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Broad singlet

Broad doublet

Catalase
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3-Carboxy proxyl

Doublet

Doublet of doublet

Doublet of doublet of quadruplet

Doublet of quadruplet

Doublet of triplet of doublet
5-(Diéthoxyphosphoryl)-5-méthyl-1-pyrroline-N-oxide
Density functional theory
1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl

Direct peptide reactivity assay

Centre européen de validation des méthodes alternatives
Eugénol

Free radical scavenging

Facteur de Landé

Glutathion peroxydase

Glutathion reductase



GSH Glutathion

GSSH Disulfure de glutathion, glutathion oxydé

GST Glutathion transferase

hfcc Hyperfine coupling constant

His Histidine

HPLC High performance liquid chromatography

HRP Horseradish peroxidase

IsoEug Isoeugénol

J Constante de couplage en RMN

KP Kétoproféne

LLNA Local lymph node assay

logP Lipophilie, coefficient de répartition octanol/eau

Lys Lysine

M Multiplet

MTT Bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium
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OCDE Organisation de coopération et de développement économiques
OCT Octocryléne

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity

PADC Photo-allergie de contact

PhO* Radical phénoxy

PhOH Phénol

PMA/Ce Phosphomolybdic acid on cerium

PPD para-Phénylénediamine

ppm Partie par million

PPRA Peroxidase peptide reactivity assay

q Quadruplet

R Radical carboné

REACH Registration, evaluation, authorization and restriction of chemicals

RHE Reconstructed human epidermis



RMN Résonance magnétique nucléaire

RNS Reactive nitrogen species

RO’ Radical alcoxyle

ROH Alcool

ROOH Hydroperoxyde

ROS Reactive oxygen species

RPE Résonance paramagnétique €électronique
s Singlet

S/IN Rapport signal sur bruit

SC Spin scavenger

SET Transfert électronique, Single electron transfer
SOD Superoxyde dismutase

ST Spin Trap

t Triplet

td Triplet of doublet

TEER Résistance transépithéliale

TLC Thin layer chromatography

tt Triplet of triplet

TRAP Total radical-trapping antioxidant parameter
Trp Tryptophane

Tyr Tyrosine

uv Ultra-violet

XO Xanthine oxydase

o Déplacement chimique

AG Différence d’enthalpie libre

A Longueur d’'onde

\Y Fréguence
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1. AVANT-PROPOS : L’eugénol et I'isoeugénol, des antioxydants et des

allergenes

L’eugeénol et Iisoeugénol sont deux alkoxyphénols de la famille des phénylpropanoides
biosynthétisés au sein de certaines plantes a partir de phénylalanine (Figure 1).2-2 De ce fait,
ces composeés se trouvent naturellement présents dans les huiles essentielles de nombreuses
plantes capables de les biosynthétiser. C’est dans les huiles essentielles de clou de girofle, de
canneliers ou dylang-ylang qu’il est possible de les identifier majoritairement dans des
concentrations significatives. Ce sont les principaux agents odorants et gustatifs de ces huiles
et ils sont utilisés dans de nombreux secteurs industriels en tant que fragrances (e.g.,

cosmétique, aromathérapie, parfumerie...).*®
voie alternative

NH
HO 2.

. TAL

Tyrosine .
N o}
COOH . .COOH > -COOH .
©/Y —_— ©/\/ — —_— SCoA
NH, PAL C4H HO 4CL
HO
Phénylalanine Acide cinnamique Acide para-coumarique 4-Coumaroyl-SCoA
PAL ' Phénylalanine ammonia-lyase * Biotransformations
TAL : Tyrosine ammonia lyase yeEeeeeEeemeesemeeesesemesesmsesemesseeessesssssesesemses * ...............
C4H ; Cinnamate 4-hydroxylase : Phénylpropanocides ‘
4CL . 4-Coumarate:CoA ligase OH OH Autres phénylpropanoides .
CoA ' Coenzyme A ' L ) . :
H (o] (o] (majoritairement polyphénols): .
H ~ ~ . ,
: - Flavonoides :
' - Coumarines :
H + + - Lignines .
H X - Stilbénes :
: | - Tannins :
H - Dérivés cinnamyliques
: Eugénol Isoeugénol

Figure 1 : Schéma de biosynthese des phénylpropanoides (notamment de I'eugénol
et de I'isoeugénol) a partir de phénylalanine ou dans certains cas de tyrosine.!=

Ces substances sont également utilisées dans de nombreux autres secteurs pour d’autres
propriétés intrinséques. L’eugénol est notamment connu dans le domaine dentaire, qui en a
fait une véritable « légende », étant le nom d’une plateforme nationale de référence utilisée
par les dentistes.® L’eugénol était déja utilisé depuis 1875 par les chirurgiens-dentistes comme
pansement dentaire a 'eugénate, en mélangeant I'eugénol a de la poudre de zinc.'® Puis,
l'usage de l'eugénate s’est diversifié¢ a d’autres applications bucco-dentaires et au-dela,
l'eugénol étant aussi utilisé dans I'élaboration de médicaments ou des conservateurs. Ces
applications sont principalement dues aux propriétés antioxydantes et cytoprotectrices ainsi
qu'aux effets antiseptique et analgésique de I'eugénol.!! A contrario, I'isoeugénol est moins
mis sur le devant de la scene, bien qu’il se retrouve malgré tout utilisé comme son analogue

dans certains produits en tant que conservateur alimentaire naturel ou dans la formulation de
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médicaments.? Sa popularité amoindrie résulte de sa toxicité supérieure a celle de I'eugénol.
En effet, malgré toutes les vertus intéressantes que possedent ces composeés ils sont toutefois
aussi connus pour avoir des propriétés prooxydantes et cytotoxiques apparentes.t®!4
L’eugénol et lisoeugénol sont notamment identifiés par les dermatologues en tant que
responsables d’allergie de contact (ADC). Ainsi, les différents secteurs industriels impliqués,
et notamment le cosmétique, sont aujourd’hui contraints d’indiquer leur présence sur leurs
produits manufacturés. Ce sont également des constituants du Fragrance Mix | en association

avec d’autres molécules, outil de diagnostic d’'une ADC aux fragrances.*®

Les comportements anti- et prooxydants de I'eugénol et de 'isoeugénol résultent de leurs
structures moléculaires. Ce sont des composés contenant un noyau aromatique de type
phénol sur lequel sont greffés : (i) en position ortho- un groupement méthoxy et (ii) en position
para- un groupement qui est soit allylique dans le cas de I'eugénol et soit propénylique dans
le cas de lisoeugénol (Figure 1). L’eugénol et l'isoeugénol sont, en conséquence, deux
isoméres de position définis par le placement de la double liaison du substituant en position
para-. Les différents dérivés d’oxydation connus mais aussi les intermédiaires radicalaires
possiblement formés suite a I'évolution de I'eugénol et de I'isoeugénol au sein de la peau
jouent trés probablement un réle clé dans leurs comportements anti- et prooxydants.t3
Cependant, bien que de nombreuses hypothéses quant au devenir de ces molécules ont pu
étre formulées dans la littérature, leur réactivité dans des matrices cellulaires humaines
complexes telle que la peau n’est pas élucidée a ce jour. Afin d’allier la compréhension de la
réactivité antioxydante en établissant des frontieres menant a I'action cytotoxique de ces
molécules, I'objectif de ce travail a été d’investiguer la formation potentielle d’'intermédiaires

radicalaires réactifs dans la peau et de comprendre leurs mécanismes d’action.

