarbazine (7), le dacarbazine (8), le thiotepa (9) et la mitomycine (10).

Les dérivés de platine tels que la cisplatine (11), la carboplatine (12) et

I’oxaliplatine (13).
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Figure 1.5 Quelques agents anticancéreux formant des adduits covalents avec I’ADN.
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v Les antimétabolites qui inhibent la synthése des constituants de I’ADN :
= Les analogues puriques : 6-mercaptopurine (14) et 6-thioguanine (15).
= Les analogues pyrimidiques : 5-fluoro-uracile (16) et cytarabine (17).

= Les analogues foliques : méthotrexate (18), raltitrexed (19) et pemetrexed

(20).
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Figure 1.6 Quelques agents anticancéreux anti-métabolites.
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v" Les poisons du fuseau mitotique :

= Les vinca-alcaloides : vinblastine (21), vincristine (22), vindesine (23) et

vinorelbine (24).

= Les taxanes : paclitaxel (25) et docetaxel (26).

(26)

Figure 1.7 Quelques agents anticancéreux antimitotiques.
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v' Les inhibiteurs de la topoisomérases :
= Les topo-isomérases I : I’irinotecan (27) et le topotécan (28).

* Les topo-isomérases II : anthracyclines (la doxorubicine (29), I’épirubicine

(30) et I’idarubicine (31)), acridines (I’amsacrine (32)), épipodophyllotoxines

(Pétoposide (33)) et anthracéne diones (la mitoxantrone (34)).

NH NH
@) OH 7 @) @y b

H
oH 0 HN">Naon

OH O HN_ -~ ~_OH
H

(32) @) (34)

Figure 1.8 Quelques agents anticancéreux inhibiteurs de topoisomérase.
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1.1.6 Substances Naturelles en chimiothérapie du Cancer

Malgré les traitements existants, le cancer est une maladie qui prend de plus en plus
d’ampleur et continue a décimer des populations. Ceci est dii au phénoméne de résistance aux
médicaments observé avec les méthodes classiques de traitement, notamment en
chimiothérapie. De plus, la chimiothérapie présente de nombreux effets secondaires tels que
la nausée, le vomissement, la perte des cheveux et une fatigue extréme. La recherche de
nouveaux agents thérapeutiques efficaces contre le cancer et ayant des effets secondaires
négligeables constitue encore de nos jours un défi majeur. C’est dans cette optique que
I’homme continue d’exploiter les ressources végétales terrestres et maritimes, ainsi que les
micro-organismes pour découvrir de nouveaux agents thérapeutiques contre le cancer et bien
d’autres maladies. En effet, les plantes sont utilisées depuis longtemps par certaines

populations pour soigner diverses maladies dont les maladies cancéreuses.

L’histoire de 1’étude des produits naturels dans la recherche des médicaments
anticancéreux date de 1940 avec la découverte de la podophyllotoxine (35) de Podophyllum
peltatum. Ensuite, dans les années 1960, I’institut National de Cancer (NCI) a lancé un vaste
programme de recherche d’anticancéreux de plus de 35 000 espéces végétales. Ces travaux
ont conduit & I’isolation de substances anticancéreuses telles que le paclitaxel (25) et la
camptothecine (36)°>*°. De nos jours, les plantes et autres microorganismes continuent d’étre
étudiés et constituent de trés importantes sources de nouveaux métabolites secondaires
biologiquement actifs. Diverses classes de composés isolés et caractérisés de nos jours ont
démontré d’importantes activités antibiotiques, anti-inflammatoires, anti-hypertensives ou
anticancéreuses. De 1940 a 2006, plus de 73 % des molécules ayant une activité
anticancéreuse étaient des dérivés non synthétiques, dont 47 % sont des produits naturels ou
des dérivés de produits naturels®. De plus, prés de la moitié des produits pharmaceutiques
commercialisés sont des produits naturels ou des dérivés de produits naturels. En 2008, 225
médicaments issus de produits naturels étaient en phase de développement : soit en phase

préclinique, en phase clinique I, II ou III, ou préenregistré pour étre commercialisés®®.
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a Anticancéreux issus des plantes

Les plantes constituent une importante source de molécules anticancéreuses. Depuis
1961, neufs composés issus de plantes ont été approuvés pour leur utilisation comme

médicaments anticancéreux aux USA.

Les principales classes de métabolites secondaires anticancéreux sont :

+ Les alcaloides

Ce sont des composés comportant au moins un atome d’azote dans leur structure. La
vinblastine (Velbe®) (21) et la vincristine (Oncavin®) (22) sont deux vinca-alcaloides utilisés
dans le traitement des lymphomes et des leucémies. Elles ont été isolées de Catharanthus
roseus ou pervenche de Madagascar (figure 1.9), une plante originaire de Madagascar. Elles
peuvent aussi étre préparées par hémi-synthése de substances plus accessibles comme la

catharanthine et la vindoline, isolées en grande quantité de la méme plante.’®

La vinorelbine (Navelbine®) (24) est un analogue hémi-synthétique de la vinblastine
utilisée pour traiter les cancers du sein et du poumon. Elle est également obtenue de la
catharanthine et la vindoline.*” La serpentine (37) est un autre agent anticancéreux

prometteur issu Catharanthus roseus.

Ces composés inhibent ’assemblage des tubulines en microtubules, deux ¢éléments
essentiels lors de la division cellulaire. Une perturbation de 1’équilibre entre ces deux

éléments inhibe la division cellulaire.*®
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35)

Le paclitaxel (taxol®) (25) est un diterpéne alcaloidique ayant une bonne activité
anticancéreuse contre le cancer des ovaires et des poumons, il a été isolé pour la premiere fois
en 1961 du Taxus brevifolia (encore appelé if du Pacifique). Son analogue hémi-synthétique,

le docétaxel (Taxotere®), est aussi utilisé pour traiter différents types de cancer.

La camptothecine (36) est un autre alcaloide indolique utilisé pour traiter le cancer du
cdlon. Il est aussi efficace contre les cancers de I’utérus, des ovaires et des poumons. La
camphtothecine a été isolée pour la premiére fois de Camptotheca acuminata Decne.”**'*
Certains dérivés solubles comme D’irinotecan (Campro®) (27) et le topotecan (Hycamptin®)

(28) sont aussi utilisés en clinique.”®
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+ La podophyllotoxine

La podophyllotoxine (35) a été isolée de Podophyllum peltatam, une plante
médicinale utilisée en médecine traditionnelle pour soigner des verres et excroissances.’®*’
L’étoposide (VP-16%, Vépéside®) (33) est un dérivé semi-synthétique de podophyllotoxine;
c’est un inhibiteur de la topoisomérase II. 11 est utilisé contre le cancer des poumons, des

ovaires et des testicules.

OH
Ho\

oH 9

(38

Le teniposide (Vehem®) (38) est un autre dérivé semi-synthétique de
podophyllotoxine utilisé pour traiter le cancer du systéme nerveux central, du cancer de la

vessie et du lymphome malin. Il agit comme inhibiteur de la topoisomérase I1.

+ Autres composés

D’autres composés issus de plantes possédant des propriétés anticancéreuses ont été
isolés : il s’agit des naphtoquinones, des isoflavones genistine, des 3-carbinol indoles, des
3,3’-diindolemethanes, du curcumin, du (-)- épigallocathechin-3-gallate, du reservatrol (39)
et le lycopene. Ces composés induisent I’apoptose sans affecter négativement les cellules

normales.*
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b Anticancéreux issus d’organismes marins

La biodiversité marine constitue également une source non négligeable de molécules
anticancéreuses, car 68 % des produits pharmaceutiques d’origine marine sont utilisés pour
traiter le cancer. Par exemple, la cytarabine (Ara-C®) a été identifiée des éponges marines et
inhibe les ADN-polymérases. Cette molécule est utilisée pour traiter les leucémies et divers
adénocarcinomes.’®* La trabectedin est un alcaloide marin approuve depuis 2007. “ Drautres
agents anticancéreux comme |’aplidine est en phase clinique II aux USA. L’éleutherobin
discordermolide, la bryostatine-1, les dolastatines et les cephalostatines sont des exemples

d’autres agents anticancéreux d’origine marine.

La curacin A, obtenue des cyanobactéries marines Lyngbya majuscula, posseéde

également des propriétés anticancéreuses.

¢ Anticancéreux issus des micro-organismes

Les micro-organismes jouent également un rdle important dans la découverte de
nouveaux agents thérapeutiques contre le cancer. En effet, certains composés utilisés en
chimiothérapie sont des antibiotiques ou des dérivés provenant des microbes tels que le

Streptomyces ou Myxobacteria.

Les anthracyclines tels que la daunomycine et la doxorubicine isolés d’actinomycétes
du genre Streptomyces sont des agents intercalants et interférent avec la topo-isomérase II.
D’autres agents anticancéreux comme les épothilones isolés d’une myxobactérie (Sorangium
cellulosum), les bléomycines, les actinomycines et les mitomycines ont également été

obtenus de souches microbiennes.****
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1.2 Les taxoides : le paclitaxel (Taxol®, Yewtaxan®)

Le paclitaxel (25) est le premier composé ayant un squelette de type taxane a
posséder des activités anti-leucémique et inhibitrice de tumeurs. Le paclitaxel a été isolé pour
la premiére fois des écorces du tronc du Taxus brevifolia par Wani et ses collaborateurs.*’ La
découverte de I’activité cytotoxique de Taxus brevifolia a été faite en 1964 au cours d’un
vaste programme de recherche de composés susceptibles de posséder des intéréts
pharmacologiques lancé par I’institut National du Cancer (NCI) et le Département Américain
de I’ Agriculture USDA.

Dans leurs travaux publiés en 1971, Wani et ses collaborateurs ont décrit le protocole
d’extraction du taxol ainsi que sa structure compléte. Le taxol a également été isolé d’autres
espéces du genre Taxus dont T. cuspidata, T. floridana et T. baccata (tableau 1.2)". Il se

retrouve également présent dans certains champignons isolés des arbres du genre Taxus.*®

Les plantes du genre Taxus ont été répertoriées principalement dans I’hémisphére

Nord : en Asie, en Amérique du Nord et du Centre et également en Europe.

Tableau 1.2 Composition en paclitaxel, baccatin III, 10-deacetylbaccatin III et brévifoliol
de quelques plantes du genre Taxus.

Espéces du concentration en pg/g d’épines séchées
genre Taxus Paclitaxel | Baccatin III 10-deacetylbaccatin ITI brévifoliol
(25) (40) “1) 42)
T. baccata cv. 63 10 468 6
T. brevifolia 130 296 4] 9132
T. canadensis 285 224 2665 77
T. cuspidata 105 15 120 6
T. floridana 516 0 1689 0
T. globosa 433 168 1395 0
T. x media cv. 211 36 230 6
T. wallichiana | 272 0 1092 0
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Le taxol a démontré des activités anticancéreuses contre diverses lignées de cellules
cancéreuses dont le mélanome B16, les leucémies L-1210, P-388 et P-1534, ainsi que le
carcino-sarcome Walker 256.* C’est un composé hautement fonctionnalisé approuvé par le
FDA en 1992 pour traiter le cancer des ovaires, puis en 1994 pour traiter le cancer du sein. I

est aussi utilisé pour traiter le cancer du poumon, les sarcinomes de la téte et du cou.”*"!

Le mode d’action du taxol est unique et bien connu a ce jour. Il agit en promouvant
I’assemblement des microtubules lors de la division cellulaire, ce qui permet de bloquer le
cycle de division cellulaire.*® En effet, les microtubules constituent une partie importante de
la cellule, essentiellement pour la division cellulaire. Les microtubules se forment lorsque la
cellule commence a se diviser et sont par la suite détruites ou détériorés quand la division
s’arréte. Le taxol intervient en stabilisant les microtubules, empéchant ainsi leur

détérioration : il en résulte des cellules qui ne peuvent plus croitre, ni se diviser.

Le taxol (25) et son dérivé semi-synthétique le taxotere® (26) sont les médicaments

anticancéreux les plus utilisés de nos jours.*®

Malgré ses importantes activités anticancéreuses, la production du taxol pour combler
la demande a toujours été un grand défi, notamment pour ’environnement. En effet, la
production de 1 Kg de taxol & partir du Taxus brevifolia nécessite d’abattre 2000 a 3000

arbres.*®

De plus, la synthése totale de taxol est complexe et a permis d’obtenir du taxol avec

un rendement maximum de 2 %.%>"*

La production de taxol et de taxotére de nos jours se fait en bonne partie par hémi-
synthése du baccatin III (40) ou du 10-deacetylbaccatin III (41) comme précurseur.’®""®* Ces
deux précurseurs sont obtenus en quantité importante d’aiguilles de plantes du genre Taxus
sans abattre I’arbre (source renouvelable). Le taxoteére est un agent chimiothérapeutique
utilisé pour traiter le cancer des ovaires, du sein et des poumons. Le taxol peut aussi étre

obtenu par culture cellulaire.*®
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Des études de relation structure-activité ont démontré que le cycle oxétane, ainsi que
la chaine latérale en C-13 du taxol et la présence du groupe hydroxyle en C-2’ étaient
importantes pour I’activité cytotoxique.*® La fonctionnalisation en C-7, C-9 et C-10 affecte
moins 1’activité cytotoxique du taxol. De plus, les groupes fonctionnels benzoate en C-2 et
acétate en C-4 sont nécessaires pour I’activité.* La substitution de I’atome d’oxygéne du
cycle oxétane par 1’azote, le souffre ou le sélénium entraine une grande réduction de

I activité.®

1.3 Le brévifoliol

Du fait de la faible disponibilité du taxol et surtout de son activité biologique unique,
la recherche de nouveaux agents cytotoxiques des plantes de la famille des taxanes a connu
un grand développement & la suite de la découverte du taxol. En effet, plus de 350 taxoides
ont été isolés et caractérisés de diverses espéces du genre Taxus. Aucun des composés isolés
n’a malheureusement démontré une activité anticancéreuse comparable ou supérieure a celle
du taxol. Le brévifoliol (42) est un abeotaxane isolé de Taxus brevifolia. C’est un composé
peu cytotoxique et possédant un bon potentiel d’inhibition de Iactivité de transport de la P-
gp. La P-gp est une protéine membranaire responsable du phénoméne de multi-résistance aux

médicaments observé en chimiothérapie dans le traitement du cancer.

De plus le brévifoliol est une molécule assez disponible et que I’on peut isoler en

grande quantité des aiguilles du Taxus brevifolia.¥’
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1.3.1 Isolation et Caractérisation

Le brévifoliol est un diterpéne naturel qui se retrouve dans diverse espéces du genre
Taxus. Le composé a été isolé pour la premiére fois des aiguilles du Taxus brevifolia par

Balza et ses collaborateurs en 1991.%

A ce jour, le Taxus brevifolia représente la source la
plus intéressante de brévifoliol (tableau 1.2)."” Sa structure exacte a été établie grice aux

travaux de CHU et ses collaborateurs en 1994.5

1.3.2 Activités biologiques du brévifoliol

Des études de cytotoxicité menées en 2004 par I’équipe de Khanuja et ses
collaborateurs ont montré que le brévifoliol posséde une activité anticancéreuse in-vitro

significative contre diverses lignées de cellules cancéreuses (Tableau 1.3).%

Tableau 1.3 Propriétés cytotoxiques (IC 90 en pg/mL) de divers taxanes isolés de Taxus
wallichiana.

Composé PA-1 Caco-2 MCF-7 KB-403 COLO-320 DM WRL-68
Taxol (Std) 0.9 0.065 0.85 0.047 0.01 S
Doxorubicine 0.5 0.052 0.01 0.06 0.08 L3
(Std)

Brévifoliol 6.0 0.85 0.004 0.035 0.1 >10.0
Acétoxy - - - 10.0 - 5.0

brévifoiol
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1.3.3 Activités biologiques des dérivés de brévifoliol

De nombreux travaux d’hémisynthése de dérivés de brévifoliol ont été réalisés par
différents groupes de recherche. Une étude structure-activité a été faite sur ces dérivées dans

certains cas.

Georg et ses collaborateurs ont synthétisé le dérivé 13-[N-benzoyl-(2°R,3’S)-3’-
phénylisoserinate] brévifoliol (43). Leur recherche a consisté & synthétiser un dérivé de
brévifoliol possédant une chaine latérale en C13 similaire & celle du taxol puisque cette
chaine est essentielle pour I’activité biologique du taxol. Le dérivé synthétisé a démontré une
faible activité cytotoxique contre les cellules du mélanome B-16. Aucune activité n’a été
observée sur I’aptitude a promouvoir I’assemblage des microtubules & une concentration de

10 uM.%

Dans ses travaux de 1994, Kobayashi et ses collaborateurs ont isolé de Taxus
cuspidata 3 taxoides nouveaux taxuspine A — C accompagné de 9 taxoides connus. L’activité
cytotoxique des composés ainsi que le potentiel d’inhibition de I’activité de transport de la P-
gp a aussi été évalué sur ces composés. Parmi les composés isolés, la taxuspine A (44) est un
analogue du brévifoliol possédant une fonction acétyle en position 13 et un groupe
cinnamoyle en position 5 et a démontré une activité cytotoxique contre les lymphomes L-
1210 et les carcinomes KB avec des valeurs d’ICs, de 4,2 et 5,8 pg/mL respectivement. Ce
composé ne présente pas d’effet important sur la stabilisation des microtubules. Par contre, le
composé permet une accumulation modérée de Vincristine dans les cellules cancéreuses
comparée a la verapamil utilisée comme référence. La vincristine est un agent anticancéreux
utilisé en chimiothérapie, mais ’accumulation intracellulaire de vincristine est réduite chez

les cellules cancéreuses multi-résistantes aux drogues.”
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En 2004 dans le laboratoire du Professeur Breau, des dérivés de brévifoliol possédant
des substituants en position C5 et C13 ont été synthétisés et caractérisés.”’ Aucune évaluation

biologique des composés synthétisés n’a été faite.

Chattopadhyay et ses collaborateurs ont synthétisé en 2008 différents dérivés mono et
disubstitués possédant des chaines latérales du type taxol en C5 et C13 (figure 1.10).”
L’activité cytotoxique des dérivés a été évaluée contre les lignées de cellule cancéreuses de la

bouche (KB), des seins (MCF-7), du colon (CaCO2) et du foie (HepG-2).

¥ A
0
48) (49)

Figure 1.10 Dérivés de brévifoliol synthétisés par Chattopadhyay et ses collaborateurs.
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Les tests de cytotoxicité montrent que les dérivés (45), (47), (48) et (49) sont moins
actifs que le brévifoliol. Le dérivé (46) posseéde une activité cytotoxique sélective contre la

lignée de cellules cancéreuses du foie.

Zhao et ses collaborateurs ont synthétisé en 2008 différents dérivés de brévifoliol
possédant des fonctions a,p-insaturés sur les cycles A et C (figure 1.11). En effet les
accepteurs de Michael sont considérés comme une classe de molécules bioactives
directement ou indirectement impliqués dans divers processus de la vie. Ce sont des
régulateurs de divers signaux cellulaires et ont joué un role important dans des études en
biologie chimique.” Les tests de cytotoxicité montrent une faible activité cytotoxique des
composés synthétisés contre les cellules cancéreuses du poumon A-549. Le brévifoliol ne
démontre pas d’activité cytotoxique contre cette lignée cellulaire. L’agent anticancéreux

cisplatin a été utilisé comme composé de référence.