2. Stress oxydant et systémes antioxydants

La peau ne suffisant pas a filtrer le passage de toutes les sources de stress oxydant, les
étres-vivants se doivent de développer des systemes de défense. En effet, I'action du stress
oxydant est a I'origine de nombreuses pathologies humaines ou du vieillissement. Ainsi, des
capacités de défense antioxydantes sont nécessaires pour protéger I'organisme. Celles-ci
peuvent étre endogenes (i.e., les mécanismes de détoxifications et les systemes antioxydants

métaboliques) ou encore exogenes (e.g., polyphénols, vitamines, oligoéléments...).

2.1. Radicaux libres et stress oxydant

Les radicaux sont définis comme des structures atomiques, ioniqgues ou moléculaires
possédant un ou plusieurs électrons non-appariés sur les couches électroniques de valence
externes. Ces espéces étant peu stables, elles ont souvent des temps de demi-vie courts.

Ainsi, I'électron non-apparié est particulierement réactif cherchant & compléter son orbitale
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moléculaire. Un radical libre est donc une espece la plupart du temps caractérisée par une
instabilité. Lorsque ce radical n’est pas délocalisable ou stabilisé par son environnement direct,
il est capable d’enclencher des réactions radicalaires en chaine sur des espéces stables
proches.’®!” On distingue trois grandes étapes pour de telles réactions : linitiation, la

propagation puis la terminaison (Tableau 1).°

Tableau 1 : Fonctionnement des réactions radicalaires

Etape de réaction Equations de réaction Mécanismes chimiques
e L’initiation ou amorgage : AA —— A"+ A Clivage homolytique
Création de radicaux AA 5, Aty oA Transfert électronique
(Single electron transfer, SET)
e La propagation : AA+M — AM® Addition radicalaire (AR)
Prolifération des radicaux A+M —— AT+ M° Transfert électronique, SET
AA+M* — AT+ A+ M Transfert électronique, SET
M*+M —— MM* Polymérisation via AR
AM*+M — AMM® Polymérisation via AR
AA+ M* — AM+ A° Substitution radicalaire
2ZM-AH*'-> M=A+ M—H, Dismutation radicalaire
e Laterminaison : A+ A —— AA Transfert électronique 1 + 1
Recombinaison radicalaire A+M —— AM Transfert électronique 1 + 1
M*+M* —— MM Transfert électronique 1 + 1

(A = atome ou groupe d’atomes, M = molécule)

Parmi les espéces radicalaires les plus importantes on distingue principalement les
espéces réactives dérivées de 'oxygéne (Reactive Oxygen Species, ROS) mais aussi celles
dérivées de 'azote (Reactive Nitrogen Species, RNS). Ces espéces sont essentiellement des
oxydants provoquant en conséquence de nombreux dégats physiologiques aux biomolécules
a l'origine de multitude de pathologies. Cependant, certaines d’entre elles sont nécessaires au
développement de l'organisme et a son homéostasie lorsqu’elles sont présentes en

concentration appropriée (e.g., comme agent de signal intramoléculaire) (Figure 2).18-20

*! ROS/RNS primaires :
Nécessaires pour les
signaux biochimiques

L-arginine O, Fell Lipides (RH)
. o c .y . . A
Oxvde nitri 4 5 ! 2 > : Xénobiotiques

xyoe ninque 5 . kS £ ' UV/ 0, autres ROS
synthase @ £ 2 qQ : ) d

: é : g g : péroxydases...

¥....-8.¥ :

NO (o)

H

.........................

«—
n

ONOO~ HCIO HO®, R®, RO%, ROO"®

ROS/RNS secondaires :
Responsables de dommages biomoléculaires

Figure 2 : Schéma de production des différentes espéces radicalaires réactives dérivées
de I'oxygéne et de I'azote (ROS et RNS)?*®
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Suite a la découverte des radicaux libres aux alentours de 1955, le professeur Denham
Harman et ses collaborateurs avaient formulé I’hypothése que I'accumulation des dommages
moléculaires et cellulaires causés par les ROS était responsable du vieillissement.? Le stress
oxydant avait alors été déja défini comme résultant de toute perturbation modifiant I'équilibre
entre la présence/génération de ces especes réactives endogenes ou exogenes et la faculté
de I'organisme a neutraliser ou réparer les dommages oxydants délétéres qui en découlent.
En effet, lorsque ce n’est pas régulé correctement I'excés de ROS ou d’autres radicaux libres
favorise I'apparition de nombreuses pathologies (allergies, inflammations, cancers, maladies
cardiovasculaires et dégénératives...) ainsi que le vieillissement prématuré des cellules et de
'organisme.'® L’apoptose, ou mort programmée des cellules, est en effet la principale
conséquence du stress oxydant et de l'action des ROS et des RNS d’origine extra- ou

intracellulaire (Figure 3).’

Radiations
(UV, rayons X...)

Signaux inflammatoires (cytokines...)

et facteurs de croissances a Xénobiotiques

Métaux (Fe, Zn, Cu...)
Pathogénes

J5Enzymes mitochondriales

' et autres organelles @
(noyau, peroxysome...)

Métabolisme
(cytochromes P450,
monooxygénases
lypoxygénases...

Figure 3 : Origines extra- ou intracellulaires de ROS et RNS au sein d’une cellule
2.2. Systemes antioxydants

Les radicaux libres, et principalement les ROS, sont a la base de hombreuses fonctions
physiologiques primordiales (e.g., respiration cellulaire) pour le bon fonctionnement, la
signalisation et la régulation cellulaire. La production de ROS participant au maintien de
I'homéostasie cellulaire, elle se doit d’étre contrélée afin d’éviter des surproductions qui
ménent aux pathologies.’* Comme défini par Halliwell et Gutteridge autour des années 1990,
les antioxydants sont des substances qui, lorsqu’elles sont présentes a de faibles
concentrations par rapport a celles d’'un substrat oxydable, retardent ou empéchent de
maniére significative I'oxydation de ce substrat.?? Ainsi, I'organisme posséde divers systémes
antioxydants qui peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation ou leur origine.
En effet, ils peuvent étre endogénes (principalement enzymatiques et protéiques), mais

également exogenes (alimentation, application cutanée...).
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2.2.1. Les antioxydants endogénes : agents cytoprotecteurs biologiques

Afin de pouvoir assurer I'équilibre homéostatique cellulaire en présence de radicaux libres
réactifs nécessaires a l'organisme, le vivant utilise différents systémes notamment
enzymatiques pour réguler ces radicaux ou bien les neutraliser en cas d’excés. Les principaux
systémes enzymatigues répertoriés sont : les superoxyde dismutases (SOD), les catalases
(CAT) et les enzymes a glutathion (i.e., les glutathion peroxydases (GPX), les glutathion
réductases (GR) et les glutathion S-transférases (GST)). Ces systemes enzymatiques
fonctionnent en symbiose afin de lutter contre le stress oxydant, notamment en régulant la

présence de radicaux et d’autres espéces réactives telles des ROS.%

Les superoxyde dismutases
Les SOD sont des métalloenzymes permettant a l'organisme de réguler le taux
intracellulaire de I'anion superoxyde (O.~). L’O.™ qui peut subir une dismutation par action des