BZO O AC BZO 50 A c
b OAc
O O
4 4
H H
HO 9] HO OHC
(51) (32)
BZO 'O AC BZO p Ac
OAc OAc
oA H oA H )
OHC OH
53) 54)

Figure 1.11 Dérivés de brévifoliol synthétisés par Yu Zhao et ses collaborateurs.
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De leur étude, il ressort que les dérivés ayant une cétone exo-cyclique o,B-insaturée
sur le cycle C présentent une bonne activité cytotoxique. Par contre, la présence de cétone

a,B-insaturée sur le cycle A ne semble pas avoir d’impact sur I’activité biologique.

14 Hypothése de travail

Malgré les avancées importantes connues ces derniéres décennies dans 1’étude du
cancer et de ses modes de traitements, le cancer continue de nos jours a décimer les
populations aussi bien en occident que dans les pays en voie de développement. Ceci peut

étredia:

> La détection parfois a un stade trés avancé de la maladie, ce qui limite le

contréle de la maladie et réduit considérablement les chances de guérison.

> Le phénoméne de résistance aux médicaments anticancéreux observé en
chimiothérapie, ce qui rend le médicament moins disponible pour I’effet
désiré. La P-gp est une protéine membranaire en partie responsable de ce
phénomene. Elle est surexprimée chez les cellules cancéreuses multi
résistantes et agit comme une pompe en expulsant de la cellule toutes

molécules étrangéres a celle-ci.
> La capacité de réapparition du cancer.

Tous ces facteurs justifient la nécessité d’une recherche continue de nouveaux agents
anticancéreux ou contribuant efficacement au traitement du cancer. Ces agents doivent étre
bio-disponibles ou obtenus de composés bio-disponibles. Ils doivent aussi présenter peu ou

pas d’effets secondaires pour I’humain.

Notre principale source d’agent anticancéreux reste la biodiversité végétale dont une
infime partie seulement a été étudiée a ce jour. C’est une source de molécules complexes et
de structures tres variées. Le brévifoliol est une molécule naturelle trés abondante dans la

plante Taxus brevifolia. Ce composé a démontré une faible activité cytotoxique et est capable
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d’empécher la P-gp d’expulser de la cellule les médicaments utilisés en chimiothérapie. Ce
qui permettrait d’accroitre la concentration cellulaire d’agents anticancéreux, et par

conséquent d’avoir une meilleure activité.

A ce jour, de nombreux agents dont la verapamil sont utilisés pour moduler ou
bloquer I’activité de transport des médicaments de la P-gp. Dans I’optique de découvrir de
nouveaux agents anti P-gp, des hémi-synthéses ont été effectuées sur le brévifoliol afin
d’accroitre son potentiel d’inhibition de la P-gp pour une application potentielle en

chimiothérapie en association avec des agents anticancéreux.

1.5 But de la recherche

Notre objectif général dans le cadre de cette recherche est d’accroitre le potentiel
inhibiteur de P-gp du brévifoliol par la synthese d’analogues de brévifoliol par des réactions
chimiques simples, en courtes étapes, puis d’évaluer le potentiel d’inhibition de P-gp des

dérivés obtenus sur des cellules cancéreuses multi-résistantes d’ Hamster Chinois CHYC5.
La réalisation de ce travail s’effectue en différents points en commengant par :

+ Isoler et caractériser le brévifoliol d’un extrait au méthanol des épines d’arbre
de Taxus brevifolia suivant le protocole d’extraction développé par Balza et

ses collaborateurs en 1991.%

& Synthétiser une série de dérivés d’acide cinnamique mono et bis-estérifiés par
couplage du brévifoliol avec différents dérivés d’acide cinnamique activés

avec le DCC en présence de DMAP.

4 Evaluer le potentiel cytotoxique et inhibiteur de P-gp des dérivés obtenus

dans le but d’établir une premiére relation structure-activité.

+ Poursuivre éventuellement les études structure-activité par la synthése et

I’évaluation biologique d’autres dérivés de brévifoliol. Ceci dans I’optique de
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faire une bibliothéque de nouvelles molécules, candidates pour aider a
moduler ou a résoudre le probléme de multi-résistance aux médicaments

anticancéreux en chimiothérapie.



CHAPITRE 11

RESULTATS ET DISCUSSION

2.1 Introduction

La chimiothérapie est I’un des modes de traitement couramment utilisé a ce jour pour
soigner le cancer. La chimiothérapie est une technique qui consiste & administrer au patient,
souvent par voie intraveineuse, un agent qui va induire ’apoptose des cellules cancéreuses.
Malgré I’efficacité des traitements observée avec des agents utilisés tels que le taxol, le
taxotére, la vinblastine ou I’adryamycine, le traitement en chimiothérapie comporte de
nombreux effets secondaires dont la multi-résistance aux médicaments développés par
certaines cellules cancéreuses. Ce phénomene est le plus souvent associé a I’action de la

glycoprotéine-P (P-gp). (Voir section 1.1.5.d)

Plusieurs composés naturels dont des curcuminoides ont été évalués pour leur
capacité a inhiber P’activité de transport de la P-gp.**™*"" Les composés isolés des plantes du
genre Taxus sont trés diversifiés de par leur structure chimique et présentent des activités
biologiques différentes. Certains composés ont démontré une activité cytotoxique tres
intéressante contre diverses lignées de cellule cancéreuse. C’est le cas du taxol, trés
longtemps utilisé pour traiter différents cancers chez I’humain. Dans la recherche de
nouveaux agents chimio-thérapeutiques des plantes du genre Taxus, d’autres taxoides peu
cytotoxiques et présentant d’autres activités biologiques ont été isolés a4 ce jour. Le
brévifoliol, un abeo-taxane issu de 1I’if du Pacifique (Taxus brevifolia) isolé pour la premiére
foi en 1991%, est un composé qui a démontré de faible activité cytotoxique contre différentes
lignées de cellules cancéreuse. Les travaux menés en 1994 par 1’équipe de Kobayashi et ses
collaborateurs ont permis d’isoler de Taxus cuspidata la taxuspine A (44), un dérivé naturel
de brévifoliol qui permettait d’accroitre la concentration cellulaire de vincristine. La
vincristine est un agent anticancéreux utilisé en chimiothérapie dans le traitement du cancer

et dont I’activité est réduite chez des cellules multi-résistantes du fait de I’activité de la P-gp
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surexprimée dans ces cellules. Ainsi la taxuspine A (44) permettrait au médicament de jouer
efficacement son réle anticancéreux. En se basant sur ces résultats fort intéressants et sur des
travaux préliminaires réalisés sur le brévifoliol par le laboratoire Breau en collaboration avec
I’équipe du laboratoire Averill, travaux montrant un faible potentiel inhibiteur de P-gp du
brévifoliol, nous avons envisagé dans le cadre de ce projet de synthétiser des dérivés d’acide
cinnamique du brévifoliol dans le but de vérifier I'influence de la nature des groupements
greffés en C-5 et/ou C-13 du brévifoliol, aussi la nature du groupe cinnamoyle des dérivés,
ainsi que I’influence que peut présenter la position de ces groupes cinnamoyles sur ’activité

biologique cytotoxique et inhibitrice de I’activité de la P-gp des dérivés obtenus.
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2.2 Isolation et caractérisation du brévifoliol

La matiére premiére a été extraite en suivant le protocole décrit par Balza et ses
collaborateurs en 1991 ®. Briévement, 20 g d’extrait au CHCl; d’aiguilles fraiches de Taxus
brevifolia a été solubilisé dans un minimum de CH,Cl, puis chromatographiés sur colonne en
utilisant les systémes d’élution CH,Cl, puis CH,Cl,/MeOH (95:05). Les fractions contenant
le brévifoliol ont été regroupées ensuite sur la base des CCM faites avec le systéme
CH,Cly/MeOH (95:05). Cette série a été dissoute dans un minimum de CH,Cl, puis purifiée
par chromatographie radiale avec comme éluant le mélange EP/CH,Cl,/EtOH (75:20:05).
Des fractions pures de brévifoliol ont été obtenues. La recristallisation dans le mélange
acétone/pentane (5:1) nous a permis d’obtenir le composé (42) sous forme d’un solide blanc

avec un rendement de 6,2 % (1,24 g) a partir de 20 g d’extrait au CHCl;.

Le composé a été identifié¢ par CCM et RMN 'H par rapport & un échantillon de
référence disponible au laboratoire. Le spectre de RMN 'H (figure 2.1) montre les signaux
d’hydroxyméthyne en position 5 et 13 respectivement a § 4,46 (s 1., 1H) et 4,40 (t, /=7,1 Hz,
1H). Les signaux des protons de I’exo méthyléne en position 20 apparaissent quant & eux 4 &
4,84 et 5,19 sous forme de singulet. Les trois hydroxyméthyne H-7, H-9 et H-10 estérifiés
apparaissent respectivement a § 5,56 (dd, /=11,5 et 5,0 Hz, 1H), 6,06 (s 1., 1H) et 6,54 (d,
J=10,4 Hz, 1H). Sur le spectre proton, on note également la présence de 6 signaux singulets
correspondant aux signaux de méthyle. Parmi ces signaux on a deux méthyles esters a 6 2.09
(s, 3H, 7-OCOCH;) et 1,76 (s, 3H, 9-OCOCHj3;). Le méthyle 18 lié a un carbone sp2 apparait
comme un singulet a 2,04 ppm. Les trois autres signaux de méthyle apparaissent a 1,05 (s,
3H), 1,36 (s; 3H) et 0,92 (s; 3H) attribuables respectivement aux méthyles en position 16, 17
et 19. Les attributions des autres signaux ont été faites en accord avec les données de la

littérature (tableau 2.1).”
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Figure 2.1 Spectre de RMN 'H du brévifoliol (42) dans le CDCl;.
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2.3  Hémisynthése de dérivés de brévifoliol

Dans le but de synthétiser les dérivés d’acide cinnamique du brévifoliol, une méthode
de couplage utilisant le DCC en présence de DMAP a été utilisée puisque des dérivés d’acide
cinnamique sont commercialement disponibles pour le couplage avec I’hydroxyle en position
C-5 ou C-13 du brévifoliol. D’une fagon générale, pour la synthése des dérivés mono-
estérifiés, le brévifoliol (1 éq) a été mis en réaction avec le dérivé d’acide cinnamique (entre
1,0 et 1,1 éq) correspondant en présence de DCC (entre 1,5 et 2,0 éq) et de DMAP (0,5 éq)
dans le CH,Cl, ou le toluéne anhydre. Ces proportions ont été utilisées pour favoriser la
formation des dérivés mono-estérifiés (C-5 et C-13) et aussi minimiser le taux du dérivé bis-
estérifiés qui pourrait se former. Le mélange a ensuite été agité a la température de la piéce
pendant 3 jours en moyenne. L’évolution de la réaction est suivie par CCM dans le systeme
hexanes/CH,CI,/EtOH (75:20:05), hexanes/toluéne/AcOEt (30:30:40) ou CH,Cl,/MeOH
(95:05), suivie d’une révélation des plaques a ’UV ou d’une pulvérisation a 1’aide d’une
solution de phosphomolybdate et du chauffage. Aprés un temps d’agitation correspondant, la
solution est filtrée pour éliminer une partie de la DCU formée. Ensuite, le filtrat est concentré
et la DCU restante est recristallisée dans 1’éther. Aprés la filtration et la concentration du
second filtrat, on obtient une huile contenant les produits de couplage et le brévifoliol restant.
Le concentré obtenu est purifié par chromatographie sur colonne sur gel de silice avec le
systéme hexane/CH,CL/EtOH (75:20:05), suivi d’une autre série de purification par
chromatographie radiale avec ’'un des systémes CH,CL/Et,;O (95:05) ou CH,Cl,/tBuOMe
(90:10 ou 95:05). Le processus de détermination du choix de systéme de solvant approprié
pour séparer les dérivés mono-estérifiés a été plus complexe et plus long que le dérivé de bis-
couplage. En effet, les deux produits issus du mono-couplage sont des isoméres de position
qui ne différent que par la position du groupe cinnamoyle greffé en C-5 ou en C-13 du
brévifoliol. Pour ces dérivés, la reprise de la réaction a été nécessaire pour avoir plus de
produit et isoler ainsi le dérivé substitué en position C-13 qui se forme minoritairement
(environ 15%). Dans I’ensemble, les dérivés ont été obtenus avec des rendements globaux de

304276 %.
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Pour I’obtention du dérivé issu d’un bis-couplage, la réaction s’est faite avec 3,0 éq
d’acide p,m-diméthoxycinnamique en présence de DCC (3,0 éq) et de DMAP (0,5 éq) dans le
CH,Cl, anhydre comme solvant et laissé en agitation pendant 4 jours jusqu’a I’obtention du
produit. L’élimination de la DCU est faite comme précédemment et la purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice (10 g) avec comme systéme d’éluant le mélange
hexane/CH,Cl,/AcOEt (50:05:45). Les fractions contenant le produit de bis-couplage ont été
regroupées, concentrées, puis recristallisées dans le mélange acétone/pentane (5:1). Le

produit est obtenu avec un rendement de 75 %.

Figure 2.2 Mécanisme de la réaction de couplage au DCC.
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2.3.1 Synthese des dérivés S- et 13-p,m-diméthylcinnamoyl brévifoliol

a Synthése de acide p,m-diméthoxycinnamique

L’acide p,m-diméthoxycinnamique (57) utilisé a été synthétisé au laboratoire & partir
de la vanilline (55). Dans une premiére étape, nous avons fait une méthylation du phénol pour

former 1’o-méthoxyvanilline (56) avec un rendement de 92%.

K,CO5 anhydre

I >

+ MC
e Acétone anhydre, 5h MeO

OMe OMe

E5)) (56) 92%

Le spectre proton du produit obtenu montre bien un pic d’aldéhyde qui résonne a
9,70 ppm sous forme de singulet. Sur ce spectre, on observe des singulets de méthoxy

phénoliques a 8 3,90 et 3,92. Les signaux aromatiques sortent entre 7,18 et 7,35 ppm.

Le produit obtenu a ensuite été transformé en une seule étape en acide p,m-
diméthoxycinnamique par la réaction de condensation de Knoevenagel modifiée par
Doebner. La décarboxylation de I’intermédiaire dicarboxylique (58) est induite par la

pyridine (Figure 2.3).
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H COOH OH
Pyridine anhydre

HZC\ »
Pipéridine, A
MeO COOH \ MeO

OMe o, OMe
(56) 7

Le mécanisme de la condensation de Knoevenagel est représenté dans la figure 2.3.

/(ﬁ\ ﬁﬂ\ | H>ﬁ /T]\ )Oe\
F
HO C OH HN = =~ Ho o OH
e Y‘H‘\/ .L
(O
H

MeO

OMe

Figure 2.3 Mécanisme de la réaction de condensation de Knoevenagel modifiée par
Doebner.
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Figure 2.3  Mécanisme de la réaction de condensation de Knoevenagel modifiée par
Doebner. (Suite)
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Le composé (57) est obtenu avec un rendement de 89 %. Sur son spectre RMN 'H, on
observe un systéme AB a 8 6,35 (d, /=16,0 Hz, 1H) et 7,46 (d, /=16,0 Hz, 1H). La valeur de
la constante de couplage J=16,0 Hz montre que ces deux protons sont trans. On observe
également sur le spectre proton les signaux singulets des deux méthoxys phénoliques a 6 3,90

et 3,92. Les signaux aromatiques sortent entre 7,18 et 7,35 ppm.

b Synthése et caractérisation des dérivés 5- et 13-p,m-diméthoxylcinnamoyl

brévifoliol

La syntheése des dérivés 5- et 13-p,m-diméthoxylcinnamoyl brévifoliol (60, 62) a été
réalisée selon la méthode générale décrite a la section 3.4.3 et obtenue avec un rendement de

32 % et 13 % respectivement.

Le composé 5-p,m-diméthoxylcinnamoyl brévifoliol (60) a été recristallisé dans
I’hexane. 1l se présente sous forme de poudre blanche soluble dans le CHCl;. Son spectre de
masse LC-MS en mode positif montre le pic de I’adduit sodique a m/z 769,31 [M+Na]", ceci
laisse suggérer la formule brute C4,Hs0O12. Sur ce méme spectre, on observe a m/z 626,05 le

pic correspondant a la perte du groupe — OBz [M-OBz+H]".

Sur son spectre de RMN 'H (figure 2.4), on observe le signal du proton
d’hydroxyméthine H-5 a 5,53 ppm. Ceci suggére que le couplage a été effectué a cette
position (le signal H-5 du brévifoliol est a 4,5 ppm). Par comparaison au spectre du
brévifoliol initial, on observe la présence de pics additionnels correspondant aux pics du
groupe cinnamoyle greffé en C-5. En effet, on note la présence des signaux du systéme AB a
8 6,38 (d, /=16 Hz, 1H) et 7,61 (d, /=16 Hz, 1H). De plus, on observe a & 3,92 et 3,94 les
signaux des deux méthoxys du groupe cinnamoyle sous forme de singulet de 3 protons
chacun. Les protons du cycle aromatique du cinnamoyle apparaissent a & 7,13 (s, 1H, H-5"),
7,12 (d, 1H, J=8,0 Hz, H-9’) et 6,87 (d, 1H, J=8,0 Hz, H-8). Les autres signaux sont trés

similaires aux signaux du brévifoliol de départ (Tableau 2.1).
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Sur le spectre RMN °C, on observe le signal du carbone C-5 4 § 77,07. On observe
d’autres signaux additionnels correspondants aux signaux de carbone du groupe cinnamoyle
dont un carbonyle d’ester qui résonne & & 165,86 (C-1°). Les signaux de carbone C-2’ et C-3’
résonnent respectivement a & 115,92 et 145,04 (tableau 2.1).
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SpmMeOHOmbrev
STANDARD 1H OBSERVE

H- H-2

,. ’Lliiﬂju_qu' JUJ\.)UL*

L1 15 1.0 4.5 6.0 5.3 50 45 40 3.3 kD] 25 2.0 1.5 1.8 0.5
f1 (ppm}

Figure 2.4 Spectre proton du composé 5-p,m-diméthoxylcinnamoyl brévifoliol (60) dans le
CDCl;.

Tableau 2.1 Attribution des protons et carbones du composé 5-p, m-diméthoxylcinnamoyl
brévifoliol (60) en comparaison avec ceux du 5-acétylbrévifoliol (59) et du brévifoliol (42).

C 8'H | 8PC 8'™H 8 °C 8 'H 857G
@" @' 9" | &9 (60) (60)

1 / 62,9 / 62,8 / 63,16

2 1,51;d 29,1 1,51;d 29,2 1,48, d, J=14,5, H2a 29,18
2,39; dd 2,36; m 2,42, dd, J=13,8 et 7.3, H28

3 2:79:d 379 2,77 d 38,6 2,88, d, J=8,8 38,96

4 / 149,0 |/ 151,2 / 151,10

5 4,46;s1. | 72,4 5,34;t 77,1 3;93;5 1, 77,07**

6 1,84;dd | 36,0 1,88; td 33,0 1,96; td; J=11,2 et 4,1; H6a 34,04
2,0; m 1,98; ddd 2,02-2,06; m; 1H; H6B

7 5,56;dd | 70,1 5,58; dd 69,6 5,69;dd; J=11,2 et 5,1; 1H 69,73

8 i 45,0 I 447 / 4483

9 6,06; d 77,1 6,01;d 76,7 6,07; d; I=10,4 77,07**

10 6,54;d 70,2 6,61;d 70,7 6,69; d; J=10,4 70,66

11 / 1339 |/ 133,8 / 134,31

12 / Il 12 146,4 |/ 145,54
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13 440;dd | 76,7 | 4,51;ddl. | 74,0 | 4,49;t,1=73 73,92
14 1,28:dd | 47,3 1,22;dd | 47.0 1,19; dd; J=13,8 et 7,3; Hl4a | 47,77
2,48; dd 2,36, m 2,42; dd; J=13,8 et 7.3; H14p
15 / 76,1 |/ 754 |/ 75,46
16 1,05;s | 269 | 1,00;s 26,9 1,02; s; 3H 27,02
17 1,36:s | 24,8 | 1,30;s 247 1,33;s; 3H 24,78
18 204;s | 120 | 2,04;s 11,7 | 2,18;s;3H 11,91
19 092;s | 129 | 0.88:s 12,8 | 0,94;s; 3H 12,92
20 484:s | 112,1 | 4,88:s 113,9 | 4,93; s; 1H;H20a 114,03
5,19; s 5,30; s 5,34; s; 1H; H20b
5-OCin; 1’ / / / / / 165,86
2 / / / / 6,38; d; 1=15,9; 1H 115,92
3 / / / / 7,61; d; J1=159; 1H 145,04
& g / / / / 127,32
3 / / / / 7.13;s; 1H 109,48
6 / / / / / 150,90
. / / / / / 149,12
g, / / / / 6,87 d; J=8,0; 1H 110,89
, i / / / / 7,12; d; 1=8.,0; 1H 122,83
;, N § 8&—2 / / ] / 392,530 * 55,81 *
e / / / / 3,94;s;3H* 55,91 *
7-OCOCH, / 169.9 |/ 1701 |/ 169,90
7-OCOCH; 2,09 s | 210 | 204;s 20,6 | 2,08;s:3H 20,76
9-OCOCH; / 03 |7 170,9 |/ 169,94
9-OCOCH, 1,76;s | 204 | 1,73;s 21,1 1,77;s; 3H 21,41
10-0Bz;C=0 |/ 1643 |/ 164,1 |/ 164,16
o0-Ph 7.88;d | 1294 | 7,84;d 1292 | 7.88: d; 1=8,0; 2H 129,17
m-Ph 745t | 1287 | 7,40:t 129,3 | 7.44: t; J=8,0; 2H 129,44
p-Ph 757:t | 1332 | 7.53:t 128,6 | 7,56; t;J=8,0; IH 128,76
i-Ph / 1293 |/ 1332 |/ 133,29

* et ** = signaux de proton ou de carbone interchangeables

Le composé 13-p,m-diméthoxylcinnamoyl brévifoliol (62) se présente sous forme

d’une huile soluble dans le CHCIl;. Son spectre de masse LC-MS en mode positif montre le

pic de I’adduit sodique 4 m/z 768,07 [M+Na]’, ceci laisse suggérer la formule brute

C42Hs50O12 pour ce composé.

Sur son spectre de RMN 'H (figure 2.5), on observe le signal du proton

d’hydroxyméthyne H-13 a 5,55 ppm. Ceci suggére que le groupe cinnamoyle est attaché en

position C-13. L’hydroxyméthyne C-5 reste inchangé par comparaison au brévifoliol et

apparait a 4,37 ppm. On observe la présence des pics additionnels correspondant aux signaux

du groupe cinnamoyle greffé en C-13. En effet, on note la présence des signaux du systeme
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AB 4§ 6,28 (d, /~16,0 Hz, 1H) et 7,62 (d, J=16,0 Hz, 1H). De plus, on observe a § 3,92 et
3,94 les signaux des deux méthoxys du groupe cinnamoyle sous forme de singulet de 3
protons chacun. Les protons du cycle aromatique du cinnamoyle apparaissent a 8 7,07 (s, 1H,
H-5%), 7,12 (dd, 1H, J=8,5 et 1,8 Hz, H-9°) et 6,88 (d, 1H, J=8,5 Hz, H-8"). Les signaux des
autres protons sont pratiquement inchangés et correspondent aux signaux des protons du

brévifoliol de départ (tableau 2.2).

Sur le spectre RMN °C, on observe le signal du carbone C-13 4 & 79,81. On observe
d’autres signaux additionnels correspondants aux signaux de carbone du groupe cinnamoyle
dont un carbonyle d’ester qui résonne a § 166,94 (C-1”). Les signaux de carbone C-2’ et C-3°
résonnent a § 115,50 et 145,17 (tableau 2.2).

13pmpteOhannbrey)
STANDARD tH OBSERVE

2 {OMe)

H3 H2 H-13 H-5 ‘
H-20b I ‘ |
l l k H-20a ; k |
L ..JJ‘]JMJ ! ’I\M.“J\M—JL;J%..&J{_JL__M\‘ | I’IL........
a4 b k '")“J
N ;; 23 Z0 " Z‘S 6.0 55 ;0_ - 4.5"(”:).0 ;.rs -'—_3..'0 25 N 7-:0 : L5 L0 0;

Figure 2.5 Spectre proton du composé 13-p,m-diméthoxylcinnamoyl brévifoliol (62) dans
le CDCls.
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Tableau 2.2 Attribution des protons et carbones du composé 13-p, m-diméthoxylcinnamoyl
brévifoliol (62) en comparaison avec celui du 13-acétyl brévifoliol (61).

C S'HOD " [8"C (617 | 5'H(62) 8 °C (62)
1 / 63,3 / 63,53
2 1,48; d 29,2 1,50; d; J=12,6; 1H; H20, 29,22
2,43; dd 2,45; dd; J=14,0 et 9,6; |H; H2p
3 2,91;d 37,5 2,98; d; 1=9.6; 1H 37,63
4 / 150,3 / 150,41
5 437;sl. 72,6 437;sl, 1H 72,61
3 2,00; ddd 36,0 2,02; ddd; J=14,3; 5,4 et 2,0; 1H; H6a | 35,80
1,85; td 1,86; td; J=12,7 et 3,7; 1H; H6B
7 5,67; dd 69,6 5,72;dd; J=11,1 et 5,3; 1H 69,71
) / 45,1 / 45,11
9 6,05;d 1. T2 6,08; s 1; 1H 77.2
10 6,64; d 70,2 6,70, d |.; 1=8.8; 1H 70,25
11 / 136,4 / 136,27
12 / 1475 / 147,71
13 5,46; t 79,7 5,55;sl; IH 79,81
14 1,28; m 44,1 I1,4; m; 1H; Hl4a 44,40
2,52; dd 2,61;dd; J=14,1 et 7,6; 1H; H14p
15 / 75,6 / 75,59
16 1,08; s 27,0 1,12; s: 3H 26,96
17 1,35;s 249 1;3755:3H 24,78
18 2,03;s 12,0 2,08;s;3H 12,17
19 0,89; s 12,8 0,90; s; 3H 12,87
20 481;s TN 481;s; 1H 111,58
515;s 5,14;s; 1H
7-OCOCH; / 169,9 * / 169,94
7-OCOCH; 2,04; s 214 2,11 s; 3H 21,41
9-OCOCH; / 169,8 * / 169,94
9-0COCH, 1,76; s 20,7 1,77;s; 3H 20,77
10-OBz,C=0 |/ 164,1 / 164,15
o-Ph 7,87;d 129,2 7.89; d; 1=7,6; 2H 129,19
m-Ph 743;1 1294 7,45; t; 1=7,6; 2H 129,46
p-Ph 7,56; t 128,7 7,57; t; 1=7,6; 1H 128,76
i-Ph / 133,2 / 133,30
13-OCin; I’ J / / 166,94
2 / / 6,28; d; J=16,0; 1H 115,50
3 / / 7,62; d; 1=16,0; 1H 145,17
4 / / / 127,21
5 / / 7,07;d; J=1,8; 1H 109,61
R / / 151,17
LA N / / 149,16
g, / / 6,88; d; J=8,5; IH 110,95
/ / 7,12; dd; J=8,5et 1,8; 1H 122,76
R B / 3,92;5;3H * 55,94 %
8 ou 7OMe I / 394;s;3H * 55,91 *

* = signaux de proton ou de carbone interchangeables
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2.3.2 Synthése et caractérisation du dérivé 5,13-bis-p,m-diméthoxycinnamoyl

brévifoliol

Le composé 5,13-bis-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (64) a été préparé selon la
procédure générale décrite A la section 3.4.4 avec un rendement de 75 %. Le composé se
présente sous forme de poudre blanche dans le mélange acétone/pentane, il est soluble dans le
CHCl;. Son spectre de masse LC-MS indique le pic de 1’adduit sodique & m/z 959,38
[M+Na]", ce qui laisse suggérer la formule brute Cs3HsoOys pour ce composé. Sur ce méme
spectre on observe 4 m/z 816,74 le pic correspondant a la perte du groupe — OBz [M-
OBz+H]".

Sur son spectre de RMN 'H (figure 2.6), on observe les signaux des protons H-5 et
H-13 respectivement a & 5,61 (s 1., 1H) et 5,77 (t, /7,4 Hz, 1H). Ceci suggeére que deux
groupes cinnamoyles sont attachés en position C-5 et C-13. Sur ce spectre on note la présence
des pics additionnels correspondant aux signaux des groupes cinnamoyles greffés en C-5 et
C-13. On a deux systemes AB, I’'un a § 6,35 (d, /=15,9 Hz, 1H) et 7,65 (d, J/=15,9 Hz, 1H) du
groupe cinnamoyle en C-5. Le second systtme AB apparait a & 5,96 (d, J=15,8 Hz, 1H) et
7,49 (d, /~15,8 Hz, 1H). De plus, on observe a § 3,78, 3,88, 3,72 et 3,73 les signaux des
quatre méthoxys des groupes cinnamoyles sous forme de singulet de 3 protons chacun. Les
protons du cycle aromatique du cinnamoyle apparaissent entre & 6,50 et 7,07. Les autres
signaux des protons résiduels sont pratiquement identiques & ceux du brévifoliol de départ

(tableau 2.3).

Sur le spectre RMN °C, on observe le signal du carbone C-5 et C-13 4 & 74,08 et
79,22 respectivement. On observe d’autres signaux additionnels correspondant aux signaux

de carbone du groupe cinnamoyle dont deux carbonyles d’ester qui résonnent & & 165,95 et
167,21 (tableau 2.3).
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Figure 2.6 Spectre proton du composé 5,13-bis-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (64)
dans le CDCls.




Tableau 2.3
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Attribution des protons et carbones du composé 5,13-bis-p,m-diméthoxyl-
cinnamoyl brévifoliol (64) en comparaison avec celui du 5,13-bisacétyl brévifoliol (63).

C d'H®3)" [5"C(63)" |5'H(64) 3 °C (64)
1 / 62,9 / 63,00
9 1,44;d 29,2 1,56; d; J=14,2,;1H; H2a. 29,45
2,38;t1 2,47 dd; =142 et 9,1; |H; H2B
3 2,71;d 357 3,01;d; J=8.5; IH 39,07
4 / 145,2 / 139,00
5 5,53;s 1. 74,0 561;s1; 1H 74,08
6 1,93; ddd 33,8 2,02-2,06; m; 1H; H6a 34,42
1,82; td 1,96; td; J=11,4 et 3,9; 1H; H6(
7 5,60; dd 69,6 5,73; dd; =114 et 5,0; 1H 69,53
8 / 44,1 /; 44,29
9 6,07;d 1. 76,8 6,20, d; 1=10,4; 1H 79,22
10 6,64; d 69,8 6,74; d; J=10.4; 1H 69,91
11 / 136,4 j 136,98
12 / 1472 / 147,03
13 T 79,2 5,77t J=7.4; 1H 79,22
14 1,26; m 44,7 1,48; dd; J=14,0 et 8,0; 1H; Hl4a 44,89
2,49; dd 2,56;dd; J=14,0 et 7.4; 1H; HI148
15 / 55 / 75,56
16 1,09; s 27,0 1,16; s; 3H 27,10
17 1,34; s 24,8 1,40; s; 3H 24,89
18 2,01;s 11,8 2,06; s; 3H 12,18
19 0,90; s 12,8 0,98; s; 3H 12,75
20 4,89; s 114,2 4,96; s 1H 114,75
5,27; s 5.39;s; TH
5-0Cin; 1’ / / / 165,95
g / / 6,35; d; J=15,9; 1H 115,40
3 / / 7,65 d; 1=15,9; 1H 145,20
& / / / 126,78
57 / / 6,93;s; 1H 109,06
¢ / / / 148,58
i / / / 145,20
v / / 6,60; d; 1=8,2; 1H 113,78
9 / / 6,99; d: 1=8.2; 1H 122,62
8%:— / / 3,78, s; 3H* 55,63+
e / / 3,88; s; 3H* 55,85*
13-OCin; 1° / / / 167,21
2 / / 5,96; d; J=15.8; 1H 114,75
iy / / 7,49; d; J=15.8; 1H 145,72
& / / / 126,68
ot / / 6,55;s; 1H 109,79
LA E / / 150,86
. 1 / / 147,03
g, / / 6,62, d; 1=7.6; 1H 110,57
R / i 6,63; d; 1=7.6; 1H 122,02
;, an 3,8%: / / 3,72;5; 3H* 55,.47%
e / / 3,73; s; 3H* 55,60*
7-OCOCH; / 169,94 ] 169,90
7-0COCH, 2,07;s 21,41 2,18;'s; 3H 21,41
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9-OCOCH;, / 169,90 / 169,88
9-OCOCH, 1,73; s 20,76 1,77; s; 3H 20,76

10-OBz;,C=0 / 164,1 / 164,14

0-Ph 7,86; d 129,1 7,90; d; 1=7,5; 2H 129,09

m-Ph 743t 129,4 7.46; t; J=7.5; 2H 129,46

p-Ph 7,65; t 128,7 7.,58; t; J=7,5; 1H 128,78

i-Ph / 133,3 / 133,37

* = signaux de proton ou de carbone interchangeables

2.3.3 Synthése et caractérisation des dérivés 5- et 13-p-méthylcinnamoyl

brévifoliol

Les dérivés 5- et 13-p-méthylcinnamoyl brévifoliol (65, 66) ont été préparés selon la
procédure générale décrite & la section 3.4.5 et obtenus avec un rendement de 35 % et 13 %

respectivement.

= f CHj
10'
Le composé 5-p-méthylcinnamoy] brévifoliol (65) a été recristallisé dans I’hexane. 11
se présente sous forme de poudre blanche soluble dans le CHCls. Son spectre de masse a
haute résolution montre le pic de I’adduit sodique a m/z 723,3134 [M+Na]’, ce qui laisse
suggérer la formule brute C,Hs0,0 pour ce composé. Sur ce méme spectre, on observe
également un pic 4 m/z 701,3349 [M+H]".
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Son spectre de RMN 'H, montre un signal du proton d’hydroxyméthine H-5 4 § 5,53
(s 1., 1H, H-5). Ceci suggere que le couplage est bien fait & cette position. Par comparaison au
spectre du brévifoliol initial, on observe la présence des pics additionnels correspondant aux
pics du groupe cinnamoyle attaché en C-5. En effet, on note la présence des signaux du
systéme AB a § 6,45 (d, /=16 Hz, 1H, H-2’) et 7,66 (d, /=16 Hz, 1H, H-3"). De plus, on
observe a & 2,37 le signal du méthyle lié¢ au groupe cinnamoyle sous forme de singulet de 3
protons. Les protons du cycle aromatique du cinnamoyle apparaissent a & 7,45 (d, J/=7,7 Hz,
2H, H-ortho) et 7,20 (d, J=7,7 Hz, 2H, H-méta). Les autres signaux des protons restent

pratiquement identiques 4 ceux du brévifoliol de départ.”

Sur le spectre RMN B¢, on observe le signal du carbone C-5 a 8 77,06. On observe
d’autres signaux additionnels correspondant aux signaux de carbone du groupe cinnamoyle
dont un carbonyle d’ester qui résonne a & 165,93 (C-1’). Les signaux de carbone C-2’ et C-3’
résonnenta 6 117,11 et 145,24,

Le composé 13-p-méthylcinnamoyl brévifoliol (66) se présente sous forme d’une
huile soluble dans le CHCIl;. Son spectre de masse LC-MS en mode positif avec
I’electronébulisation ESI comme mode d’ionisation montre le pic de I’adduit sodique & m/z

724,10 [M+Na]", ce qui laisse suggérer la formule brute Cy;Hy5O10.

Sur son spectre de RMN 'H, on observe le signal du proton d’hydroxyméthine H-13 a
5,56 ppm. Ceci suggére que le groupe cinnamoyle est attaché en position C-13.

L’hydroxyméthine C-5 reste inchangé par comparaison au brévifoliol et apparait 4 4,37 ppm.
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On observe la présence des pics additionnels correspondant aux signaux du groupe
cinnamoyle greffé en C-13. En effet, on note la présence des signaux du systéme AB 4 6 6,37
(d, =16 Hz, 1H, H-2") et 7,66 (d, /=16 Hz, 1H, H-3"). De plus, on observe a & 2,38 le signal
du méthyle du groupe cinnamoyle sous forme de singulet de 3 protons. Les protons du cycle
aromatique du cinnamoyle apparaissent a & 7,43 (d, J=7,8 Hz, 2H, H-ortho) et 7,20 (d, J=7,8
Hz, 2H, H-méta). Les autres signaux des protons résiduels sont pratiquement identiques a

ceux du brévifoliol de départ.

Sur le spectre RMN *C, on observe le signal du carbone C-13 & § 79,85. On observe
d’autres signaux additionnels correspondant aux signaux de carbone du groupe cinnamoyle
dont un carbonyle d’ester qui résonne a & 166,91 (C-1°). Les signaux de carbone C-2’ et C-3°
résonnent 4 6 116,75 et 145,28.

2.3.4 Synthése et caractérisation des dérivés 5- et 13-p-chlorocinnamoyl

brévifoliol

Les dérivés mono estérifiés (67) et (68) ont été obtenus selon la méthode décrite a la

section 3.4.6 avec un rendement de 36 % et 12 % respectivement.
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Le composé 5-p-chlorocinnamoyl brévifoliol (67) a été recristallisé dans I’hexane. Il
se présente sous forme de poudre blanche soluble dans le CHCls. Son spectre de masse LC-
MS en mode positif montre le pic de ’adduit sodique & m/z 743,94 [M+Na]", ce qui laisse
suggérer la formule brute C4HysClOy.

Sur son spectre de RMN 'H, on observe le signal du proton d’hydroxyméthine H-5 &
5,54 ppm (s 1., 1H, H-5). Ceci suggére que le dérivé cinnamoyle est bien attaché a cette
position. On note également la présence des signaux du systéme AB du groupe cinnamoyle a
5 6,48 (d, /<16 Hz, 1H, H-2’) et 7,62 (d, /~16 Hz, 1H, H-3’). Les protons du cycle
aromatique du cinnamoyle apparaissent a & 7,48 (d, /=8,3 Hz, 2H, H-ortho) et 7,36 (d, /=8,3
Hz, 2H, H-méta). Les autres signaux des protons résiduels sont pratiquement identiques a

ceux du brévifoliol de départ.