SOD pour générer du peroxyde d’hydrogéne (H.0) : %24

SOD
202_+2H+ —>H202+ 02

Ces métalloprotéines peuvent exister sous diverses formes, en fonction du métal présent
au sein méme du site actif de 'enzyme ou encore en fonction de leur localisation cellulaire. Il
existe trois types de SOD chez 'Homme. Il y a deux SOD dimériques de type Cu'/Zn"-SOD
utilisant ainsi le cuivre et le zinc comme cofacteurs. Le fonctionnement est le méme pour
chacun des deux isoformes de la Cu"/Zn"-SOD, le cuivre servant a la réaction de dismutation,
tandis que le zinc maintient la structure protéique de ces enzymes. La principale différence
entre les deux Cu'"/Zn"-SOD est la localisation. L’'une est une enzyme cytosolique présente
dans le cytoplasme, le noyau et I'espace intermembranaire des mitochondries, alors que
l'autre est une enzyme extracellulaire. La troisieme SOD est tétramérique de type Mn"-SOD
utilisant le manganése comme cofacteur. Dans le cas des bactéries, cette derniére peut étre
dimérique. La Mn"'-SOD est présente au sein des mitochondries permettant de contréler 'O,
qui y est généré. Il a pu étre observé lors d’un déficit ou d’'une carence en Mn"-SOD qu’une
augmentation de la production de O™ entraine I'inhibition des complexes (l) et (ll) de la chaine
respiratoire des mitochondries. Enfin, dans le cas des organismes procaryotes un quatrieme

isoforme de SOD existe, une Fe"-SOD utilisant le fer comme cofacteur.?*

Les catalases

Les CAT sont des enzymes ayant pour mission de réguler les concentrations en H-O..
Elles sont localisées au sein des peroxysomes étant donné que I'H»O; y est produit par les
flavines, la glucose oxydase, I'urate oxydase ou encore la D-aminoacide-oxydase. Pour ce
faire, les CAT possedent un groupe héme au sein du site actif de leur structure dimérique

capable de catalyser la dismutation du H,O en H,O et en O, : 232526
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CAT
2 Hzoz — 2 Hzo + 02

Cependant, ce sont préférentiellement des hauts niveaux de H.O. intracellulaire qui

entrainent l'activation des CAT, tandis que les plus faibles seront traités par les GPX.

Le glutathion et ses enzymes

Le glutathion (GSH) est un pseudo-tripeptide composé de trois acides aminés (Figure
4).2728 En raison du résidu cystéine, le GSH est facilement oxydé de maniére non-enzymatique
en disulfure de GSH (GSSG), par exemple par des radicaux libres et des ROS.

Fonction cystine

NH o}

2 H
Partie cystéine HOOC)\/\n’N
FULTELLE T P . I

H’\COOH

%Ilu
w

: H : : 2e,-2H* .
' N P . .y S .
: HOOC"\/\H'. Y N7 TCOOH: <5 : L Pont disulfure
s O i Giricnene 22N 0 [y
Partie acide glutamique e glycine HOOC y N N.__COOH
avec liaison IEI H H !
pseudo-peptidique 2
GSH GSSG

Figure 4 : Schémalillustrant la structure du GSH et son équilibre
rédox formant le dimere GSSG relié par un pont disulfure

Le GSH est I'agent antioxydant endogéne le plus largement impliqué lors des mécanismes
de détoxification de I'organisme de par (i) ses propriétés rédox permettant de réduire les ROS,
(i) sa capacité a étre régénére et (iii) son efficacité a piéger d’autres radicaux libres ou a réagir
avec des xénobiotiques afin de pouvoir facilement les excréter. Cette derniére fonction est
notamment assurée via I'action de la GST.%282° Dans un premier temps, la GST a un role
indirect sur la détoxification en assurant le transport intermembranaire de son cofacteur GSH
qui va étre actif. La GST permet ainsi la réaction du GSH avec les xénobiotiques organiques
de par la formation d’une liaison covalente qu’ils soient électrophiles ou radicalaires. Dans les
mécanismes radicalaires impliquant les cystéines et les groupements thiols en général, la
formation de radicaux thiyles permet d’effectuer une réaction de recombinaison radicalaire.?
Si le xénobiotique est un métal, la GST assure aussi la formation d’une liaison de coordination
stable entre le GSH et le métal. Par aprés, I'adduit GS-xénobiotique est susceptible d’étre
éliminé via des transformations menant a un adduit hydrosoluble dérivé de lacide

mercapturique capable de partir notamment dans les urines (Figure 5).3%3!
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NH, W ©
A) NH, Hw © N ~
N Glutathion S-tansferase HOOC N“ “COOH
Hooc n’\coori (GST) o o H
SH /
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Glutathion (X) Glutathionyl-X
(GSH) (GS-X)
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transpeptidase HOOC/\)\COOH
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B)

Membrane
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Figure 5 : lllustration du fonctionnement des mécanismes de détoxification, (A) chimique
et (B) biologique, d’'un xénobiotique par le GSH

La GPX, découverte en 1957 par Mills, a une fonction redondante avec celle des CAT.*?
En effet, la GPX sert également & neutraliser le H.O, présent dans I'organisme. Utilisant le
GSH comme cofacteur, ce dernier va se retrouver oxydé en GSSG afin de réduire le H.O, en
H.0. Cette enzyme, bien qu’elle agisse avec une cinétique plus lente que les CAT, se révele
avoir une plus grande affinité avec les substrats oxygénés sous forme de H.O, mais aussi
sous forme d’hydroperoxyde organique (ROOH) qui se réduit alors en alcool (ROH). Pour
effectuer cette réduction enzymatique, la GPX est une enzyme composée de quatre unités
n’utilisant pas que le GSH mais aussi du sélénium au sein du site actif et provenant des

sélénocystéines présentes dans chacune des unités de I'enzyme (Figure 6).2%3

D’autres défenses antioxydantes existent aussi au sein de I'organisme. En effet, d’autres
enzymes et protéines comme les métallothionéines peuvent également réduire et neutraliser,
ou encore, permettre I'excrétion et le phagocytage de substances prooxydantes. Cependant,

il a été montré avec les GR et les G6PD que certains de ces systémes antioxydants peuvent
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aussi avoir des actions plus indirectes, en assurant par exemple le transport, le stockage et la

régénération du matériel antioxydant de la transferrine ou de la ferritine.*

R-OOH R-OH

GPX i Glutathion peroxydase

) GR ' Glutathion réductase

D) CysSe-§H G6PD Glucose 6-phosphate déshydrogénase
GSH O i Cycle catalytique associé a I'enzyme
GS » Fonction glutathionyle
CysSe ' Sélénocystéine
CysSe-SG H,0 R Chaine carbonée ou hydrogéne

R-OOH : hydroperoxyde de R
NADPH ' Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

Figure 6: Mécanismes catalytiques concertés des enzymes GPX, GR et G6PD

permettant la régénération du GSH aprés son action antioxydante vis-a-vis des

peroxydes. L'ATP représentant la source d’énergie essentielle au métabolisme pour

réaliser, entre autres, les réactions biochimiques thermodynamiquement défavorables, la

régénération du GSH représente en conséquence un colt moins cher en énergie.
2.2.2. Les agents antioxydants exogénes

Bien que l'organisme posséde un systéme de défense lui permettant de lutter contre le

stress oxydant, celui-ci n’est pas toujours suffisant. Les antioxydants non-enzymatiques et
non-protéiques peuvent dans certains cas étre biosynthétisés par le métabolisme, mais dans
la plupart des cas ils sont apportés par voie exogéne afin d’aider le vivant a lutter contre les
effets prooxydants. C’est dans lalimentation majoritairement que le corps trouve les
nutriments antioxydants nécessaires. Il est possible de trouver ces substances dans d’autres
organismes telles que les plantes afin de pouvoir en récolter les bienfaits et bénéfices. Ces
antioxydants ont aussi I'avantage de pouvoir régulierement étre utilisés par exemple pour
préserver de nombreux produits de consommation de la vie de tous les jours (e.g.,
conservateurs alimentaires de type E 3xx® ou conservateurs cosmétiques) en plus des
potentielles propriétés curatives qui sont souvent utilisées dans des médicaments et

pommades. Ces additifs peuvent se regrouper en plusieurs catégories.