Sur le spectre RMN "C, on observe le signal du carbone C-5 4 8 77,09. On observe
d’autres signaux additionnels correspondant aux signaux de carbone du groupe cinnamoyle
dont un carbonyle d’ester qui résonne a § 165,54 (C-1°). Les signaux de carbone C-2’ et C-3°
résonnent a 6 118,92 et 143,66.

Le composé 13-p-chlorocinnamoyl brévifoliol (68) se présente sous forme d’une
huile soluble dans le CHCl;. Son spectre de masse LC-MS en mode positif avec
I’electronébulisation ESI montre le pic de 1’adduit sodique & m/z 743,86 [M+Na]", ce qui

laisse suggérer la formule brute C4H,5Cl1O;, pour ce composé.
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Sur son spectre de RMN 'H, on observe le signal du proton d’hydroxyméthine H-13
déblindé a 5,57 ppm. Ceci suggére que le groupe cinnamoyle est attaché en position C-13.
L’hydroxyméthine C-5 reste inchangé par comparaison au brévifoliol et apparait a 4,38 ppm.
On observe la présence de pics additionnels correspondant aux signaux du groupe
cinnamoyle greffé en C-13. En effet, on note la présence des signaux du systtme AB a § 6,38
(d, =16 Hz, 1H, H-2’) et 7,62 (d, J=16 Hz, 1H, H-3"). Les protons du cycle aromatique du
cinnamoyle apparaissent a & 7,47 (d, J=6,9 Hz, 2H, H-ortho) et 7,37 (d, J=6,9 Hz, 2H, H-
méta), Les autres signaux des protons résiduels sont pratiquement identiques & ceux du

brévifoliol de départ.

Sur le spectre RMN 13C, on observe le signal du carbone C-13 4 & 80,05. On observe
d’autres signaux additionnels correspondant aux signaux de carbone du groupe cinnamoyle
dont un carbonyle d’ester qui résonne & & 166,45 (C-1°). Les signaux de carbone C-2’ et C-3°
résonnent 4 6 118,47 et 143,78.

2.3.5 Synthése et caractérisation du dérivé S-p-fluorocinnamoyl brévifoliol

Le dérivé (69) a été obtenu suivant la procédure générale décrite a la section 3.4.7

avec un rendement de 67 %.
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Le composé 5-p-fluorocinnamoy! brévifoliol (69) a été recristallisé dans I’hexane. II
se présente sous forme de poudre blanche soluble dans le CHCI;. Son spectre de masse LC-
MS en mode positif montre le pic de 1’adduit sodique & m/z 726,10 [M+Na]", ce qui laisse

suggérer la formule brute CyoHssFO,o pour ce composé.

Sur son spectre de RMN 'H, on observe le signal du proton d’hydroxyméthine H-5 a
5,54 ppm (s 1., 1H, H-5). Ceci suggére que le couplage est bien fait a cette position. Par
comparaison au spectre du brévifoliol initial, on observe la présence de pics additionnels
correspondant aux pics du groupe cinnamoyle greffé en C-5. En effet, on note la présence des
signaux du syst¢tme AB a § 6,43 (d, /=16 Hz, 1H, H-2") et 7,63 (d, /=16 Hz, 1H, H-3’). Les
protons du cycle aromatique du cinnamoyle apparaissent a & 7,52 — 7,58 (m, 3H, H ortho) et
7,08 (t, /=8,5 Hz, 2H, H méta). Les autres signaux des protons résiduels sont pratiquement
identiques a ceux du brévifoliol de départ.

Sur le spectre RMN 3¢, on observe le signal du carbone C-5 a & 77,05. On observe
d’autres signaux additionnels correspondant aux signaux de carbone du groupe cinnamoyle
dont un carbonyle d’ester qui résonne a & 165,66 (C-1°). Les signaux de carbone C-2’ et C-3°
résonnent a & 118,03 et 143,86. Sur ce spectre, on observe également les signaux des
carbones (C-7°), (C-6’ et C-8’) et (C-5" et C-9°) respectivement a & 163,87 (d, /=250 Hz, 5-
Ocinnamoyle, C-7°), 116,02 (2C, d, J=21,9 Hz, 5-Ocinnamoyle, C-6’ et C-8) et 130,02 (2C,
d, /=8,5 Hz, 5-Ocinnamoyle, C-5’ et C-9’) caractéristiques des couplages de ces carbones

avec le fluore.
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2.3.6 Synthése et caractérisation du dérivé S-p-trifluorométhylcinnamoyl

brévifoliol

Le composé (70) a été préparé selon la procédure générale décrite a la section 3.4.8 et

obtenu avec un rendement de 30 %.

Le composé (70) a été recristallisé dans I’hexane. Il se présente sous forme de poudre
blanche soluble dans le CHCI;. Son spectre de masse LC-MS montre le pic de 1’adduit
sodique & m/z 778,03 [M+Na]’, ce qui laisse suggérer la formule brute CyjHysFOyo. Sur ce

méme spectre on observe 4 m/z 772.80 le pic correspondant & [M+H,0]".

Sur son spectre de RMN 'H, on observe le signal du proton d’hydroxyméthine H-5 a
5,55 ppm (s 1., 1H, H-5). Ceci suggére que le groupe cinnamoyle est bien attaché a cette
position. Par comparaison au spectre du brévifoliol initial, on observe la présence de pics
additionnels correspondant aux pics du groupe cinnamoyle greffé en C-5. En effet, on note la
présence des signaux du systéme AB a 6 6,59 (d, /=16,1 Hz, 1H, H-2") et 7,68 (d, /=16,1 Hz,
1H, H-3). Les protons du cycle aromatique du cinnamoyle apparaissent entre & 7,65 — 7,61
(m, 4H, H-ortho et méta). Les autres signaux des protons résiduels sont pratiquement

identiques & ceux du brévifoliol de départ.
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Sur le spectre RMN C, on observe le signal du carbone C-5 a § 77,08. On observe
d’autres signaux additionnels correspondant aux signaux de carbone du groupe cinnamoyle
dont un carbonyle d’ester qui résonne a 4 165,26 (C-1°). Les signaux de carbone C-2’ et C-3’
résonnent a 6 120,97 et 143,16. Sur ce spectre, on observe également les signaux des
carbones (C-10%), (C-7°) et (C-6 et C-8’) respectivement a & 123,80 (q, /=272 Hz, 5-
Ocinnamoyle, C-10), 131,62 (q, /=33 Hz, 5-Ocinnamoyle, C-7’) et 128,22 (2C, q, J=3,7 Hz,

5-Ocinnamoyle, C-6 et C-8’) caractéristiques des couplages de ces carbones avec le fluore.

2.3.7 Synthése et caractérisation du dérivé 5-(3’-phénylpropanoyl) brévifoliol

Le composé (71) a été préparé selon la procédure décrite a la section 3.4.9 et obtenu

avec un rendement de 57 %.

Le composé (71) a été recristallisé dans 1’hexane. Il se présente sous forme de poudre
blanche soluble dans le CHCI;. Son spectre de masse LC-MS en mode positif avec
I’électronébulisation ESI comme technique d’ionisation montre le pic de 1’adduit sodique a

m/z 712,06 [M+Na]", ce qui laisse suggérer la formule brute C4Hy30,0 pour ce composé.

Sur son spectre de RMN 'H, on observe le signal du proton d’hydroxyméthine H-5 a
5,41 ppm (t; J=3,0 Hz; 1H; H-5). Ceci suggére que le couplage est bien fait a cette position.
Par comparaison au spectre du brévifoliol initial, on observe la présence de pics additionnels

correspondant aux pics du groupe cinnamoyle greffé en C-5. A § 2,94 on a un triplet de 2H
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(/=8,0 Hz) attribuable aux protons en position 3°. A & 2,66 et 2,70 il y a deux quintuplets
apparents de 1H chacun (J=8,0 Hz) attribuables aux protons en position 2’. Les protons du
cycle aromatique du cinnamoyle apparaissent a & 7,21 (d; J=6,9 Hz; 2H; H-ortho), 7,29 (t;
J=17,2 Hz; 2H; H-méta) et 7,20 (t, /=7,6 Hz; 1H; H-para). Les autres signaux des protons

résiduels sont pratiquement identiques a ceux du brévifoliol de départ.

Sur le spectre RMN “C, on observe le signal du carbone C-5 4 § 77,11. On observe
d’autres signaux additionnels correspondant aux signaux de carbone du groupe 3-

phénylpropanoyle dont un carbonyle d’ester qui résonne a 8 171,99 (C-1°).

L’attribution de tous les signaux des composés 5-mono-estérifié du brévifoliol a été
faite par comparaison avec le composé 5-acétyl brévifoliol (59). L attribution des dérivés 13-
mono-estérifié du brévifoliol a été faite par comparaison avec le composé 13-acétyl

brévifoliol (61) et finalement le composé bis-ester avec le dérivé 5,13-bis acétyl (63).

De maniére générale, les rotations optiques sont consistantes a I’intérieur d’une série
de composés estérifiés avec différents acides cinnamiques. Ainsi, les dérivés C5 mono-
estérifiés avec un acide cinnamique ont une rotation spécifique négative moyenne de (- 45).
Alors que les dérivés C13 mono-estérifiés ont une rotation positive plus faible (+ 14). Enfin

les dérivés 5,13-bis estérifiés ont une rotation positive plus prononcée (+ 89) (Tableau 2.4).

Tableau 2.4 Récapitulatif des rotations optiques des composés synthétisés.

5-mono estérifi€ | 13-mono estérifié | 5,13-bis estérifié

Acide (N°)/ Rot (N°) / Rot (N°)/ Rot
p,m-diméthoxylcinnamique (60) / -54 62)/+21,7 (64)/ + 89,4
p-méthylcinnamique (65)/-41,9 (66) / +11,7
p-chlorocinnamique (67)/-50,9 (68)/ +8.8
p-fluorocinnamique (69)/-37,6
p-trifluorométhylcinnamique | (70) / -47,7
3-phénylpropanoique (71) / -40,8
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2.4  Tests de cytotoxicité et de cytométrie a flux

Dans le but d’évaluer leur cytotoxicité ainsi que leur potentiel inhibiteur de la P-gp,
qui est la protéine cible, les différents dérivés de brévifoliol synthétisés et caractérisés ont été
soumis a des tests de cytotoxicité et de cytométrie & flux par le Dr. Ahmed Bettaieb grice a

une collaboration avec la professeure Diana Averill des Sciences Biologiques de 'UQAM.

Dans ces expériences, I’adriamycine (29) a été utilisée comme agent anticancéreux de
référence. L’adriamycine est un composé particuliérement efficace contre les leucémies et les
tumeurs solides : il agit en causant des dommages sur I’ADN et aussi en altérant la membrane
cellulaire.”® Les tests de cytotoxicité ont été effectués sur des cellules cancéreuses
multirésistantes CHYCS. Ces cellules sont connues comme étant résistantes a I’adriamycine, a
travers la surexpression de la P-gp, ce qui limiterait I’activit¢ anticancéreuse de
I’adriamycine. Le but de ces tests a été de vérifier si les dérivés obtenus conservaient la faible
cytotoxicité du brévifoliol tout en favorisant I’accumulation cellulaire de [’agent

anticancéreux utilisé : I’adriamycine.

Les protocoles de culture cellulaire, de test de prolifération cellulaire et
d’accumulation d’adriamycine analysée par cytométrie en flux sont décrits dans la section
3.3. Pour les tests de cytotoxicité, les cellules CH'C5 ont été exposées pendant 30 minutes a
différentes concentrations d’adriamycine avec ou sans 10 et 50 pM de dérivé de brévifoliol
correspondant. Les résultats des tests de cytotoxicité ont été obtenus par spectrophotométrie a
540 nm. Certains ont été répétés et les données qui semblent les plus représentatives ont été
rapportées. Certaines données ne sont pas rapportées car elles nécessitent un autre essai pour

confirmer les résultats obtenus.

Des travaux antérieurs, réalisés au laboratoire de la professeure Averill, ont montré
que I’adriamycine ne posséde pas une grande activité cytotoxique contre les cellules
cancéreuses CHYC5, comparé aux cellules non-résistantes. En effet, 4 une concentration
d’adriamycine inférieure 4 2 pg/mL, il n’y a aucune cytotoxicité et le taux de survie cellulaire
est de 100%. Cette concentration est déja plus élevée que celle atteinte en clinique. A une

concentration plus élevée de 50 pg/ml d’adriamycine, aucune forte cytotoxicité n’a été
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observée et le taux de survie cellulaire est d’environ 62%. Par contre, lorsque la cyclosporine
A est utilisée a une concentration de 5 pM en présence d’adriamycine, la cytotoxicité de
’adriamycine augmente et on obtient des taux de survie cellulaire d’environ 35% a 10 pg/mL

et 15% & 50 pg/mL d’adriamycine. La cyclosporine utilisée seule & cette concentration

n’entraine aucune toxicité aux cellules CHYC5.”®™

D’autres travaux non publiés réalisés dans le laboratoire du professeur Averill ont
montré que le 13-acétyl brévifoliol (61) ne présente aucune toxicité contre les cellules
cancéreuses étudiées (CHRCS). Lorsqu’il est administré seul, la viabilité cellulaire reste aux
alentours de 100 %. La figure 2.7 montre que le 13-acétyl brévifoliol n’a pas une grande
efficacité pour augmenter la cytotoxicité contre ’adriamycine et renverser la résistance. On
ne constate aucune mortalité cellulaire notable & aucune des concentrations d’adriamycine

utilisées.
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Figure 2.7 Sommaire des tests de cytotoxicité du dérivé 13-acétyl brévifoliol (61).*°
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Le dérivé 5-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (60) (figure 2.8) & 10 uM n’affecte
pas la toxicit¢ de I’adriamycine, mais les deux dérivés 13-p,m-diméthoxycinnamoyl
brévifoliol (62) (figure 2.9) et 5,13-bis-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (64) (figure
2.10) démontrent une faible augmentation de la toxicité de ’adriamycine. Ces trois dérivés
utilisés seuls sont peu toxiques (viabilité cellulaire d’environ 100 %). A 50 uM, le dérivé 5-
p.m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol est moins actif (figure 2.8) et le taux de survie
cellulaire reste élevé. Par contre, les deux autres dérivés démontrent une bonne activité pour
augmenter la cytotoxicité de ’adriamycine avec un taux de viabilité cellulaire de prés de 10
% (figure 2.9 et 2.10). Tout ceci suggére que I’activité cytotoxique observée avec les dérivés
(62) et (64) est liée & une augmentation de la concentration cellulaire d’adriamycine, le

médicament est donc plus disponible pour agir dans la cellule.
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Figure 2.8 Sommaire des tests de cytotoxicite;odu 5-p,m-diméthoxycinnamoy] brévifoliol
(60).
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Figure 2.9 Sommaire des tests de cytotoxicité du 13-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol
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Le dérivé S5-p-méthylcinnamoyl brévifoliol (65) (figure 2.11) est assez efficace; en
présence de 50 pM de dérivé et a 30 uM d’adriamycine le taux de viabilité est de 30 %. Le
dérivé utilisé seul ne présente pas de toxicité notable. Par contre, avec le dérivé 13-p-
méthylcinnamoyl brévifoliol (66) (figure 2.12) a S0 pM, le taux de viabilité cellulaire décroit
jusqu’a 10 % avec 30 uM d’adriamycine, mais avec 10 pM du méme composé la toxicité de

|’adriamycine est moins importante.
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Figure 2.11 Sommaire des tests de cytotoxicité du 5-p-méthylcinnamoyl brévifoliol (65).%°
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Figure 2.12 Sommaire des tests de cytotoxicité du 13-p-méthylcinnamoyl brévifoliol (66).*°

D’aprés la figure 2.13, le dérivé 5-p-chlorocinnamoyl brévifoliol (67) démontre une
efficacité notable a 50 pM et I’effet augmente avec la concentration d’adriamycine, le taux de
viabilité cellulaire diminue progressivement avec la concentration d’adriamycine jusqu’a
atteindre 25% a 50 pM d’adriamycine. Avec 10 uM du dérivé (67), la viabilité cellulaire est

d’environ 100 %.

Dans le cas du dérivé 13-p-chlorocinnamoyl brévifoliol (68) (figure 2.14), I’effet 4 la
concentration de 50 pM de dérivé apparait a 20 pM d’adriamycine et il est maximal & partir
de 30 pM (viabilité de 40% en moyenne). L’effet est faible avec une concentration de 10 pM
d’adriamycine. Le composé ne semble pas non plus toxique car on observe une viabilité de

100% s’il est administré seul.
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Figure 2.14 Sommaire des tests de cytotoxicité du 13-p-chlorocinnamoyl brévifoliol (68).*°

Le dérivé 5-p-fluorocinnamoyl brévifoliol (69) (figure 2.15) démontre une tres
grande efficacité a 50 pM (viabilité 5 & 7 %, a partir de 10 uM d’adriamycine). Avec 10 uM
du dérivé (69), I’effet augmente avec la concentration d’adriamycine jusqu’a 50 pM
d’adriamycine (viabilité 25 %). Le composé (69) étudié seul ne démontre pas de toxicité

cellulaire.
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Figure 2.15 Sommaire des tests de cytotoxicité du 5-p-fluorocinnamoyl brévifoliol (69).%

Le dérivé 5-p-trifluorométhylcinnamoyl brévifoliol (70) (figure 2.16) lorsqu’il est

utilisé seul n’est pas toxique ; il est extrémement efficace & 50 uM et en présence de 10 uM

jusqu’a 50 uM d’adriamycine (viabilité cellulaire atteint 10 %).
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Dans la série des dérivés non halogénés, le 5-(3’-phénylpropanoyl) brévifoliol (71)
(figure 2.17) a démontré un effet intéressant & 50 pM et un petit effet a 10 pM de 20 a4 SOpM
d’adriamycine dans les deux cas (viabilité de 20 & 30% pour 50 uM du dérivé). Le composé

ne semble pas toxique lorsqu’il est utilisé seul.
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Figure 2.17 Sommaire des tests de cytotoxicité du 5-(3’-phénylpropanoyl) brévifoliol
(71).%

Le but essentiel des expériences menées sur les différents dérivés du brévifoliol était
de trouver un produit possédant un puissant pouvoir répresseur de la glycoprotéine-P (P-gp).
Bien que les résultats de cytotoxicité soient encourageants, aucun d’eux ne démontre que les
dérivés synthétisés aient une interaction directe avec la P-gp, ni leur mode d’action. Cette
hypothése d'interaction directe entre les dérivés utilisés et la P-gp reste donc le sujet d'autres

investigations.

Les résultats obtenus montrent l'effet toxique de 1’adriamycine sur les cellules
CHRCS lorsqu’on I'utilise avec les dérivés synthétisés. Pour vérifier que la mort des cellules

n’était pas due a un effet toxique des dérivés, chaque test était pourvu d’un témoin : cellules



74

sans adriamycine mais avec le dérivé de brévifoliol, un pour chacune des concentrations
testées. Dans tous les cas testés, aucun de ces témoins n’a montré un effet cytotoxique,
signifiant que la concentration utilisée n'induit aucune mort cellulaire. Il est également bien
connu que I’adriamycine a trés peu d’effet sur les cellules CHCS, du fait de la capacité de
celles-ci d’expulser les médicaments a I'extérieur de la cellule grice a la P-gp qu’elle
surexprime *'. Le fait qu’aucun des deux ne s’avére réellement toxique pour les cellules
CHRCS lorsqu’il est utilisé seul prouve que la cytotoxicité observée n’est due qu’a la
combinaison des deux et non a ’'un d’eux uniquement. La fonction de pompe de la P-gp étant
la raison de I’inefficacité de 1’adriamycine seule, 1’effet des dérivés de brévifoliol utilisés

serait d’empécher cette fonction.

Le dérivé 13-acétyl brévifoliol (61) employé comme référence n’induit aucune cytotoxicité
en présence de I’adriamycine. Les dérivés 5-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (60) et 5-p-
méthylcinnamoyl brévifoliol (65) ont démontré une faible toxicité lorsqu’ils sont utilisés avec
I’adriamycine. Le taux de survie cellulaire est élevé quelle que soit la concentration utilisée
(environ 60% de viabilité cellulaire). Les dérivés 5-(3’-phénylpropanoyl) brévifoliol (71)
(viabilité de 20% a partir de 20 uM d’adriamycine en présence de 50 puM du composé) et 13-
p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (62) sont moyennement actifs avec une viabilité
cellulaire 1égérement supérieure a 15 % avec 50 pM d’adriamycine. De méme, les dérivés 5-
p-chlorocinnamoy! brévifoliol (67) et 13-p-chlorocinnamoyl brévifoliol (68) induisent une
viabilité similaire de 15 % a 50 uM d’adriamycine et 50 pM de composé. D’autres dérivés
para halogénés ont été également testés, notamment le 5-p-fluorocinnamoyl brévifoliol (69)
qui a démontré un puissant effet inhibiteur (viabilité d'environ 8 % dés 10 uM d’adriamycine
et avec 10 pM du dérivé). Les dérivés 5,13-bis-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (64) et
5-p-trifluorométhylcinnamoyl brévifoliol (70) ont démontré un effet important de I'inhibiteur
(viabilité de 10 % dés 10 uM d’adriamycine et 50 pM du composé). Des essais sur des
dérivés ont été effectués de par leur ressemblance avec le curcumin, un inhibiteur connu de la
P-gp *2. Cependant, les résultats n’ont été positifs que pour un effet maximal vers 30 pM

(environ 15-20 % de viabilité & partir de 30 pM d’adriamycine et 50 pM du composé).
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Les résultats sont donc encourageants. Il faudrait continuer a investiguer avec
d'autres dérivés ressemblant aux S5-p-trifluorométhylcinnamoyl brévifoliol et le 5-p-
fluorocinnamoyl brévifoliol afin d’identifier un pharmacophore et le role de ces fluors a cette

position.

Les tests de cytotoxicité précédents ont permis de vérifier le potentiel cytotoxique des
différents dérivés synthétisés, et il ressort de ces études que les dérivés de brévifoliol sont peu
toxiques pour les cellules CH*CS. Par contre, en présence d’adriamycine on observe une
toxicité (baisse du taux de viabilité cellulaire), ce qui suggére que ces dérivés de brévifoliol
permettraient d’accroitre 1’activité de 1’adriamycine. Dans le but de vérifier I’effet des dérivés
synthétisés sur I’activité cytotoxique observée, des tests de cytométrie a flux ont été effectués
sans ou avec 10 pM ou 50 pM de dérivés de brévifoliol et en présence de 50 pM
d’adriamycine. Cette expérience réalisée par le Dr. Ahmed Bettaieb a consisté a pré-incuber
les cellules CHYCS avec un des dérivés de brévifoliol & une concentration donnée (10 ou 50
uM), par la suite 50 pM de doxorubicine (adriamycine) a été ajouté aux suspensions
cellulaires incluant le controle (0 pM du dérivé). Puis, apres le lavage des cultures cellulaires
au PBS, I’intensité de la doxorubicine accumulée dans la cellule a été mesurée avec FACScan
en utilisant FL-2 comme détecteur de la fluorescence rouge de ’adriamycine. Les résultats
sont représentés sous forme de graphe avec en abscisse la fluorescence de 1’adriamycine
mesurée (échelle logarithmique). Plus la fluorescence sera grande (pic déplacé vers la droite)

plus il y aura de I’adriamycine accumulée dans les cellules.

Ainsi, les résultats de la figure figure 2.18 montrent que le 13-acétyl brévifoliol (61)
ne permet pas d’accroitre la concentration cellulaire d’adriamycine, ceci quelle que soit la
concentration de 13-acétyl brévifoliol utilisé (0, 10 ou 50 uM). Ce résultat est en accord avec
le test de cytotoxicité (figure 2.7) qui montre une treés faible toxicité en présence du dérivé

13-acétyl brévifoliol.
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Figure 2.18 Sommaire des tests de cytométrie a flux du 13-acétyl brévifoliol (61). .

La figure 2.19 ((a) et (b)) présente les résultats des tests de cytométrie a flux des
dérivés 5-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (60) et 5-p-chlorocinnamoyl brévifoliol (67).
11 ressort de I’analyse de ces graphes que les deux dérivés ne permettent pas d’augmenter la
concentration cellulaire d’adriamycine lorsqu’on utilise 10 uM de dérivé. Par contre a 50 uM
de dérivé, la quantité d’adriamycine cellulaire augmente dans les deux cas : le pic se déplace
vers la droite sur I’axe des abscisses, et cet effet est plus marqué avec le dérivé (67) (figure
2.19 (b)). Ceci est parfaitement en accord avec les observations des tests de cytotoxicité des
figures 2.8 et 2.13. En effet, avec 10 pM de dérivé (60) ou (67) le taux de survie cellulaire
reste élevé a environ 100 %. Mais avec 50 pM de ces dérivés la viabilité cellulaire décroit

progressivement et de fagon plus marquée avec le composé (67).
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Figure 2.19 Sommaire des tests de cytométrie a flux du : (a) 5-p,m-diméthoxycinnamoy!l
brévifoliol (60) et (b) 5-p-chlorocinnamoyl brévifoliol (67).%

La figure 2.20 ((a), (b), (c) et (d)) présente les résultats des tests de cytométrie a flux
des dérivés 13-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (62), 5-p-méthylcinnamoyl brévifoliol
(65), 13-p-chlorocinnamoyl brévifoliol (68) et 5-(3’-phénylpropanoyl) brévifoliol (71). Il
ressort de ’analyse de ces graphes que les quatre dérivés permettent une légére accumulation
cellulaire d’adriamycine lorsqu’on utilise 10 uM de dérivé. A 50 puM de dérivé, la quantité
d’adriamycine cellulaire augmente avec trois dérivés a 1’exception du 5-p-méthylcinnamoyl
brévifoliol qui montre une accumulation similaire a celle observée a la concentration de 10
uM. Ceci est parfaitement en accord avec les observations des tests de cytotoxicité des
figures 2.9, 2.11, 2.14 et 2.17. Ces dérivés démontrent donc un effet moyen. Ceci permettrait

d’expliquer I’activité cytotoxique observée en présence de ces composés.
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Figure 2.20 Sommaire des tests de cytométrie a flux du : (a) 13-p,m-diméthoxycinnamoyl
brévifoliol (62), (b) 5-p-méthylcinnamoyl brévifoliol (65), (¢) 13-p-chlorocinnamoyl
brévifoliol (68) et (d) 5-(3’-phénylpropanoyl) brévifoliol (71).%

La figure 2.21 ((a), (b), (c) et (d)) présente les résultats des tests de cytométrie a flux

des dérivés 5,13-bis-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (64), 13-p-méthylcinnamoyl

brévifoliol (66), 5-p-fluorocinnamoyl brévifoliol (69) et 5-p-trifluorométhylcinnamoyl

brévifoliol (70). L’analyse de ces graphes montre que les quatre dérivés permettent une

accumulation cellulaire notable d’adriamycine lorsqu’on utilise 10 pM de dérivé. A 50 pM

de dérivé, la quantité d’adriamycine cellulaire est plus importante surtout avec le 5-p-

fluorocinnamoyl brévifoliol (69) ou 5-p-trifluorométhylcinnamoyl brévifoliol (70). Ceci est
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parfaitement en accord avec les observations des tests de cytotoxicité des figures 2.10, 2,12,
2.14 et 2.16. Ces dérivés favorisent donc une augmentation de la concentration cellulaire
d’adriamycine, avec un effet trés important a 50 uM. Ceci laisse suggérer que I’activité
cytotoxique observée est due a une augmentation de la concentration cellulaire
d’adriamycine, ce qui permettrait d’expliquer I’activité cytotoxique observée en présence de

ces composes.
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Figure 2.21 Sommaire des tests de cytométrie a flux du: (a) 5,13-bis-p,m-diméthoxy-
cinnamoyl brévifoliol (64), (b) 13-p-méthylcinnamoyl brévifoliol (66), (¢) 5-p-
fluorocinnamoyl brévifoliol (69), et (d) 5-p-trifluorométhylcinnamoyl brévifoliol (70).%
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Néanmoins, méme si aucun dérivé ne s’est avéré toxique seul, cette étude ne permet
pas de savoir si ses effets seront maintenus in vivo. Ces informations ne pourraient étre
obtenues que par un test plus poussé sur un organisme vivant atteint du cancer. Cependant,
les réactions métaboliques d’un organisme sont autrement plus complexes, une multitude de
variables étant a considérer, il n’est pas possible de vérifier le véritable potentiel des dérivés
du brévifoliol que dans un test in vivo. Les dérivés pourraient étre dégradés ou bien présenter
des effets secondaires. De méme, il faudrait comprendre le mécanisme d’action et les
interactions (par des ponts hydrogénes ou interactions dipolaires) des dérivés de brévifoliol

avec la P-gp.
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CONCLUSION

Différents dérivés de brévifoliol, un abéo-taxane isolé en grande quantité (6,2 % a
partir de 20 g d’extrait alcoolique) d’aiguilles et tiges fraiches renouvelables de Taxus
brévifolia, ont ainsi été synthétisés, isolés et caractérisés a 1’aide de plusieurs analyses

spectroscopique et IR-ATR.

Les tests d’activités biologiques de cytotoxicité et de cytométrie a flux ont permis de
vérifier le potentiel d’inhibition de la P-gp de ces dérivés hémi-synthétiques. En effet,
certains dérivés ont démontré un trés bon potentiel d’inhibition de la P-gp. Il s’agit en
particulier des dérivés 5,13-bis-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (64), 13-p,m-
diméthoxycinnamoyl brévifoliol (62), 13-p-méthylcinnamoyl brévifoliol (66), 5-p-
chlorocinnamoyl brévifoliol (67), 5-p-fluorocinnamoyl brévifoliol (69), et 5-p-
trifluorométhylcinnamoyl brévifoliol (70) qui permettent d’accroitre la concentration
cellulaire d’adriamycine et par conséquent d’augmenter le pouvoir cytotoxique de 1’agent
anticancéreux (taux de survie cellulaire de 8%, 15%, 15%, 24%, 24%, 15% respectivement).
Quatre de ces dérivés (64, 66, 69 et 70) possédent une activité équivalente a celle de la
cyclosporine A, un agent inhibiteur connu de la P-gp et déja utilisé en clinique. Les dérivés 5-
(3’-phénylpropanoyl) brévifoliol (71) et 5-p-méthylcinnamoyl brévifoliol (65) possédent une
activité moyenne (taux de survie cellulaire de 27%, 31% respectivement). Par contre, les
dérivés 5-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol (60) et 13-p-chlorocinnamoyl brévifoliol (68)

ont une activité moindre (taux de survie cellulaire de 60%, 88% respectivement).

Ces résultats préliminaires suggérent qu’en présence d’un groupement électro-
attracteur sur le cycle aromatique du cinnamoyle greffé en position C-5 du brévifoliol,
I’activité cytotoxique de I’adriamycine semble étre favorisée. De plus, avec un atome ou un
groupe d’atomes électro-donneurs sur I’anneau aromatique du groupe attaché en position C-

13 du brévifoliol, on observe également cette tendance.
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PERSPECTIVES

Les résultats trés intéressants obtenus a ce stade de la recherche permettent
d’envisager la synthése d’autres dérivés de brévifoliol dans le but de poursuivre et de
compléter 1’étude structure-activité, ce qui pourrait permettre de découvrir de nouveaux
inhibiteurs de la P-gp.

Les perspectives envisageables peuvent étre résumées en quelques points :

>

évaluer la stabilité des dérivés dans les tests cellulaires en quantifiant la
présence des dérivés de brévifoliol dans le milieu par HPLC et comme contréle
utiliser le dérivé p-trifluorométhylecinnamate de cyclohexyle;

synthétiser des dérivés fluorés bis-estérifiés, C-5 et C-13 mono-estérifiés pour
voir si la position de ce groupement est importante pour I’activité;

corréler les résultats obtenus avec le calcul du TPSA ou du logD;

fonctionnaliser la chaine latérale greffée au brévifoliol par des groupes alkyles,
carbonates ou carbamates d’ester dans le but de fonctionnaliser et allonger la
chaine greffée en C-5 ou C-13;

évaluer le potentiel cytotoxique et anti P-gp de ces dérivés;

continuer la recherche d’autres agents thérapeutiques des plantes médicinales
pour le traitement du cancer.



CHAPITRE 1T

MATERIELS ET METHODES

3.1 Généralités

D’une fagon générale, la verrerie utilisée a été préalablement lavée a 1’eau et avec du
savon, rincée & I’eau distillée, puis a I’acétone et ensuite séchée a 1’étuve (a 65 “C) pour une
période de 24 heures. Les aiguilles et les canules ont été lavées a 1’eau, a I’acétone et séchées
a I’étuve (a 65 °C) pendant 24 heures. Les solvants utilisés lors des réactions ont été séchés
en utilisant le desséchant approprié. Les solvants ont été transférés en utilisant des seringues
jetables 4 usage unique (B-D® 21G 1% Precision Glide® Becton Dickinson & Co.) munies
d’aiguilles métalliques (Aldrich). Les montages réactionnels ainsi que les ballons contenant
les réactifs ont été fermés avec des septa en caoutchouc (Aldrich). Ils ont été purgés sous une
atmospheére d’azote (Liquide Carbonic). Les mélanges réactionnels ont été agités a ’aide des
barreaux magnétiques recouvert de Teflon™. Les solvants utilisés pour les extractions étaient
de qualité ACS et n’ont pas été purifiés avant leur utilisation. Pour permettre I’isolation des
produits, les phases organiques ont été séchées avec du sulfate de magnésium anhydre
(MgSO,) et filtrées sous vide sur un entonnoir de Hirsch ou sur Biichner avec du papier filtre
Whatman™ #1 ou #40.

Les produits bruts ont été obtenus en évaporant le solvant a ’aide d’un évaporateur
rotatif (Modéle RE-47, lot no. A08031, Yamato scientific co. Ltd, Tokyo, Japan) sous
pression réduite (produite par une trompe & eau). Certains ont été purifiés par
chromatographie radiale 4 I’aide d’un Chromatotron™ (modéle 7924T, Harrison Research
S.No.Y03). Les fractions recueilles ont également été concentrées & I’aide d’un évaporateur

rotatif.

Des plaques chromatographiques commerciales ont ¢été utilisées pour la
chromatographie sur couche mince (CCM ; Silica Gel 60 Fsy, 250 nm, EM Separation
Technology, Merck KGaA). Les solvants utilisés pour la chromatographie étaient de qualité

ACS et n’ont pas été purifiés avant leur utilisation. La révélation des plaques
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chromatographiques a été exécutée de trois fagons: les plaques chromatographiques ont
d’abord été exposées a une lumiére ultraviolette de 254 nm, puis exposées aux vapeurs d’iode
et enfin trempées dans une solution oxydante d’acide cérium ammonium sulfate (préparée a
partir de 1 g de sulfate de cérium, 2,5 g de molybdate d’ammonium et 100 mL H,SO, 10%)

et séchées sur une plaque chauffante.

Les points de fusion ont été enregistrés avec un appareil Fisher-Johns. Ils n’ont pas

été corrigés.
Les valeurs d’activité optique ont été mesurées sur un polarimetre JASCO P1010.

Les spectres infrarouges ont été enregistrés sur un appareil ATR Thermo Scientific
Smart ITR, modéle NICOLET 6700.

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) ont été enregistrés avec un
appareil Varian-Inova a une fréquence de 600 MHz pour le proton et de 150 MHz pour le
carbone 13. Le chloroforme deutéré (CDCls) a été utilisé comme solvant et son pic & 7,27
ppm (RMN 'H) et celui a 77,0 ppm (RMN "“C) ont servi de pics de référence.

Les spectres de masse ont été enregistrés avec un appareil LC-MS muni d’un
détecteur Micromass Quattro LC. Le systéme d’acquisition a été MassLynx v4.0 et le mode
d’ionisation est 1’électronébulisation en mode positif. Les spectres de masse haute résolution
ont été réalisés sur un appareil Agilent Technologies 6210 Time of flight LC-MS avec
électronébulisateur en mode positif comme source d’ionisation, une colonne Zorbax SB-C18

2,1 X 300 mm et des particules de 3,5 um.
Pour les données spectrales, les codes suivants ont été utilisés :

En IR-ATR : bande d’absorption de (fo) = forte intensité, (m) = moyenne intensité et
(fa) = faible intensité, (1) = bande large.

En RMN 'H : s = singulet, d = doublet, t = triplet, q = quandruplet, Q = quintuplet,
m = multiplet, dd = doublet de doublets, dt = doublet de triplets, ddd = doublet de doublet de
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doublets, dtd = doublet de triplet de doublets, dq = doublet de quadruplets, td = triplet
dédoublé, qd = quadruplet dédoublé, 1 = large, app. = apparent, J = constante de couplage, 8 =

déplacement chimique (en ppm).

En RMN 2C: CH = groupement méthyne, CH, = groupement méthyléne, CH; =

groupement méthyle, C, = carbone quaternaire.

3.2 Matériel

Le p-hydroxy-m-methoxy benzaldéhyde (Aldrich), I’iodure de méthyle (Aldrich), le
carbonate de calcium anhydre, 1’acide malonique, la pipéridine, la dicyclohexyl carbodiimide
DCC (Aldrich), le NN-diméthyl amino pyridine DMAP (Aldrich), P’acide p-
méthylcinnamique (Aldrich), I’acide p-chlorocinnamique (Aldrich), I’acide p-
fluorocinnamique (Aldrich), d’acide p-trifluorométhylcinnamique (Aldrich) et 1’acide

hydrocinnamique (Aldrich) ont été utilisés directement sans purification préalable.

Les solutions aqueuses ont été préparées avec de 1’eau distillée. Le papier pH (pH
Hydrion paper, Micro Essential Laboratory) a été utilisé pour déterminer le pH des

différentes solutions.

Les solutions nécessaires a la prise des valeurs d’activité optique ont été préparées

avec du chloroforme de grade HPLC (CHCl; 99,9 %, UV cutoff 244 nm, Fisher Scientific).

Le chloroforme deutéré (CDCl;, MSD isotopes, 99,8 % atone D) a été utilisé pour les
analyses de RMN.