Oligoéléments

Les oligoéléments se trouvent sous forme de sels inorganiques soit de sels minéraux et
sont nécessaires a la vie d’'un organisme. lls doivent étre apportés via I'alimentation afin d’en
éviter la carence. Etant essentiels a 'organisme mais de maniére peu abondante (en quantité
inférieure a 1 ppm, soit 1 mg de sel pour 1 kg de masse corporelle) il est toutefois nécessaire
d’en éviter I'exces. lls sont impliqués de maniére importante dans '’homéostasie énergétique
de l'organisme. lls sont, en effet, souvent utilisés dans les réactions enzymatiques du

métabolisme en qualité de cofacteur d’enzymes antioxydantes. |l est possible de citer ceux
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contenant le cuivre, le manganése, le zinc, le fer ou encore le sélénium comme il a été montré

dans le cas des métalloenzymes citées précédemment.3®

Les oligoéléments sont donc principalement des métaux ou des métalloides. lls présentent
des propriétés rédox essentielles dans certaines réactions métaboliques de transfert
d’électrons pour la neutralisation de composés oxydants ou I'inhibition d’effets prooxydants.
De fait, les oligoéléments sont souvent impliqués dans les systémes enzymatiques une fois
internalisés par I'organisme. Ces sels minéraux n’étant que rarement sous forme d’ions-libres
dans 'organisme, ils se retrouvent liés a des protéines soumises a I'adoption d’'une structure

guaternaire compatible, formant les complexes des métalloprotéines.®

Vitamines

Les vitamines sont des substances organigues ne pouvant pas étre biosynthétisées en
quantités suffisantes par I'organisme bien que nécessaires. Elles sont classées en deux
groupes principalement : les vitamines liposolubles qui se stockent dans les graisses, et les
vitamines hydrosolubles non-stockables et traitées par les reins afin d’étre éliminées par voie
urinaire. Les vitamines ont des fonctions diverses (e.g., coenzyme) et pour certaines ce sont
des agents antioxydants exogénes incontournables comme les vitamines A, B, C et E (Figure
7).37:%8

Les vitamines A ou les provitamines A (précurseurs des vitamines A) ont été identifiées
comme jouant un réle utile notamment contre le vieillissement de la peau dés 1984 chez des
souris photo-exposées.® Parmi les précurseurs des vitamines A, les plus connus sont les
caroténoides et notamment le B-caroténe. Subdivisés en deux groupes, les caroténes
(totalement lipophiles) et les xanthophylles (porteurs de substituants oxygénés), les
caroténoides sont présents dans un grand nombre de fruits et de [égumes, et agissent comme
pigment apportant une couleur de jaune arouge. Ces propriétés pigmentaires sont notamment
dues a leurs structures polyéniques possédant un systéme conjugué contenant entre sept et
guinze liaisons-11. Outre les propriétés pigmentaires, les caroténoides se révélent efficaces
vis-a-vis de la neutralisation des ROS principalement aussi di a la présence de ces
nombreuses doubles liaisons conjuguées. lls agissent au travers de trois mécanismes : (i)
I'abstraction d’un hydrogeéne, (ii) le transfert électronique (i.e., SET, cf. Tableau 1), ou encore

(iii) le greffage de I'espéce oxydante sur la structure (i.e., AR, cf. Tableau 1) (Figure 7).384°
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R = CH,OH : Rétinol

Vitamines A : R = CH,0P03% : Phosphate de rétinyle
a A SR R = CHO : Rétinal

R = COOH : Acide rétinoique

Conjugaison électronique R= : B-Caroténe
a l'origine des propriétés

antioxydantes

Vitamines B2 (riboflavine) :

Précurseur de

Vitamines B3 : o
. NADH et NADPH
Noyau flavine X X
rédox actif | Noyau donneur

-

\\OH N d'hydrure
OH X = OH : Acide nicotinique adénme dinuléotide
o X = NH, : Nicotinamide (phosphate)

Vitamines C (acide ascorbique) :

H

HQ H o oo
\/\-;f —_— HO\/\;—( +2e + 2H"
Action

O
WL

antioxydante o 2
R;= HouMe
Vitamines E : R;= HouMe Tocophérols
R;= HouMe - =
Ra =A/\/-=\/\/E\/\/J\
“‘ ““ ou
Action ~ ~ 7

antioxydante
Tocotriénols

Figure 7: Les différentes vitamines antioxydantes et la source de leur pouvoir
antioxydant (encerclée en jaune)

Les vitamines B sont principalement impliquées dans la production d’énergie. Elles
servent également au renouvellement cellulaire, au maintien de la peau (élasticité, hydratation,
solidité...) et au bon fonctionnement du systéme immunitaire. Parmi les différentes vitamines
B qui existent, les vitamines B2 (riboflavine) et B3 (acide nicotinique et nicotinamide)
présentent un intérét antioxydant particulier. Ce sont des précurseurs de la flavine adénine
dinucléotide (FAD), de la nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) et du NADPH (Figure 7)
qui sont impligués dans de nombreuses oxydoréductases (couples FAD/FADH; et
NAD(P)*/NAD(P)H).

La vitamine C, ou acide L-ascorbique, est un antioxydant de la classe des vitamines
hydrosolubles. En effet, composé d’une fonction éne-diol au sein de sa structure cyclique de
type y-butyrolactone, ainsi que d’une chaine 1,2-dihydroxyéthyle en position a, I'acide

ascorbique présente suffisamment de groupements polaires capables de former des liaisons
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hydrogénes pour lui permettre de se déplacer dans le sang et d’étre diffusé dans les tissus de
maniere variable (Figure 7). Il se retrouve ainsi présent dans le cytosol, le fluide extracellulaire,
les muscles ou encore le foie aprés son apport via I'alimentation, notamment de fruits et de
légumes. Cet apport est nécessaire chez 'lHomme ne pouvant pas le synthétiser (i.e., absence
de la gluconolactone oxydase), contrairement a la plupart des plantes et autres animaux. Or,
I'acide ascorbique est un antioxydant efficace, capable de directement réagir et piéger les ROS
tels que le O,", le radical hydroxyle (HO"), 'oxygéne singulet (*O,) ou de réduire le H.O,. Par
ailleurs, la vitamine C présente également un effet antioxydant indirect étant capable de
régénérer d’autres antioxydants aprés leur utilisation. C'est le cas par exemple des