Le matériel végétal a été récolté en Novembre 1989 prés de Nelson en Colombie
Britannique, au Canada. 50 g d’aiguilles et tiges fraiches ont été broyés, puis extraits avec de
’éthanol (2 x 250 mL). L’extrait brut a ensuite été concentré sous pression réduite pour
obtenir S0 mL. Le résidu obtenu a été dissout dans 300 ml d’eau et partitionné avec de
I’hexane (2 x 200 mL), puis du CHCI; (2 x 200 mL), de I’éther (2 x 200 mL), de I’AcOEt
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(2x200 mL) et du n-BuOH (2 x 200 mL) successivement. L extrait au CHCl; a été concentré

pour donner 840 mg de pate sombre.

33 Essais in vitro

3.3.1 Culture cellulaire

Les cellules CH?C5 (Ling et Thompson, 1974) sont cultivées en monocouche dans
un milieu de culture a-MEM (Aldrich) contenant 10% de sérum de beeuf feetal (SBF) (Gibco
Canada, Burlington) et 1% de pénicilline (50 U/ml)/streptomycins (5 pg/ml) (Flow
Laboratories, Mississauga, ON)®. La culture cellulaire est maintenue dans des flacons de
culture de 50 cm? (Sarstedt, Saint-Laurent, QC) dans une atmosphére humidifiée a 5% de
CO,. L’ajout de colchicine (1mg/ml) permet la sélection des cellules exprimant la P-gp. Le
milieu de culture est changé 24 h avant les expériences. Les cellules sont par la suite
détachées en utilisant du (PBS)-citrate, lavées par centrifugation et ré-suspendues dans un

milieu PBS contenant 1% albumine du sérum bovin et 10 mM de glucose.

3.3.2 Testde prolifération cellulaire

Les cellules (4 x 10°/mL) ont été exposées pendant 30 minutes a différentes
concentrations d’adriamycine (0, 20, 40, 60, 80 et 100uM) (Aldrich) dans un milieu PBS
contenant 1% d’albumine du sérum bovin et 10 mM de glucose avec ou sans dérivé de
brévifoliol. Les dérivés de brévifoliol ont été testés a différentes concentrations : 10 et 50
uM. Les cellules ayant survécues au stress ont été diluées, puis incubées dans des plaques 96
puits contenant 200 ul de milien o-MEM avec 10% SBF. La culture cellulaire a été
maintenue pendant 96 heures a 37°C dans une atmosphére humidifiée contenant 5 % de CO,.
Les cellules ont été par la suite fixées avec de I’acide trichloracétique (Aldrich), puis colorées
avec la sulforhodamine B (Aldrich). L’intensité de coloration est proportionnelle au nombre

des cellules et a été mesurée par spectrophotométrie 4 540 nm. Le pourcentage de la survie
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cellulaire a été exprimé par rapport aux cellules non exposées, ni & I’adriamycine et ni a

I’inhibiteur.

3.3.3 Analyse d’accumulation intracellulaire d’adriamycine par cytométrie en flux

Les cellules (4 x 105/mL) ont été exposées pendant 30 minutes a différentes
concentrations d’adriamycine (0, 20, 40, 60, 80 et 100pM) (Aldrich) dans un milieu PBS
contenant 1% d’albumine du sérum bovin et 10 mM de glucose avec ou sans dérivé de
brévifoliol. Les cellules ont été lavées pour éliminer I’adriamycine. Par la suite, 10 000
cellules ont été analysées avec un cytométre en flux (Becton Dickinson, San José, CA) et la
fluorescence d’adriamycine a été détectée sur le canal FL-2 et quantifiée avec le logiciel
CellQuest.

34 Description des protocoles et des produits

3.4.1 Synthése de I’o-méthoxyvanilline

Dans un ballon de 50 mL & fond rond, sec et purgé a ’azote, muni d’un agitateur
magnétique, 1 g de vanilline (6,57 mmol, 1,0 éq) a été dissout dans 10 mL d’acétone. Environ
1 g de K,CO; anhydre puis 1,23 mL d’iodure de méthyle (19,71 mmol, 3 éq) ont été ajoutés
au mélange. Le mélange réactionnel a été ensuite porté a reflux pendant 5 h, puis refroidi a la
température de la piéce, aprés 20 mL d’eau et 20 mL d’éther de pétrole ont été ajoutés. Le
mélange a été ensuite transféré dans une ampoule a décanter pour extraire la phase organique.
La phase aqueuse obtenue a été extraite avec de 1’éther de pétrole (20 mL X 2). Les phases
organiques ont été regroupées et extraites avec 8 mL d’une solution de NaOH 2 M. La phase
organique résultante a été récupérée, séchée sur du sulfate de magnésium (MgSOy), puis
concentrée au rotavapeur. Le résidu obtenu a été recristallisé dans I’hexane. Un solide blanc a

été recueilli avec un rendement de 92 % (1.00 g).



88

2 OMe

7 5 "OMe
6

RMN 'H (CDCls;, 300 MHz): ** § 3,96 (s, 3H, -OMe), 3,98 (s, 3H, -OMe),
6,98 (d, J=8,0 Hz, 1H, H-6), 7,48 (s, 1H, H-3), 7,51 (d, J=8,0 Hz, 1H, H-7),
9,80 (s, 1H, H-1).

3.42 Synthése de acide p,m-diméthoxycinnamique

Dans un ballon de 50 mL sec et purgé a I’azote 0,75 g d’acide malonique (7,21
mmol, 1,1 éq) a été introduit, puis 6 mL de pyridine anhydre, I’0-méthoxyvanilline (1,09 g,
6,55 mmol, 1,0 éq) et la pipéridine (20 pL, 1,47 mmol, 0,22 éq) ont été ajoutés. Le mélange a
été porté a reflux pendant 2h jusqu’au dégagement complet de CO,. Le mélange a été ensuite
refroidi a la température de la piéce. 10-15 g de glace, 10 mL de HCI concentré et 20 mL
d’eau ont été ajoutés (pH d’environ 1). Le produit de réaction précipite sous forme de
cristaux jaundtres. Le solide formé a été filtré puis lavé avec de I’eau glacée, puis avec
environ 5 mL d’éthanol froid. Le solide a été recristallisé dans le mélange EtOH/MeOH

(5:1). 1,21 g de solide jaunatre a été obtenu pour un rendement de 89 %.
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RMN 'H (CDCl;, 300 MHz): ** § 3,98 (s, 6H, 2 -OMe), 6,32 (d, J/=16,0 Hz,
1H, H-2), 6,91 (d, /=8,0 Hz, 1H, H-8), 7,08 (d, J/~2,0 Hz, 1H, H-5), 7,15 (dd,
J=8,0 et 2,0 Hz, 1H, H-9), 7,76 (d, J/=16,0 Hz, 1H, H-3).

3.4.3 Synthése des dérivés 5- et 13-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol

Dans un ballon de 50 mL sec et purgé a I’azote, 37,5 mg d’acide p,m-
diméthoxycinnamique (0,18 mmol, 1,0 éq) et 100,0 mg de brévifoliol (0,18 mmol, 1,0 éq) ont
été dissouts dans 10,0 mL de CH,Cl,. Ensuite 55,7 mg de DCC (0,27 mmol, 1,5 éq) et 11,0
mg de DMAP (0,09 mmol, 0,5 éq) ont été ajoutés au mélange. Le mélange a été agité a la
température de la piece pendant 72 h. Le précipité blanc de DCU formé a été suspendu a
’aide d’un bain ultrason puis filtré sous vide. Le filtrat obtenu a été concentré au rotavapeur
et le solide formé aprés évaporation, a été recristallisé dans 1’éther. Le solide obtenu a été
filtré sous vide, rincé avec de I’éther froid. Ensuite le filtrat contenant les produits de réaction
a été concentré au rotavapeur puis purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice
(20 g) avec comme systéme d’éluant le mélange hexanes/CH,CL/EtOH (75:20:05). Les
fractions contenant les produits monosubstitués ont été regroupées et le brévifoliol récupéré
(35 mg) est conservé pour d’autres réactions. Apres une recherche minutieuse de systéme de
solvant, le mélange CH,Cl,/tBuOMe (90:10) a été utilisé pour la compléter la purification.
Cette étape a permis d’obtenir les deux dérivés mono-estérifiés avec un rendement global de
45 %. Le composé estérifié en position C-5 (60) a été obtenu avec un rendement de 32 %

(42,3 mg) et le dérivé estérifi€ en position C-13 (62) avec un rendement de 13 % (17,5 mg).
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MeO

F.M.: C4pH5009;

M: 746,84 g/mol

Etat: solide poudreux blanc, pf=126-134 °C

R¢ 0,15 (plaque de silice en verre, CH,Cl,/Et,O 90:10)

[odp: — 54,0 (¢=0,26; CHCl3) 4 22 °C

IR-ATR: Poudre; 3568 (O-H), 2964 (Csp>-H), 1711 (C=0), 1633, 1600,
1514, 1450 (C=C), 1374, 1263, 1229, 1172, 1155, 1140, 1090, 1025, 907, 711
et 606 cm™.

RMN 'H (CDCl;, 600 MHz): 5 0,94 (s, 3H, Me-19), 1,02 (s, 3H, Me-16),
1,19 (dd, J=13,8 et 7,3 Hz, 11, H-140), 1,33 (s, 3H, Me-17), 1,48 (d, J~14,5
Hz, 1H, H-2a), 1,77 (s, 3H, 9-OCOCHs3), 1,96 (td, J=11,2 et 4,1 Hz, 1H,
H6a), 2,02-2,06 (m, 1H, H6P), 2,08 (s, 3H, 7-OCOCHsz), 2,18 (s, 3H, Me-18),
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2,42 (dd, J/=13,8 et 7,3 Hz, 2H, H-2p et H14p), 2,88 (d, /=8,8 Hz, 1H, H-3),
3,92 (s, 1H, 7’- ou 8-OMe), 3,94 (s, 1H, 8’- ou 7’-OMe), 4,49 (t, J=7,3 Hz,
1H, H-13), 4,93 (s, 1H, H-20a), 5,34 (s, 1H, H-20b), 5,53 (s 1., 1H, H-5), 5,69
(dd, /~11,2 et 5,1 Hz, 1H, H-7), 6,07 (d 1, /~10,4 Hz, 1H, H-9), 6,38 (d,
J=15,9 Hz, 1H, H-2’), 6,69 (d, /~10,4 Hz, 1H, H-10), 6,87 (d, /=8,0 Hz, 1H,
H-8), 7,12 (d, J=8,0 Hz, 1H, H-9’), 7,13 (s, 1H, H-5’), 7,44 (t, J/=8,0 Hz, 2H,
10-0OBz, m-Ph), 7,61 (d, J=15,9 Hz, 1H, H-3’), 7,56 (t, J=8,0 Hz, 1H, 10-
OBz, p-Ph), 7,88 (d, J/=8,0 Hz, 2H, 10-OBz, 0-Ph).

RMN ®C (CDCL, 600 MHz): 11,91 (C18), 12,92 (C19), 20,76 (7-
OCOCHjy), 21,41 (9-OCOCH,), 24,78 (C17), 27,02 (C16), 29,18 (C2), 34,04
(C6), 38,96 (C3), 44,83 (C8), 47,77 (C14), 55,81 (5-OCinnamoyle, 7°- ou 8’-
OMe), 55,91 (5-OCinnamoyle, 8- ou 7°-OMe), 63,16 (C1), 69,73 (C7),
70,66 (C10), 73,92 (C13), 75,46 (C15), 77,07 (2C, C5 et C9), 109,48 (5-
OCinnamoyle, C5’), 110,89 (5-OCinnamoyle, C8’), 114,03 (C20), 115,92
(5-OCinnnamoyle, C2’), 122,83 (5-OCinnamoyle, C9°), 12732 (5-
OCinnamoyle, C4°), 128,76 (10-OBz, p-Ph), 129,17 (2C, 10-OBz, 0-Ph),
129,44 (2C, 10-OBz, m-Ph), 133,29 (10-OBz, i-Ph), 134,31 (C11), 145,04 (5-
OCinnamoyle, C3’), 145,54 (C12), 149,12 (5-OCinnamoyle, C7°), 150,90
(5-OCinnamoyle, C6’), 151,10 (C4), 164,16 (10-OBz, C=0), 165,86 (5-
OCinnamoyle, C1°), 169,90* (7- ou 9-OCOCH;), 169,94* (9- ou 7-
OCOCH;).
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F.M.: C4o2HsgOg2

M: 746,84 g/mol

Etat: huile incolore

R¢: 0,15 (plaque de silice en verre, CH,Cl,/Et,O 90:10)

[a]p: +21,7 (¢=0,132; CHCl3) 422 °C

RMN 'H (CDCL, 600 MHz): 8 0,90 (s, 3H, Me-19), 1,12 (s, 3H, Me-16),
1,37 (s, 3H, Me-17), 1,36-1,42 (m, 1H, H-140), 1,50 (d, /=12,6 Hz, 1H, H-
2a), 1,77 (s, 3H, 9-OCOCHs), 1,86 (td, /~12,7 et 3,7 Hz, 1H, H-6), 2,02
(ddd, J=14,3; 5,4 et 2,0 Hz, 1H, H-6a), 2,08 (s, 3H, Me-18), 2,11 (s, 3H, 7-
OCOCHS), 2,45 (dd, J=14,0 et 9,6 Hz, 1H, H-2), 2,61 (dd, /~14,1 et 7,6 Hz,
1H, H-14p), 2,98 (d, /=9,6 Hz, 1H, H-3), 3,92 (s, 1H, 7°- ou 8’-OMe), 3,94 (s,
1H, 8- ou 7°-OMe), 5,55 (s L, 1H, H-13), 4,81 (s, 1H, H-20a), 5,14 (s, 1H, H-
20b), 4,37 (s L, 1H, H-5), 5,72 (dd, /=11,1 et 5,3 Hz, 1H, H-7), 6,08 (s L., 1H,
H-9), 6,28 (d, /<16,0 Hz, 1H, H-2*), 6,70 (d 1, /=8,8 Hz, 1H, H-10), 6,88 (d,
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J=8,5 Hz, 1H, H-8"), 7,07 (d, J=1,8 Hz, 1H, H-5%), 7,12 (dd, J=8,5 et 1,8 Hz,
1H, H-9%), 7,45 (t, J=7,6 Hz, 2H, 10-OBz, m-Ph), 7,57 (t, /=7,6 Hz, 1H, 10-
OBz, p-Ph), 7,62 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3"), 7,89 (d, J=7,6 Hz, 2H, 10-OBz, o-
Ph).

RMN “C (CDCL, 600 MHz): 12,17 (C18), 12,87 (C19), 20,77 (9-
OCOCH5), 21,41 (7-OCOCHs), 24,78 (C17), 26,96 (C16), 29,22 (C2), 35,80
(C6), 37,63 (C3), 45,11 (C8), 44,40 (C14), 55,91 (13-OCinnamoyle, 7’- ou
8’-OMe), 55,94 (13-OCinnamoyle, 8’- ou 7°-OMe), 63,53 (C1), 69,71 (C7),
70,25 (C10), 72,61 (CS), 77,20 (C9), 75,59 (C15), 79,81 (C13), 109,61 (13-
OCinnamoyle, C5%), 110,95 (13-OCinnamoyle, C8’), 111,58 (C20), 115,50
(13-OCinnnamoyle, C2’), 122,76 (13-OCinnamoyle, C9’), 127,21 (13-
OCinnamoyle, C4’), 128,76 (10-OBz, p-Ph), 129,19 (2C, 10-OBz, o-Ph),
129,46 (10-OBz, 2C, m-Ph), 133,30 (10-OBz, i-Ph), 136,27 (C11), 145,17
(13-OCinnamoyle, C3’), 147,71 (C12), 149,16 (13-OCinnamoyle, C7’),
151,17 (13-OCinnamoyle, C6°), 150,41 (C4), 164,15 (10-OBz, C=0), 166,94
(13-OCinnamoyle, C1°), 169,94 (2C, 7-OCOCH; et 9-OCOCH3).
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3.4.4 Synthése du dérivé 5,13-bis-p,m-diméthoxycinnamoyl brévifoliol

Dans un ballon de 10 mL sec et purgé a l'azote, 11,2 mg d’acide p,m-
diméthoxycinnamique (0,054 mmol, 2,0 éq) et 15,0 mg de brévifoliol (0,027 mmol, 1,0 éq)
ont été dissouts dans 10,0 mL de toluéne. Ensuite 13,9 mg de DCC (0,068 mmol, 2,5 éq) et
1,65 mg de DMAP (0,014 mmol, 0,5 éq) ont été ajoutés au mélange. L’ensemble est agité a
la température de la piéce pendant 72 h. La CCM faite dans le systéme
hexanes/toluéne/AcOEt (30:30:40) indique qu’il reste encore du brévifoliol et une formation
de produit bis-estérifié. L’acide cinnamique (1,0 éq) et le DCC (0,5 éq) ont alors été ajoutés.
Le suivi de la réaction a été fait par CCM dans le systéme hexanes/toluéne/AcOEt (30:30:40).
Le mélange a été agité a la température de la piéce pendant 24 h additionnelles jusqu’a la
disparition compléte de la tache de produits monosubstitués observée par CCM. Ensuite, le
précipité blanc de DCU formé a été suspendu a I’aide d’un bain ultrason puis filtré sous vide.
Le filtrat obtenu a été concentré au rotavapeur et le solide formé recristallisé dans I’éther. Le
solide obtenu a été filtré sous vide, rincé avec de I’éther froid. Ensuite le filtrat contenant le
produit de réaction a été concentré au rotavapeur puis purifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice (10 g) avec comme systtme d’éluant le mélange
hexanes/CH,Cl,/AcOEt (50:05:45). Les fractions contenant le produit bis-estérifié ont été
regroupées, puis recristallisées dans le mélange acétone/pentane (5:1). Le composé (64) a été

obtenu avec en rendement global de 75% (19,0 mg, 0,02 mmol).
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F.M.: C53HgO15

M: 937,03 g/mol

Etat: solide poudreux blanc, pf=160-163 °C

R¢: 0,15 (plaque de silice en verre, CH,CL,/Et,0 90:10)

[o]o: + 89,4 (c=0,400, CHCl3) 4 22 °C

IR-ATR: Poudre; 3514 (O-H), 2955 (Csp3—H), 1745 (C=0), 1717, 1699, 1633
(C=C), 1600, 1514, 1452, 1378, 1263, 1230, 1155, 1145, 1101, 1026, 954 et
714 cm™.