tocophérols et des tocotriénols (vitamine E).3841

Les vitamines E correspondent a un ensemble de huit molécules organiques liposolubles.
Parmi elles il y a les tocophérols, dont le plus connu est I'a-tocophérol étant le plus actif
biologiquement, et il y a les tocotriénols qui sont plus rares. Les vitamines E sont stockées
dans les tissus adipeux et se retrouvent sur les membranes cellulaires ou dans celles des
organites cellulaires (dans les membranes externes des mitochondries et du réticule
endoplasmique). Elles sont composées d’'une chaine aliphatique (pouvant posséder trois
insaturations dans le cas des tocotriénols) reliée a un squelette chromane contenant une
fonction hydroxy sur le noyau aromatique et pouvant comporter des substituants méthyles en
fonction du composé (Figure 7). Ce sont donc des dérivés chromane et donc de phénol per
se. Ainsi, de par cette partie phénoligue les vitamines E présentent une bonne activité
antioxydante. Etant liposolubles, elles sont principalement impliquées dans la réduction des
hydroperoxydes lipidiques résultant de leur peroxydation. Le tocophérol présente un fort
pouvoir antioxydant étant capable de neutraliser divers radicaux libres tels que les radicaux
peroxyles, hydroxyles ou encore alkyles par la libération de 'hydrogéne phénolique, ainsi que
par la stabilité du radical phénoxyle (PhO’) formé. Comme énoncé précédemment, les
tocophérols peuvent ensuite étre régénérés par la vitamine C a la surface des membranes

cellulaires, et ils peuvent aussi étre régénérés par le GSH pour générer du GSSG.3842:43

Les phénols et les polyphénols

Les groupements phénol (PhOH) présentent un rble antioxydant comme montré ci-dessus
dans le cas des vitamines E. L'une des plus grandes familles d’antioxydants non-
enzymatiques et non-protéiques est celle des polyphénols. Les polyphénols se trouvent en
trés grande partie au sein du regne végétal ou ce sont des métabolites secondaires,
majoritairement des phénylpropanoides comme l'eugénol et I'isoeugénol.! Ces composés
forment un ensemble vaste et varié de molécules comportant au moins un groupe phénolique
au sein de leur structure moléculaire. lls sont classés en deux grandes catégories, les

flavonoides et les non-flavonoides, eux-mémes subdivisés en différents familles de composés
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en fonction de leur géométrie moléculaire. Ayant un squelette (flavonoides ou non) qui peut
varier de par le degré de polymérisation, des substitutions, cyclisations produites et des

fonctions chimiques présentes en plus du noyau phénolique (Tableau 2).444°

Tableau 2 : Principales classes de phénols et de polyphénols

Squelette Classe Exemples de structures
OH OH
Ce: OH C¢-Cq: HO OH o
CL.,
C 4 ; HO o o
6 Phenols S|mples Catéchol Acide gallique Vanilline

OH OH

Ce-Cs: SN SN

Cs-Ch Pheénols alkylés ou

substitués ~

Eugénol Isoeugénol

OH
¢

HO.
Ce6-C2-Cs Stilbénes O
OH

trans-Resvératrol

Lignines
(Polymeéres de Cg-Cs)
(Cs-C3)n
n=2: Lignane
Pinorésinol (lignane) Fragmel?i;f‘?:esible de
OH
HO, o) @
Ce-C3-Cé Flavonoides O OH
Squelette Flavonoide
Noyau Flavane
Tanins Gallotanins (acides galliques autour du glucose)
(Cio) (Polymeres de Ellagitanins (dimeres d’acide gallique autour du glucose)
15/n diverses Tanins condensés (oligomeres de flavanols)
Sous-unités) Tanins complexes (mélange gallo-/ellagitanin et catéchine)

Les flavonoides (Ces-C3-Cg) sont les plus répandus au sein méme des plantes. lls sont
composeés de deux cycles aromatiques reliés par trois atomes de carbone. Dans de nombreux
cas les trois atomes de carbone forment un cycle pyrane avec un des deux groupements
phényles auquel ils sont liés et un atome d’oxygéne sur sa position en ortho formant une
fonction flavane (2-phénylchromane), bien qu’il existe des exceptions (i.e., les aurones, les
chalcones et les dihydrochalcones). Les principaux flavonoides naturels possedent tous un

fragment phénolique par la présence d’au moins une fonction hydroxyle sur le coeur
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aromatique du noyau flavane (cf. Tableau 2, Flavonoides). Ceux-ci sont répartis en six
catégories : les flavanols, les flavanones, les flavonols, les flavones, les isoflavones et les

anthocyanes ./

Les non-flavonoides naturels comptent principalement comme brique de base le motif
phénolique PhOH simple ou substitué sous forme d’acide benzoique tels l'acide para-
hydroxybenzoique, l'acide vaniligue ou encore des acides hydroxycinnamiques. La
biosynthése des phénylpropanoides montre que I'acide para-coumarique est également un
intermédiaire clé a la formation d’autres composés (cf. Figure 1). Puis, suite a diverses actions
enzymatiques et métaboliques ces briques de base peuvent polymériser, étre plus ou moins
substituées et avoir la fonction acide réduite afin de mener a la formation d’autres polyphénols.
C’est ici, dans cette classe de molécules, que se situent 'eugénol et l'isoeugénol de structure

Cs-C3 et qui présentent également un pouvoir antioxydant.*+4°

Le pouvoir antioxydant des polyphénols, qu'ils soient flavonoides ou non-flavonoides,
se manifeste sous plusieurs formes. Les polyphénols sont capables (i) de complexer, voir
chélater, les ions métalliques qui peuvent présenter des propriétés rédox prooxydantes (e.g.,
ortho-alkoxyphénoils, flavonoides...), (ii) d’'inhiber certaines enzymes susceptibles de former
notamment des ROS (inhibition de la xanthine oxydase par I'eugénol), ou de maniére plus

intéressante et directe (i) de réduire directement les radicaux libres.*®

Il a été montré que la présence d’ions métalliques en milieu biologique peut avoir un effet
oxydant et cytotoxique. Dans le cas du fer notamment, des réactions telle que la réaction de

Fenton au sein du systéme réactionnel de Haber-Weiss peut s’opérer :48

Fe3* + 057 —— Fe?* + 0,

Fent
Fe?* + H,0, —°% Fe3* + HO™ + HO’
Produit net du systeme de Haber-Weiss :
Oé_ + Hzoz e 02 + HO™ + HO®