RMN ‘H (CDCl, 600 MHz): 0,98 (s, 3H, Me-19), 1,16 (s, 3H, Me-16),
1,40 (s, 3H, Me-17), 1,48 (dd, /=14,0 et 8,0 Hz, 1H, H-14a), 1,56 (d, J=14,2
Hz, 1H, H-2a), 1,77 (s, 3H, 9-OCOCH3), 1,96 (td, J=11,4 et 3,9 Hz, 1H, H6),
2,02-2,06 (m, 1H, Hé6a), 2,18 (s, 3H, 7-OCOCH5), 2,06 (s, 3H, Me-18), 2,47
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(dd, 14,2 et 9,1 Hz, 1H, H-2B), 2,56 (dd, /=14,0 et 7,4 Hz, 1H, H14p), 3,01
(d, /=8,5 Hz, 1H, H-3), 3,72 (s, 3H, 7’- ou 8°-OMe), 3,73 (s, 3H, 7’- ou 8’-
OMe), 3,78 (s, 3H, 7’- ou 8-OMe), 3,88 (s, 3H, 8- ou 7-OMe), 5,77 (t,
J=7,4 Hz, 1H, H-13), 4,96 (s, 1H, H-20a), 5,35 (s, 1H, H-20b), 5,61 (s 1., 1H,
H-5), 5,73 (dd, 11,4 et 5,0 Hz, 1H, H-7), 5,96 (d, J=15,8 Hz, 1H, 13-
OCinnamoyle, H-2’), 6,20 (d, /~10,4 Hz, 1H, H-9), 6,35 (d, J=15,9 Hz, 1H,
5-OCinnamoyle, H-2’), 6,55 (s, 1H, 13-OCinnamoyle, H-5), 6,60 (d, J=8,2
Hz, 1H, 5-OCinnamoyle, H-8"), 6,62 (d, /=7,6 Hz, 1H, 13-OCinnamoyle, H-
8), 6,63 (d, J=7,6 Hz, 1H, 13-OCinnamoyle, H-9’), 6,74 (d, J/=10,4 Hz, 1H,
H-10), 6,93 (s, 1H, 5-OCinnamoyle, H-5’), 6,99 (d, J=8,2 Hz, 1H, §-
OCinnamoyle, H-9%), 7,46 (t, J=7,5 Hz, 2H, 10-OBz, m-Ph), 7,49 (d, J=15,8
Hz, 1H, 13-OCinnamoyle, H-3’), 7,65 (d, J=15,9 Hz, 1H, 5-OCinnamoyle,
H-3’), 7,58 (t, /=7,5 Hz, 1H, 10-OBz, p-Ph), 7,90 (d, J=7,5 Hz, 2H, 10-OBz,
o-Ph).

RMN BC (CDCL, 600 MHz): 12,18 (C18), 12,75 (C19), 20,76 (9-
OCOCHy), 21,41 (7-OCOCH,), 24,89 (C17), 27,10 (C16), 29,45 (C2), 34,42
(C6), 39,07 (C3), 44,29 (C8), 44,89 (C14), 55,47 (-OCinnamoyle, 7’- ou 8’-
OMe), 55,60 (-OCinnamoyle, 8’- ou 7°-OMe), 55,63 (-OCinnamoyle, 7°- ou
8’-OMe), 55,85 (-OCinnamoyle, 8’- ou 7°-OMe), 63,00 (C1), 69,53 (C7),
69,91 (C10), 74,08 (C5), 75,56 (C15), 79,22 (2C, C9 et C13), 109,06 (5-
OCinnamoyle, C5°), 109,79 (13-OCinnamoyle, C5°), 110,57 (13-
OCinnamoyle, C8’), 113,78 (5-OCinnamoyle, C8’), 114,75 (2C, C20 et 13-
OCinnnamoyle, C2’), 115,40 (5-OCinnnamoyle, C2’), 122,02 (13-
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OCinnamoyle, C9’), 122,62 (5-OCinnamoyle, C9°), 126,68 (13-
OCinnamoyle, C4’), 126,78 (5-OCinnamoyle, C4°), 128,78 (10-OBz, p-Ph),
129,09 (2C, 10-OBz, 0-Ph), 129,46 (2C, 10-OBz, m-Ph), 133,37 (10-OBz, i-
Ph), 136,98 (C11), 139,00 (C4), 145,20 (2C, 5-OCinnamoyle, C3’ et C7’),
145,72 (13-OCinnamoyle, C3°), 147,03 (2C, C12 et 13-OCinnamoyle, C7’),
148,58 (5-OCinnamoyle, C6°), 150,86 (13-OCinnamoyle, C6’), 164,14 (10-
OBz, C=0), 165,95 (5-OCinnamoyle, C1°), 167,21 (13-OCinnamoyle, C1°),
169,88* (9- ou 7-OCOCHj3), 169,90* (7- ou 9-OCOCHj3;).

3.4.5 Synthése des dérivés 5- et 13-p-méthylcinnamoyl brévifoliol

Dans un ballon de 50 mL sec et purgé a I’azote, 16,0 mg d’acide p-méthylcinnamique
(0,1 mmol, 1,1 éq) et 50,0 mg de brévifoliol (0,09 mmol, 1 éq) ont été dissouts dans 10,0 mL
de CH,Cl,. Ensuite 29,7 mg de DCC (0,14 mmol, 1,6 éq) et 5,5 mg de DMAP (0,045 mmol,
0,5 éq) ont été ajoutés au mélange. Le mélange a été agité a la température de la piece
pendant 72 h. Apreés agitation, le précipité blanc de DCU formé a été suspendu a I’aide d’un
bain ultrason puis filtré sous vide. Le filtrat obtenu a été concentré au rotavapeur et le solide
formé est recristallisé dans I’éther. Le solide obtenu a été filtré sous vide, rincé avec de
I>éther froid. Ensuite le filtrat contenant les produits de réaction a été concentré au rotavapeur
puis purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (20 g) avec comme systeme
d’éluant le mélange hexanes/CH,Cl,/AcOEt (75:20:05). Les fractions contenant les produits
mono-estérifiés ont été regroupées et le brévifoliol récupéré (20,3 mg) conservé pour d’autres
réactions. Aprés une recherche minutieuse de systtme de solvant, le melange
CH,Cl,/tBuOMe (95:05) a été utilisé pour compléter la purification. Les deux dérivés mono-
estérifiés ont été obtenus avec un rendement global de 48 %. Le composé estérifié en position
C-5 (65) a été obtenu avec un rendement de 35 % (22,3 mg) et le dérivé estérifié en position

C-13 (66) a été obtenu avec un rendement de 13 % (7,9 mg).
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F.M.: C41H43090

M: 700,81 g/mol

Etat: solide poudreux blanc, pf=133-140 °C

R¢: 0,36 (plaque de silice en verre, CH,Cl,/Et,0 90:10)

[a]p: — 41,9 (¢c=1,00; CHCl3) 422 °C

IR-ATR: Poudre; 3561 (O-H), 2974 (Csp’-H), 1737 (C=0), 1636, 1373,
1260, 1171, 1089, 1030, 907, 787 et 711 cm’.

RMN 'H (CDCL;, 600 MHz): § 0,94 (s, 3H, Me-19), 1,02 (s, 3H, Me-16),
1,20 (dd, J~=14,7 et 7,6 Hz, 1H, H-14a), 1,33 (s, 3H, Me-17), 1,48 (d, J~14,2
Hz, 1H, H-2a), 1,77 (s, 3H, 9-OCOCHj3), 1,96 (td, /~14,5 et 2,0 Hz, 1H,
Héa), 2,07-2,10 (m, 1H, H6), 2,08 (s, 3H, 7-OCOCHa), 2,17 (s, 3H, Me-18),




2,37 (s, 3H, H-10%), 2,39 (dd, J=14,2 et 7,3 Hz, 2H, H-2p et H14p), 2,86 (d,
J=8,9 Hz, 1H, H-3), 4,49 (t, /7,1 Hz, 1H, H-13), 4,94 (s, 1H, H-20a), 5,34 (s,
1H, H-20b), 5,53 (s 1., 1H, H-5), 5,68 (dd, J=11,2 et 5,2 Hz, 1H, H-7), 6,07 (d,
J=10,0 Hz, 1H, H-9), 6,45 (d, /~16,0 Hz, 1H, 5-OCinnamoyle, H-2’), 6,69 (d,
J=10,0 Hz, 1H, H-10), 7,20 (d, /~=7,7 Hz, 2H, 5-OCinnamoyle, H-6’ et H-8’),
7,44 (t, 7,5 Hz, 2H, 10-OBz, m-Ph), 745 (d, J=7,7 Hz, 2H, §-
OCinnamoyle, H-5’ et H-9%), 7,56 (t, J/=7,5 Hz, 1H, 10-OBz, p-Ph), 7,66 (d,
J=16,0 Hz, 1H, 5-OCinnamoyle, H-3’), 7,89 (d, /=7,5 Hz, 2H, 10-OBz, o-
Ph).

RMN “C (CDCL, 600 MHz): 11,88 (C18), 12,96 (C19), 20,77 (7-
OCOCHS), 21,40 (9-OCOCHS3), 21,47 (5-OCinnamoyle, C10°), 24,79 (C17),
27,03 (C16), 29,19 (C2), 34,00 (C6), 39,03 (C3), 44,82 (C8), 47,55 (C14),
63,06 (C1), 69,75 (C7), 70,72 (C10), 74,07 (C13), 75,49 (C15), 77,06 (2C, C5
et C9), 114,12 (C20), 117,11 (5-OCinnamoyle, C2), 128,14 (2C, 5-
OCinnamoyle, C5’ et C9°), 128,75 (10-OBz, p-Ph), 129,23 (2C, 10-OBz, o-
Ph), 129,47 (2C, 10-OBz, m-Ph), 129,62 (2C, 5-OCinnamoyle, C6’ et C8°),
131,64 (5-OCinnamoyle, C4), 133,27 (10-OBz, i-Ph), 134,21 (C11), 140,73
(5-OCinnamoyle, C7’), 145,24 (5-OCinnamoyle, C3°), 145,56 (C12), 151,14
(C4), 164,16 (10-OBz, C=0), 165,93 (5-OCinnamoyle, C1°), 169,90 (2C, 7-
OCOCH; et 9-OCOCH).
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F.M.: C41Hy5010

M: 700,81 g/mol

Etat: huile incolore

R¢: 0,38 (plaque de silice en verre, CH,Cly/Et,O 90:10)

[a]p: + 11,7 (¢=0,270; CHCl3) a 22 °C

RMN 'H (CDCl;, 600 MHz): § 0,90 (s, 3H, Me-19), 1,11 (s, 3H, Me-16),
1,26-1,34 (m, 1H, H-14a), 1,37 (s, 3H, Me-17), 1,50 (d, J=13,5 Hz, 1H, H-
2a), 1,78 (s, 3H, 9-OCOCH3y), 1,86 (t 1, J=14,1 Hz, 1H, H-6B), 2,03 (dd,
J=14,1 et 5,0 Hz, 1H, H-6a), 2,08 (s, 3H, Me-18), 2,11 (s, 3H, 7-OCOCHjs),
2,38 (s, 3H, 13-OCinnamoyle, H-10”), 2,45 (dd, /=13,5 et 9,8 Hz, 1H, H-2p),
2,61 (dd, /~14,3 et 7,5 Hz, 1H, H-14p), 2,98 (d, /=8,9 Hz, 1H, H-3), 4,37 (s 1.,
1H, H-5), 4,80 (s, 1H, H-20a), 5,14 (s, 1H, H-20b), 5,56 (s 1., 1H, H-13), 5,72
(dd, J~11,2 et 5,0 Hz, 1H, H-7), 6,08 (s 1., 1H, H-9), 6,37 (d, /~16,0 Hz, 1H,
13-OCinnamoyle, H-2"), 6,69 (d 1., /=9,0 Hz, 1H, H-10), 7,20 (d, J=7,9 Hz,
2H, 13-OCinnamoyle, H-6’ et H-8’), 7,43 (dd, J=7,8 Hz, 2H, 13-
OCinnamoyle, H5’ et H-9’), 7,45 (t, J=7,5 Hz, 2H, 10-OBz, m-Ph), 7,57 (1,
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J=1,5 Hz, 1H, 10-OBz, p-Ph), 7,65 (d, /~16,0 Hz, 1H, 13-OCinnamoyle, H-
3%), 7,89 (d, /~=7,5 Hz, 2H, 10-OBz, o-Ph).

RMN C (CDClL;, 600 MHz): 12,18 (C18), 12,88 (C19), 20,79 (9-
OCOCH;), 21,43 (7-OCOCHj3), 21,48 (13-OCinnamoyle, C-10°), 24,80
(C17), 26,98 (C16), 29,27 (C2), 35,84 (C6), 37,61 (C3), 44,39 (C14), 45,15
(C8), 63,57 (C1), 69,72 (C7), 70,31 (C10), 72,62 (CS), 75,59 (C9), 75,60
(C15), 79,85 (C13), 111,54 (C20), 116,75 (13-OCinnnamoyle, C2°), 128,18
(2C, 13-OCinnamoyle, C5’ et C9’), 128,77 (10-OBz, p-Ph), 129,22 (2C, 10-
OBz, 0-Ph), 129,48 (2C, 10-OBz, m-Ph), 129,62 (2C, 13-OCinnamoyle, C6’
et C8), 131,51 (13-OCinnamoyle, C4’), 133,30 (10-OBz, i-Ph), 136,30
(C11), 140,86 (13-OCinnamoyle, C7°), 145,28 (13-OCinnamoyle, C3’),
147,40 (C12), 150,43 (C4), 164,16 (10-OBz, C=0), 166,91 (13-
OCinnamoyle, C1’), 169,90* (9- ou 7-OCOCHj;), 169,96* (7- ou 9-
OCOCH3).
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3.4.6 Synthése des dérivés 5- et 13-p-chlorocinnamoyl brévifoliol

Dans un ballon de 50 mL sec et purgé a I’azote, 14,5 mg d’acide p-chlorocinnamique
(0,08 mmol, 1,1 éq) et 40,0 mg de brévifoliol (0,07 mmol, 1,0 éq) ont été dissouts dans 10,0
mL de CH,Cl,. Ensuite 23,8 mg de DCC (0,12 mmol, 1,6 éq) et 4,4 mg de DMAP (0,04
mmol, 0,5 éq) ont été ajoutés au mélange. Le mélange a été agité a la température de la piéce
pendant 72 h. Aprés agitation, le précipité blanc de DCU formé a été suspendu a 1’aide d’un
bain ultrason puis filtré sous vide. Le filtrat obtenu a été concentré au rotavapeur et le solide
formé, aprés évaporation, a été recristallisé dans 1’éther. Ensuite, le solide obtenu a été filtré
sous vide et rincé avec de I’éther froid. Le filtrat contenant les produits de réaction a été
concentré au rotavapeur puis purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (20 g)
avec comme systéme d’éluant le mélange hexanes/CH;Cl,/AcOEt (75:20:05). Les fractions
contenant les produits mono-estérifiés ont été regroupées et le brévifoliol récupéré (12 mg)
est conservé pour d’autres réactions. Apreés une recherche minutieuse du systéme de solvant,
le mélange CH,CL,/tBuOMe (95:05) a été utilisé pour finaliser la purification de ’extrait.
Cette derniére étape a permis d’obtenir les deux dérivés mono-estérifiés avec un rendement
global de 48 %. Le composé estérifié en position C-5 (67) a ét€ obtenu avec un rendement de

35 % (18,5 mg) et le dérivé estérifié en position C-13 (68) avec un rendement de 13 % (6,1
mg).
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FM.: C4oHy5ClOyq

M: 721,23 g/mol

Etat: solide poudreux blanc, pf=125-130 °C

R¢: 0,39 (plaque de silice en verre, CH,Cly/Et,O 90:10)

[o]p: — 50,9 (¢=1,30; CHCl3) 4 22 °C

IR-ATR: Poudre; 3556 (O-H), 2928 (Csp>-H), 1717 (C=0), 1638, 1591,
1492, 1373, 1260, 1171, 1089, 1030, 982, 905, 823 et 711 cm’.

RMN 'H (CDCls, 600 MHz): & 0,94 ( s, 3H, Me-19), 1,02 (s, 3H, Me-16),
1,22 (dd, /~14,0 et 7,2 Hz, 1H, H-14a), 1,33 (s, 3H, Me-17), 1,48 (d, /~14,0
Hz, 1H, H-2a), 1,77 (s, 3H, 9-OCOCHj3), 1,96 (td, J~14,6 et 3,8 Hz, 1H,
Héa), 2,02-2,05 (m, 4H, H6B), 2,08 (s, 3H, 7-OCOCH3), 2,17 (s, 3H, Me-18),
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2,43 (dd, /~14,0 et 7,5 Hz, 2H, H-2p et H14p), 2,86 (d, J=7,5 Hz, 1H, H-3),
4,51 (t, /~7,2 Hz, 1H, H-13), 4,94 (s, 1H, H-20a), 5,33 (s, 1H, H-20b), 5,54 (s
1., 1H, H-5), 5,67 (dd, J=11,1 et 5,2 Hz, 1H, H-7), 6,06 (d 1., /<10,0 Hz, 1H,
H-9), 6,48 (d, /~16,0 Hz, 1H, 5-OCinnamoyle, H-2’), 6,68 (d , /=10,0 Hz,
1H, H-10), 7,36 (d, /=8,3 Hz, 2H, 5-OCinnamoyle, H-6’ et H-8’), 7,44 (1,
J=17,6 Hz, 2H, 10-OBz, m-Ph), 7,48 (d, /=8,3 Hz, 2H, 5-OCinnamoyle, H-5’
et H-9”), 7,56 (t, /7,6 Hz, 1H, 10-OBz, p-Ph), 7,62 (d, J/=16,0 Hz, 1H, 5-
OCinnamoyle, H-3), 7,88 (d, /~7,6 Hz, 2H, 10-OBz, 0-Ph).

RMN C (CDCL, 600 MHz): 11,92 (C18), 12,97 (C19), 20,77 (7-
OCOCH;), 21,40 (9-OCOCH3), 24,79 (C17), 27,03 (C16), 29,18 (C2), 33,94
(C6), 39,10 (C3), 44,79 (C8), 47,41 (C14), 63,10 (C1), 69,70 (C7), 70,67
(C10), 74,29 (C13), 75,47 (C15), 77,09 (2C, C5 et C9), 114,19 (C20), 118,92
(5-OCinnamoyle, C2°), 128,77 (10-OBz, p-Ph), 129,18 (2C, 10-OBz, 0-Ph),
129,14 (2C, 5-OCinnamoyle, C6’ et C8’), 129,29 (2C, 5-OCinnamoyle, C5’
et C9?), 129,46 (2C, 10-OBz, m-Ph), 131,23 (5-OCinnamoyle, C4’), 132,95
(5-OCinnamoyle, C7°), 133,30 (10-OBz, i-Ph), 134,25 (C11), 143,66 (5-
OCinnamoyle, C3’), 145,47 (C12), 151,02 (C4), 164,16 (10-OBz, C=0),
165,54 (5-OCinnamoyle, C1%), 169,90* (7- ou 9-OCOCH;), 169,94* (9- ou
7-OCOCHj).
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FM.: CyHysClOgy

M: 746,84 g/mol

Etat: huile incolore

R¢: 0,40 (plaque de silice en verre, CH,Cly/Et,0 90:10)

[a]p: + 8,8 (¢=0,23 ; CHCl3) 422 °C

RMN 'H (CDCl;, 600 MHz): & 0,90 (s, 3H, Me-19), 1,11 (s, 3H, Me-16),
1,26-1,34 (m, 1H, H-14a), 1,37 (s, 3H, Me-17), 1,50 (d, J=14,1 Hz, 1H, H-
2a), 1,78 (s, 3H, 9-OCOCHS), 1,86 (t L, /=14,2 Hz, 1H, H-6B), 2,02 (dd,
J=142 et 3,5 Hz, 1H, H-60), 2,11 (s, 3H, 7-OCOCHS3), 2,08 (s, 3H, Me-18),
2,46 (dd, J=14,1 et 9,7 Hz, 1H, H-2p), 2,61 (dd, J=14,8 et 7,7 Hz, 1H, H-14p),
2,97 (d, J=9,1 Hz, 19, H-3), 5,57 (s L, 1H, H-13), 4,81 (s, 1H, H-20a), 5,14 (s,
1H, H-20b), 4,38 (s 1, 1H, H-5), 5,71 (dd, J=11,0 et 5,0 Hz, 1H, H-7), 6,08 (s
1, 1H, H-9), 6,38 (d, /=16,0 Hz, 1H, 13-OCinnamoyle, H-2"), 6,69 (d 1.,
J=9,1 Hz, 1H, H-10), 7,37 (d, J=6,9 Hz, 2H, 13-OCinnamoyle, H-6’ et H-8"),
7,47 (d, J=6,9 Hz, 2H, 13-OCinnamoyle, H-5’ et H-9°), 7,45 (t, J=7,5 Hz, 2H,
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10-OBz, m-Ph), 7,62 (d, /~16,0 Hz, 1H, 13-OCinnamoyle, H-3"), 7,57 (t,
J=1,5 Hz, 1H, 10-OBz, p-Ph), 7,89 (d, J=7,5 Hz, 2H, 10-OBz, 0-Ph).