D’autres métaux et notamment le systéme Cu?*/Cu*, peuvent également induire la réaction
de type Fenton. Ceci entraine la conversion du H>O: (considéré comme faiblement toxique da
aux différents mécanismes de détoxification) en radical HO® qui présente des effets délétéres
forts en comparaison. La complexation de ces métaux de transition par effet chélatant des
polyphénols permet ainsi de bloquer la réaction de Fenton contribuant directement a leur

caractére antioxydant.*®

Le second mécanisme d’action antioxydant des polyphénols se produit au travers de

linhibition d’enzymes oxydantes. Par exemple, la xanthine oxydase (XO) qui catalyse la
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production du radical superoxyde O, via la consommation d’hypoxanthine a été identifiée
comme pouvant étre inhibée par les polyphénols. La récente revue de Liu et al. illustre les
avanceées sur la compréhension de la structure des polyphénols qui permettent I'inhibition de
la XO.%° Cette inhibition compétitive a été montrée comme étant notamment le résultat de la
formation de liaisons hydrogénes au sein du site actif de la XO due aux fonctions phénoliques
ou méthoxy des polyphénols et les divers acides aminés des protéines. Dans certains cas
linhibition s’est avérée irréversible, conséquence probable de la formation de liaisons
covalentes au sein du site actif, bien que des zones d’ombres subsistent quant au mécanisme

impliqué.®®

Enfin, le groupement hydroxyle des phénols (PhOH) peut étre converti en radical phénoxy
(PhO’) suite a la libération d’'un hydrogéne provoquant son oxydation. C’est principalement par
le don de cet hydrogéne radicalaire que les polyphénols peuvent neutraliser les radicaux libres
selon le mécanisme proposé par Sherwin en 1976 (Figure 8).°! Cette réaction d’oxydo-
réduction est possible grace a la stabilité du PhO® due a la délocalisation possible de I'électron
non-apparié au sein du cceur aromatique formant ainsi des intermédiaires radicalaires
carbonés. Dans le cas ou des substituants sont conjugués au groupement aromatique, cette
délocalisation peut s’étendre formant davantage de radicaux carbonés. C’est par exemple le
cas de lisoeugénol. Par ailleurs, une réaction radicalaire de terminaison est susceptible de
faire dimériser les intermédiaires radicalaires oxygénés ou carbonés dérivés des radicaux
PhO'. Ceci a été notamment montré dans les travaux de Bortolomeazzi et al. qui ont décrit la
formation de dimeres de I'eugénol et de lisoeugénol a partir des différents radicaux carbonés

formés (Figure 8).52

Les composés alkoxyphénoliques comme I'eugénol et I'isoeugénol ont également la
possibilité d’évoluer au travers d’autres mécanismes pouvant expliquer leurs propriétés. Ceux-
ci peuvent avoir lieu par (i) voie enzymatique (e.g., déméthylase), (ii) B-scission libérant un
radical méthyle ou encore (iii) la libération d’un hydrogéne sur une chaine aliphatique.>® En
effet, la littérature propose, dans le cas de I'eugénol et de Iisoeugénol, la production d’'une
forme d’oxydation finale de type ortho-quinone par oxydation enzymatique ou [B-scission
(Figure 9a et 9b), mais aussi la formation d’'une para-méthyléne quinone dans le cas d'une
nouvelle action antioxydante via abstraction d’'un hydrogéne de la chaine allylique (Figure 9c).
Il a été montré que cette forme de méthylene quinone peut se former majoritairement dans le
cas de I'eugénol ou la conjugaison de deux doubles liaisons-1r du substituant en position para-
du cycle aromatique renforcerait sa stabilité. En revanche, la formation de la méthyléne
quinone ne semble pas étre favorable dans le cas de I'isoeugénol qui a déja une conjugaison

de son substituant en para- avec le noyau phénolique.3%3-5°
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Figure 8: Mécanisme de neutralisation des radicaux libres R* (entouré en
jaune) par les polyphénols tel que I'eugénol et 'isoeugénol et évolution du
radical PhO’ (produits de dimérisation des intermédiaires carbonés en rouge)
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Figure 9 : Mécanismes d’oxydation des ortho-alkoxyphénols menant a (a) une
ortho-quinone suite a I'action d’'une déméthylase pour former un coeur catéchol qui
peut s’autoxyder ou a (b) une ortho-quinone formée par B-scission radicalaire ou
encore a (c) une para-méthyléne quinone dans le cas de I'eugénol
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2.2.3. Mesure du pouvoir antioxydant

Une espéce antioxydante est identifiable & sa capacité a inhiber partiellement ou
totalement un systéme prooxydant ou l'oxydation directe d’'un substrat. Il peut s’agir d’un
systéme enzymatique a inhiber, d’'une oxydation métallique, d’'une catalyse oxydante
organique ou méme d’une neutralisation de radicaux libres. La compréhension du potentiel
antioxydant d’'une espéce implique une étude mécanistique du systeme étudié. Cette étude
peut s’articuler autour d’analyses du potentiel rédox par voltampérométrie cyclique, de calculs
guantiques de densité électronique par des calculs de Density Functional Theory (DFT), de
cristallographie d’enzymes en présence ou non d’antioxydant, ou encore d’autres analyses
utilisant diverses spectroscopies combinées a, par exemple, des substitutions isotopiques. La
comprehension mécanistique de la capacité antioxydante d’'une molécule permet une
premiére appréciation des conditions favorisant I'effet antioxydant et celles conduisant a de
probables effets cytotoxiques. Enfin, I'évaluation spécifique du pouvoir antioxydant d’'une
espéce est soumise principalement a d’autres tests de référence tels l'inhibition du systéme
enzymatique XO, le piégeage de radicaux 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyles (DPPH®) ou d’acide
2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS®), I'Oxygen Radical Absorbance
Capacity (ORAC) ou encore le Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter (TRAP).

La XO catalysant I'oxydation de I'hypoxanthine puis de la xanthine pour former de I'acide
urique via l'utilisation d’oxygéne qui formera de I'O;", I'évaluation du pouvoir inhibant d’'un
substrat peut se faire par le dosage de la quantité d’acide urique produit par une mesure
d’absorption UV (Amax d’absorbance de I'acide urique : 290 nm).%® Ce test présente aussi
'avantage de pouvoir estimer le pouvoir de piégeage vis-a-vis du radical O™ formé. En effet,
il a été montré que le radical O, peut réagir avec de I'acide sulfanilique, de la N-(1-naphtyle)-
éthylénediamine et de I'acide acétique. Cette réaction générant un produit de coloration rosée
(Amax d’absorbance : 550 nm), il est possible de doser le radical O™ qui n’a pas été consommé

par I'action antioxydante de I'espéce testée.5’

De la méme maniére, la mesure du pouvoir antioxydant d’'une espéce est communément
effectuée au travers de I'évaluation de sa capacité a piéger ou a désactiver d’autres espéces
radicalaires de référence par un test de Free-Radical Scavenging (FRS). Ainsi, le piégeage du
radical DPPH' ou du radical ABTS" par un radical H' issu d’'une espéce antioxydante qui méne
a leur neutralisation induit un changement de couleur de ces espéces. Le DPPH" de couleur
violette (Amax d’absorbance : 517 nm) devient incolore lorsqu’il est réduit permettant ainsi son
dosage spectrophotométrique.>® Sur le méme principe, la mesure du FRS de 'ABTS’, de
couleur bleue lorsqu’il est sous la forme de radical cationique (Amax d’absorbance : 734 nm),

va perdre en couleur durant sa réduction (Figure 10).%°
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Figure 10 : Mesure du pouvoir antioxydant par Free
Radical Scavenging (FRS) du DPPH* ou de 'ABTS®
Le TRAP est un test établi en 1985 par Wayner visant a mesurer la quantité de dioxygéne
consommeé lors d’une peroxydation lipidique.®® Pour ce faire, le dichlorohydrate de 2,2’-azobis-
2-aminidinopropane (AAPH) réagit naturellement avec deux molécules d’O, afin de
thermiquement (37 °C) se dégrader en deux radicaux 2-peroxyle de 2-aminidinopropane
(AAPOQ"). Cette consommation en O; était mesurée historiquement a I'aide d’'une électrode
thermostatée a oxygéne. Cependant, au vu de la stabilité discutable de I'électrode sur la durée,
la méthode a évolué vers une mesure indirecte consistant a observer 'augmentation en
chimioluminescence lorsque du luminol est en contact avec des radicaux peroxyles.®! Le
couple AAPH/AAPQOO' se retrouve également impliqué dans 'ORAC, un autre test similaire de
mesure du pouvoir antioxydant. Cependant, contrairement a la version améliorée du TRAP,
'ORAC se base sur I'observation de la diminution de la fluorescence d’'une sonde (fluorescéine
ou son analogue dichloré) lorsque celle-ci est en contact avec du AAPOQO'.%2 Dans 'ORAC, un
composé antioxydant induira une perte de fluorescence due a la neutralisation du radical

peroxyle (Figure 11).