RMN C (CDClL;, 600 MHz): 12,17 (C18), 12,90 (C19), 20,78 (9-
OCOCHS3), 21,42 (7-OCOCH3), 24,85 (C17), 26,97 (C16), 29,25 (C2), 35,84
(C6), 37,66 (C3), 45,15 (C8), 44,32 (C14), 63,57 (C1), 69,70 (C7), 70,25
(C10), 72,65 (C5), 75,57 (2C, C9 et C15), 80,05 (C13), 132,75 (2C, 13-
OCinnamoyle, C5’ et C9°), 111,63 (C20), 118,47 (13-OCinnamoyle, C2’),
129,33 (2C, 13-OCinnamoyle, C6’ et C8), 136,34 (13-OCinnamoyle, C4’),
128,78 (10-OBz, p-Ph), 129,18 (2C, 10-OBz, 0-Ph), 129,48 (2C, 10-OBz, m-
Ph), 133,32 (10-OBz, i-Ph), 136,34 (C11), 143,78 (13-OCinnamoyle, C3’),
147,40 (C12), 136,54 (13-OCinnamoyle, C7°), 150,38 (C4), 164,29 (10-OBz,
C=0), 166,45 (13-OCinnamoyle, C1°), 169,96 (2C, 7- et 9-OCOCH3).
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3.4.7 Synthése du dérivé S-p-fluorocinnamoyl brévifoliol

Dans un ballon de 10 mL sec et purgé a 1’azote, 6,0 mg d’acide p-fluorocinnamique
(0,04 mmol, 1 éq) et 20,0 mg de brévifoliol (0,04 mmol, 1 éq) ont été dissouts dans 4,0 mL
de CH,Cl,. Ensuite 12,0 mg de DCC (0,06 mmol, 1,6 éq) et 2,2 mg de DMAP (0,02 mmol,
0,5 éq) ont été ajoutés au mélange. L’ensemble a été agité a la température de la piece
pendant 72 h. Le suivi de la réaction a été fait par CCM dans le systeme
hexanes/CH,Cl,/AcOEt (50:05:45). Aprés 72 h d’agitation, le précipité blanc de DCU formé
a été suspendu a I’aide d’un bain ultrason puis filtré sous vide. Le filtrat obtenu a été
concentré au rotavapeur et le solide formé recristallisé dans 1’éther. Le solide obtenu a été
filtré sous vide, rincé avec de 1’éther froid. Ensuite, le filtrat contenant le produit de réaction a
été concentré au rotavapor, puis purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (10
g) avec comme systéme d’éluant le mélange hexanes/CH,Cl,/AcOEt (50:05:45). Les
fractions contenant les produits mono-estérifiés ont été regroupées. Apres une recherche
minutieuse de systéme de solvant, le mélange CH,CI,/Et,O (95:05) a été utilisé pour finaliser
la purification par chromatographie radiale (disque 2 mm). Les deux dérivés mono-estérifiés
ont été obtenus avec un rendement global de 76 %. Le composé mono-estérifié en position C-
13 a été obtenu avec un rendement de 9 % (2,20 mg) et le dérivé mono-estérifié en position
C-5 (69) a été obtenu avec un rendement de 67 % (17,0 mg). Le dérivé C-13 obtenu en faible

quantité n’a pu étre caractérisé.
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F.M.: C4HysFOy

M: 704,78 g/mol

Etat: solide poudreux blanc, pf=106-108 °C

R+ 0,30 (plaque de silice en verre, CH,Cly/Et,0, 90:10)
[a]p: — 37,6 (c=0,44; CHCl3) 422 °C

IR-ATR: Poudre; 3554 (O-H), 2925 (Csp’-H), 1717 (C=0), 1639, 1600,
1509, 1451, 1372, 1341, 1229, 1175, 1159, 1090, 1070, 1027, 904, 833, 755 et
711 em™.

RMN 'H (CDCls, 600 MHz): & 0,94 (s, 3H, Me-19), 1,02 (s, 3H, Me-16) 1,22
(dd, J=13,7 et 7,4 Hz, 1H, H-14a), 1,33 (s, 3H, Me-17), 1,48 (d, /=14,0 Hz,
1H, H-2a), 1,77 (s, 3H, 9-OCOCHy), 1,96 (td, /~11,5 et 4,1 Hz, 1H, H-6a),
2,02-2,06 (m, 4H, H-6B), 2,08 (s, 3H, 7-OCOCH5), 2,17 (s, 3H, Me-18), 2,42
(dd, J=14,0 et 7,0 Hz, 2H, H-2p et H-14p), 2,86 (d, /~9,0 Hz, 1H, H-3), 4,51
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(t, 6,8 Hz, 1H, H-13), 4,94 (s, 1H, H-20a), 5,33 (s, 1H, H-20b), 5,54 (s L.,
1H, H-5), 5,67 (dd, /~11,2 et 5,2 Hz, 1H, H-7), 6,07 (d, /10,4 Hz, 1H, H-9),
6,43 (d, J=16,0 Hz, 1H, 5-OCinnamoyle, H-2"), 6,68 (d, /=10,4 Hz, 1H, H-
10), 7,08 (t, /=8,5 Hz, 2H, 5-OCinnamoyle, H-6’ et H-8"), 7,44 (t, /~7,8 Hz,
2H, 10-OBz, m-Ph), 7,52-7,58 (m, 3H, 5-OCinnamoyle, H-5’ ¢t H-9’ et 10-
OBz, p-Ph), 7,63 (d, J=16,0 Hz, 1H, 5-OCinnamoyle, H-3"), 7,88 (d, /~7,8
Hz, 2H, 10-OBz, 0-Ph).

RMN “C (CDClL, 600 MHz): § 11,92 (C18), 12,97 (C19), 20,77 (7-
OCOCHj;), 21,41 (9-OCOCHs;), 24,78 (C17), 27,03 (C16), 29,18 (C2), 33,96
(C6), 39,09 (C3), 44,79 (C8), 47,46 (C14), 63,11 (C1), 69,71 (C7), 70,67
(C10), 74,21 (C13), 75,48 (C15), 77,05 (2C, C5 et C9), 114,17 (C20), 116,02
(d, J=21,9 Hz, 2C, 5-OCinnamoyle, C5’ et C9’), 118,03 (5-OCinnamoyle,
C2%), 128,77 (10-OBz, p-Ph), 129,17 (2C, 10-OBz, o-Ph), 129,46 (2C, 10-
OBz, m-Ph), 130,02 (d, /=8,5 Hz, 2C, 5-OCinnamoyle, C5’ et C9’), 130,66
(5-OCinnamoyle, C4’), 133,31 (10-OBz, i-Ph), 134,25 (C11), 143,86 (5-
OCinnamoyle, C3’), 145,48 (C12), 151,01 (C4), 163,87 (d, /=250 Hz, 5-
OCinnamoyle, C7), 164,16 (10-OBz, C=0), 165,66 (5-OCinnamoyle, C1’),
169,90* (7- ou 9-OCOCH;), 169,96 (9- ou 7-OCOCH;).
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3.4.8 Synthése du dérivé S-p-trifluorométhylcinnamoyl brévifoliol

Dans un ballon de 50 mL sec et purgé a I’azote, 19,4 mg d’acide p-
trifluorométhylcinnamique (0,09 mmol, 1,0 éq) et 50,0 mg de brévifoliol (0,09 mmol, 1,0 éq)
ont été dissouts dans 10,0 mL de CH,Cl,. Ensuite 26,8 mg de DCC (0,13 mmol, 1,5 éq) et 6,1
mg de DMAP (0,05 mmol, 0,5 éq) ont été ajoutés au mélange. L’ensemble a été agité a la
température de la pi¢ce pendant 52 h. Le suivi de la réaction a été fait par CCM dans le
systéme hexanes/CH,Cl,/AcOEt (75:20:05). Aprés 52 h d’agitation, le précipité blanc de
DCU formé a été suspendu, a I’aide d’un bain ultrason, puis filtré sous vide. Le filtrat obtenu
a été concentré au rotavapeur et le solide formé, aprés évaporation, recristallisé dans 1’éther.
Le solide obtenu a été filtré sous vide, rincé avec de I’éther froid. Ensuite, le filtrat contenant
le produit de réaction a été concentré au rotavapor, puis purifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice (10 g) avec, comme systtme d’éluant, le mélange
hexanes/CH,Cl,/AcOEt (75:20:05). Les fractions contenants les produits mono-estérifiés et le
brévifoliol restant ont été regroupées. Aprés une recherche minutieuse du systéme de solvant,
le mélange CH,CIL/Et,O (95:05) a été utilisé pour finaliser cette purification. Le composé
(70) a été obtenu avec en rendement global de 30 % (19,9 mg, 0,03 mmol) et 20 mg de

brévifoliol a été récupéré. Le dérivé C-13 obtenu en faible quantité n’a pu étre caractérisé.
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F.M. : C41HysF3040

M : 754,79 g/mol

Etat : solide poudreux blanc, pf= 117 — 120 °C

R¢: 0,40 (plaque de silice en verre, CH,Cl,/Et,0 90:10)

[alp:—47,7(c=1,07;CHCl3) a22 °C

IR-ATR: Poudre; 3556 (O-H), 2965 (Csp’-H), 1717 (C=0), 1642, 1451,
1372, 1322, 1248, 1167, 1124, 1089, 1066, 1027, 904, 833, 755 et 711 cm™,

RMN 'H (CDCL, 600 MHz): 5 0,94 (s, 3H, Me-19), 1,02 (s, 3H, Me-16),
1,22 (dd, J=13,7 et 7,4 Hz, 1H, H-14a), 1,33 (s, 3H, Me-17), 1,49 (d, J=13,8
Hz, 1H, H-2a), 1,77 (s, 3H, 9-OCOCH3), 1,96 (td, /~11,5 et 4,1 Hz, 1H, H-
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6a), 2,02-2,06 (m, 1H, H-6B), 2,08 (s, 3H, 7-OCOCH3), 2,17 (s, 3H, Me-18),
2,41 (dd, 13,8 et 7,3 Hz, 2H, H-2p), 2,43 (dd, J=13,7 et 9,5 Hz, 2H, H-14p),
2,88 (d, /=8,8 Hz, 1H, H-3), 4,53 (t, /=6,9 Hz, 1H, H-13), 4,95 (s, 1H, H-20a),
5,34 (s, 1H, H-20b), 5,55 (s L, 1H, H-5), 5,67 (dd, J=11,2 et 5,2 Hz, 1H, H-7),
6,07 (d 1., ~<10,0 Hz, 1H, H-9), 6,59 (d, J=16,1 Hz, 1H, 5-OCinnamoyle, H-
2%), 6,68 (d 1., /~10,0 Hz, 1H, H-10), 7,44 (t, /=7,5 Hz, 2H, 10-OBz, m-Ph),
7,61-7,65 (m, 4H, 5-OCinnamoyle, H-5’, H-9°, H-6’ et H-8), 7,60 (t, J=7,5
Hz, 1H, 10-OBz, p-Ph), 7,68 (d, /=16,1 Hz, 1H, 5-OCinnamoyle, H-3), 7,88
(d, 7,5 Hz, 2H, 10-OBz, 0-Ph).

RMN "C (CDCL, 600 MHz): 11,92 (C18), 12,96 (C19), 20,76 (7-
OCOCH;), 21,39 (9-OCOCHy), 24,77 (C17), 27,01 (C16), 29,18 (C2), 33,90
(C6), 39,11 (C3), 44,77 (C8), 47,31 (C14), 63,12 (C1), 69,67 (C7), 70,65
(C10), 74,47 (C13), 75,47 (C15), 77,08 (2C, CS et C9), 114,25 (C20), 125,80
(q, J=3,7 Hz, 2C, 5-OCinnamoyle, C6’ et C8’), 120,97 (5-OCinnamoyle,
C2’), 123,80 (q, J/=272 Hz, 5-OCinnamoyle, C10’), 128,76 (10-OBz, p-Ph),
129,15 (2C, 10-OBz, o-Ph), 129,44 (2C, 10-OBz, m-Ph), 128,22 (2C, 5-
OCinnamoyle, C5’ et C9’), 137,89 (5-OCinnamoyle, C4’), 133,31 (10-OBz,
i-Ph), 134,23 (C11), 143,16 (5-OCinnamoyle, C3’), 145,40 (C12), 150,99
(C4), 131,62 (q, J/=33 Hz, 5-OCinnamoyle, C7’), 164,16 (10-OBz, C=0),
165,26 (5-OCinnamoyle, C1°), 169,90* (7- ou 9-OCOCH3;), 169,96* (9- ou
7-OCOCH5).
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3.4.9 Synthése du dérivé S-(3’-phénylpropanoyl) brévifoliol
¥ y

Dans un ballon de 10 mL sec et purgé a ’azote, 7,0 mg d’acide hydrocinnamique
(0,05 mmol, 1,1 éq) et 20,0 mg de brévifoliol (0,04 mmol, 1,0 éq) ont été dissouts dans 5,0
mL de toluéne. Ensuite 12,0 mg de DCC (0,06 mmol, 1,6 éq) et 2,2 mg de DMAP (0,02
mmol, 0,5 éq) ont été ajoutés au mélange. Le mélange a été agité a la température de la piéce
pendant 72 h. Le précipité blanc de DCU formé a été suspendu a I’aide d’un bain ultrason,
puis filtré sous vide. Le filtrat obtenu a été concentré au rotavapeur et le solide formé
recristallisé dans 1’éther. Le solide obtenu a été filtré sous vide, rincé avec de 1’éther froid.
Ensuite, le filtrat contenant les produits de réaction a été concentré au rotavapeur, puis purifié
par chromatographie sur colonne de gel de silice (20 g) avec, comme systéme d’éluant, le
mélange hexanes/CH,Cl,/EtOH (75:20:05). Les fractions contenants les produits mono-
estérifiés ont ét€ regroupées. Aprés une recherche minutieuse de systéme de solvant, le
mélange hexanes/toluéne/AcOEt (35:35:30) a été utilisé pour compléter la purification par
chromatographie radiale. Aprés la purification, 14,0 mg de dérivé mono-estérifié en position
C-5 (71) a été obtenu avec un rendement de 57 %, également 11,5 mg du dérivé bis-estérifié

et 3 mg de dérivé C-13 mono-estérifié ont été isolés. Ce dernier obtenu en faible quantité n’a

pas été caractérisé.
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F.M. : C4oHggO19

M : 688,80 g/mol

Etat : solide poudreux blanc, pf=98 — 100 °C

R¢: 0,20 (plaque de silice en verre, CH,Cl,/Et,O 90:10)

[0]p: — 40,8 (c= 0,250 ; CHCly) 222 °C

IR-ATR: Poudre; 3598 (O-H), 2927 (Csp>-H), 1729 (C=0), 1603, 1451,
I 1372, 1240, 1094, 1070, 1027, 904 et 711 cm’.

RMN 'H (CDCL, 600 MHz): 5 0,91 (s, 3H, Me-19), 1,02 (s, 3H, Me-16),
1,19 (dd, J=14,2 et 7,2 Hz, 1H, H-14a), 1,34 (s, 3H, Me-17), 1,46 (d, /~14,0
Hz, 1H, H-2a), 1,76 (s, 3H, 9-OCOCH5), 1,88 (td, J=14,4 et 4,4 Hz, 1H, H-
‘ 6a), 1,92 (ddd, J=14,4; 4.4 et 2,0 Hz, 1H, H-6p), 2,07 (s, 3H, 7-OCOCH3),

;
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2,10 (s, 3H, Me-18), 2,40 (d, J=14,0 Hz, 1H, H-2p), 2,38 (dd, /~=14,2 et 7,2
Hz, 1H, H-14B), 2,66 (Q app., /=8,0 Hz, 1H, 5-O-Ph-propanoyle, H-2’a),
2,70 (Q app., /=8,0 Hz, 1H, 5-O-Ph-propanoyle, H-2’b), 2,76 (d, J=9,1 Hz,
1H, H-3), 2,94 (1, J=8,0 Hz, 2H, H-3"), 4,50 (t, J~7,1 Hz, 1H, H-13), 4,92 (s,
1H, H-20a), 5,29 (s, 1H, H-20b), 5,41 (t, /=3,0 Hz, 1H, H-5), 5,60 (dd, /~10,7
et 5,9 Hz, 1H, H-7), 6,06 (d 1., /~10,5 Hz, 1H, H-9), 6,65 (d, /~10,5 Hz, 1H,
H-10), 7,20 (t, /=7,6 Hz, 1H, 5-O-Ph-propanoyle, p-H), 7,21 (d, J=6,9 Hz,
2H, 5-O-Ph-propanoyle, o-H), 7,29 (t, /=7,2 Hz, 2H, 5-O-Ph-propanoyle,
m-H), 7,44 (t, J=7,5 Hz; 2H, 10-OBz, m-Ph), 7,56 (t, /=7,5; 1H, 10-OBz, p-
Ph), 7,88 (d, /~7,5 Hz, 2H, 10-OBz, o-Ph).

RMN C (CDCL, 600 MHz): 11,84 (C18), 12,93 (C19), 20,77 (7-
OCOCH,), 21,39 (9-OCOCH,), 24,78 (C17), 27,02 (C16), 29,20 (C2), 33,95
(C6), 35,69 (5-O-Ph-propanoyle, C2°), 20,69 (5-O-Ph-propanoyle, C3’),
38,96 (C3), 44,74 (C8), 47,03 (C14), 62,90 (C1), 69,66 (C7), 70,64 (C10),
74,08 (C13), 75,50 (C15), 76,87 (C9), 77,11 (C5), 114,20 (C20), 126,12 (5-O-
Ph-propanoyle, C7°), 126,36 (2C, 5-O-Ph-propanoyle, C5’ et C9’), 128,33
(2C, 5-O-Ph-propanoyle, C6’ et C8’), 128,45 (10-OBz, p-Ph), 128,99 (5-O-
Ph-propanoyle, C6°), 129,20 (2C, 10-OBz, o-Ph), 129,45 (2C, 10-OBz, m-
Ph), 133,28 (10-OBz, i-Ph), 134,11 (C11), 140,64 (5-O-Ph-propanoyle, C4°),
145,37 (C12), 150,97 (C4), 164,13 (10-OBz, C=0), 171,99 (5-O-Ph-
propanoyle, C1°), 169,84* (7- ou 9-OCOCH3;), 169,90* (9- ou 7-OCOCH;).
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