D’autres essais ont été développés se basant toujours sur les propriétés rédox des
especes (de test ou antioxydantes) visibles par spectroscopie, que ce soit au travers de la
réduction d’ions métalliques (e.g., le Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)®, CUPric
Reducing Antioxidant Capability (CUPRAC)®...), ou par des composés organiques et

enzymes menant a l'inhibition et a la neutralisation des radicaux libres. Toutes ces différentes
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mesures du pouvoir antioxydant permettent d’adapter ensuite les quantités optimales et/ou la
nature des antioxydants utilisés, en corrélation avec leur fonction (médicaments,
conservateurs alimentaires ou cosmétiques, anodes sacrificielles...) tout en évitant/limitant les
effets secondaires. Finalement, en paraphrasant Paracelse « tout est poison et rien n'est sans
poison ; la dose seule fait que quelque chose n'est pas un poison », il est nécessaire de
comprendre les effets potentiellement indésirables et souvent délétéres (prooxydant,
cytotoxique ...) induits par I'action d’'un composé antioxydant pour en optimiser son utilisation.

Méthode originelle du TRAP :

mesure de la consommation en O;

Méthode ORAC :

désactivation de la fluorescence
d'une sonde dérivée de fluorescéine

® o
NH, Cl 20; N2
M E f NH lors de sa réaction avec le radical
H;N N=N ; I’<
2 2 g

o0® 37°C
Cl Hz;N Radical peroxyle

.
AAPH Méthode nouvelle du TRAP : AAPOO

activationde la chimioluminescence lors
de la réaction du radical avec du luminol

Figure 11 : Réaction de décomposition thermique du AAPH pour former le radical
peroxyle AAPOO’ impliqué dans les mesures du pouvoir antioxydant TRAP et ORAC

3. L’allergie de contact (ADC)

Aujourd’hui prés d’une personne sur cing est allergique a au moins un allergéne cutané.
De ce fait, 'ADC est considérée comme I'expression d’'immunotoxicité la plus fréquent chez
I'Homme.®>8 En raison de la mise sur le marché croissante de composés chimiques dans les
produits de consommation, ces proportions ont tendance a croitre. Aujourd’hui, il existe plus
de 3500 substances classifiées comme sensibilisantes que I'on retrouve dans d’'innombrables
produits manufacturés industriels ou usuels, tels les cosmétiques, les textiles, les produits
ménagers, etc...®” L’ADC est, en conséquence, un probléeme majeur de santé publique

impactant de facon significative la qualité de vie des travailleurs ou des usagers atteints.

Seuls des traitements symptomatiques existent afin de soulager les symptdmes cliniques
de 'ADC. La prévention en évitant la substance en question reste le seul moyen aujourd’hui
de contrer définitivement les symptomes cliniques. Ceci s’illustre notamment dans les
directives et les législations Européennes obligeant l'industrie a procéder a I'évaluation
circonstanciée des risques liés aux produits chimiques afin de protéger la santé humaine et
I'environnement. Ainsi, 'Union Européenne a établi des Iégislations fortes telles que le 7™
Amendement a la Réglementation des produits cosmétiques, rendant obligatoire I'étiquetage

de 26 substances odorantes sur les produits de consommation.®®
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Gell et Coombs, furent les premiers a classer en 1963 'ACD comme une réaction
d’hypersensibilité de type retardée ou de type IV, une réaction immunitaire a médiation
cellulaire reliée aux lymphocytes T.%° A contrario, les autres réactions d’hypersensibilité
décrites sont des réactions immunitaires a médiation humorale impliquant directement les
lymphocytes B et les anticorps qu’ils produisent. LADC est une pathologie qui fait suite a une
exposition répétée a un xénobiotique allergisant. La manifestation des symptdmes cliniques
apparait entre 24 h et 72 h aprés une réexposition a 'allergéne suite a en avoir été sensibilisé.
S’ensuivent, d’'un point de vue clinique, différents symptdémes cutanés comme des rougeurs,

des gonflements, des fortes démangeaisons ou encore de I'eczéma (Figure 12).5%7°

Figure 12 : Exemples de symptémes qui font suite a une dermatite de contact
allergique induite par des produits cosmétiques (Gonzalez-Mufioz et al.) "©

La chimie joue un réle primordial dans la compréhension des mécanismes menant a ’ADC.
En effet, la chimie moléculaire et supramoléculaire se retrouve impliquée tout au long du
processus qui méne aux symptdmes cliniques suite a un contact répété de l'allergéne sur la

peau.

3.1. Lapeau

De par sa masse et sa surface (i.e., 4 a 5 kg pour 1,5 a 2 m?) la peau est 'organe le plus
important (le plus lourd et le plus étendu) chez ’'Homme." Per se, elle constitue la premiére
barriere entre le corps humain et son environnement. Cet organe présente des propriétés
permettant d’assurer la protection des tissus et des organes des agressions venant de
I'extérieur (e.g., rayons UV, pénétration de corps étrangers ou xénobiotiques, chocs, régulation
de la température corporelle, etc...). Par ailleurs, bien qu’assurant la séparation physique entre
l'intérieur et I'extérieur du corps, la peau n’est pas totalement hermétique : elle est perméable,
élastique et en constant renouvellement. De nombreux facteurs influencent la perméabilité de
la peau vis-a-vis des molécules xénobiotiques (e.g., taille et masse molaire (MW) de la
molécule, polarité, degré d’ionisation, possibilité de former des liaisons hydrogéne, lipophilie
logP (partition octanol/eau)).”>”® La « régle des 5 de Lipinski » est un algorithme développé
afin d’estimer la propension d’'une molécule a franchir les barriéres biologiques. Elle repose
sur quatre conditions : MW < 500 Da, logP < 5, donneur de liaisons hydrogene < 5 et nombre

d’accepteurs de liaisons hydrogene < 10 (2 x 5).74 Il s’agit d’une régle générale vis-a-vis de
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tous types de barriére et elle peut se préciser en fonction de sa nature. Ainsi, afin d’accroitre
la diffusion par voie cutanée et donc le passage au travers de la couche la plus externe de la
peau, le stratum corneum ou couche cornée, il est estimé que le xénobiotique se peut d’avoir
un poids moléculaire supérieur (MW < 1000 Da)’® et une lipophilie adaptée permettant une
solubilité dans 'eau suffisante sans pour autant empécher la diffusion de ladite substance au
travers des couches lipidiques (logP dans la gamme 1-3 idéalement mais pouvant s’étendre a
-1,4-4).7® Outre les xénobiotiques, la peau n’est pas non plus capable de filtrer de la méme
maniére tout le spectre du rayonnement (Figure 13).”’

10 10 10 10 10°® 10 10 10 ,
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Ultra (en métres)
Infrarouge | Micro-ondes Ondes radio

3 ga 3 3
Rayons gamma Rayons X violet

200 400 600 8001000 Longueur d’'onde

I

uv:
UV A : 400 - 320 nm
UV B : 320 - 290 nm
Uv C:290- 200 nm

;.J : Epiderme Jonction

épidermique

Derme

Hypoderme

Figure 13: Coupe histologigue schématique de la peau et pénétration des
rayonnements allant de 'UV au proche infrarouge (IR)

La peau laissant, malgré tout, entrer des xénobiotiques ainsi que des rayonnements, elle
se doit d’avoir également un systéme de protection pour préserver l'intégrité structurelle du
corps humain. Ainsi, la peau agit aussi comme un organe immunitaire per se ou chaque partie
est compartimentée et a son rble. La peau est composée de trois couches principales :
I'épiderme, le derme et 'hypoderme (Figure 13). Celles-ci font varier I'épaisseur de la peau

entre 1,5 et 4 mm selon les régions du corps.’

L’épiderme est la couche superficielle la plus externe constituée principalement de
kératinocytes (i.e., environ 80% des cellules de cette couche). Ceux-ci sont produits dans la
couche basale, strate la plus interne de I'épiderme localisée a la jonction épidermique puis se
différencient dans les couches supérieures, s’aplatissent, meurent et s’agrégent pour former
le stratum corneum sous forme d’empilement de cellules mortes liées par des filaments
protéiques de filaggrine. Ces cellules mortes sont ensuite éliminées par desquamation et

assurent le renouvellement continuel de I'épiderme.”® Outre les kératinocytes, I'épiderme est
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également composé de cellules assurant la pigmentation (i.e., les mélanocytes) en produisant
de la mélanine, la perception sensorielle via des mécanorécepteurs (i.e., les cellules de
Merkel) et 'immunité grace a la présence de cellules dendritiques (e.g., les cellules de

Langerhans) qui ont un réle primordial quant aux réactions du systeme immunitaire.”*78

Le derme, d’'une épaisseur environ vingt fois plus grande que celle de I'épiderme,
correspond a la couche intermédiaire de la peau. Il est constitué de fibroblastes riches en
fibres de collagéne, d’élastine et de réticuline conférant a la peau son élasticité et sa force. Le
derme est également composé de cellules sanguines, d’artérioles et de veinules assurant la

nutrition de I'épiderme.”

L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau et est constituée de maniere
similaire au derme mais enrichi de cellules adipeuses d’épaisseur variable selon les individus.
Ce sont ces tissus graisseux qui permettent la protection vis-a-vis des variations de

températures et des chocs.™

3.2. Le mécanisme de l'allergie de contact

L’ADC est une réaction d’'immunotoxicité, et est donc le résultat d’'une réaction immunitaire
qui se déroule en deux phases distinctes : une phase dite de sensibilisation qui est
asymptomatique et une phase d’élicitation, aussi appelé de révélation, symptomatique (Figure
14 adapté de Vileno et al.).”®® Aprés pénétration de l'allergéne dans I'épiderme, ces deux
phases nécessitent une étape clé de nature chimique, appelée hapténisation, permettant la

formation d’'un complexe antigénique ou immunogeéne (i.e., complexe hapténe-protéine).
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3.2.1. Formation d’un complexe antigénique et théorie de I’hapténe

L’allergéne de contact ou haptene, comme désigné dans les années 1930 par Landsteiner
et Jacobs,®! est un xénobiotique de faible poids moléculaire (i.e., <1000 Da)®? et de lipophilie
suffisante (i.e., logP 1-3)’® lui permettant de franchir la couche cornée et de pénétrer dans
I'épiderme (Figure 14(1)). Néanmoins, 'hapténe per se n'est pas capable seul d’activer le
systéme immunitaire et de conduire a 'ADC. Il nécessite une étape préalable d’hapténisation
des protéines cutanées (Figure 14(2)). Cette étape correspond & la formation d’une liaison
stable entre I'hapténe et une protéine endogéne. De cette liaison résulte une modification de
la structure initiale de la protéine formant ce qui est appelé un complexe antigénigue, qui ne
sera pas reconnu par I'organisme comme faisant partie du soi et initiera ainsi le processus

menant a 'immunotoxicité.”

Ce processus débute par la reconnaissance de I'entité antigénique immunogéne par des
cellules dendritiques (e.g., les cellules de Langerhans) présentes dans la peau. Le mécanisme

de 'ADC se différencie alors en deux phases.

3.2.2. Laphase de sensibilisation

C’est aprés un premier contact de la peau avec l'allergéne que cette phase est initiée
aboutissant a la sensibilisation de l'individu. Aucun symptéme clinique n’est observable, mais
c’est au cours de la sensibilisation que le processus biologique est activé par la création de ce
qu’on appelle une « mémoire immunologique ». Le temps nécessaire est compris entre trois

et quinze jours.®

Aprés la formation du complexe antigénique celui-ci est reconnu par des cellules
dendritiques (Figure 14(3), 2 & 5% de la population cellulaire épidermique) trés largement
impliguées dans les réactions immunitaires. Ce sont elles qui remplissent principalement la
fonction de cellules présentatrices d’antigeéne car ce sont les seules cellules de I'épiderme
possédant des récepteurs membranaires spécifiques du complexe majeur d’histocompatibilité
de classe Il (CMH 11).84

De cette maniére, les protéines hapténisées sont le plus souvent internalisées par des
endosomes dans les cellules présentatrices d’antigénes (Figure 14(3)). Dans certains autres
cas, l'allergene seul franchit la membrane de la cellule et hapténise une protéine du cytosol,
ou encore, se fixe directement au CMH Il. Ensuite, le complexe antigénique qui se trouve a
l'intérieur de la cellule dendritique est « digéré » par des endopeptidases. Les cellules initient
alors un processus de maturation et de migration vers les ganglions lymphatiques proximaux
ou elles exprimeront les fragments peptidiques hapténisés. (Figure 14(4)). Plus précisément,

les peptides portant les modifications chimiques produites par I'hapténe, aussi appelés
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épitopes, vont se combiner au CMH Il pour former un nouveau complexe, le réceptosome
(Figure 15).8°

Digestion peptidique par
les lysosomes
Puis internalisation du
CMH

Externalisation du
réceptosome
(CMH-fragment peptidique)

Endocytose d’un
haptene lié a une
protéine de surface

Figure 15: Apprétement de lhapténe aprés son internalisation par les cellules
dendritiques menant a la formation du réceptosome

Le réceptosome sera externalisé a la surface de la cellule lui faisant perdre sa capacité a
interagir avec un autre complexe antigénique, mais lui offrant la possibilité d’étre reconnu par
les récepteurs des lymphocytes T naifs et de les stimuler (Figure 14(5)). Les cellules T naives
se différencient ensuite par expansion clonale et proliferent formant ainsi des nouveaux
lymphocytes T mémoires et effecteurs spécifiques de I'antigéne (Figure 14(6)) qui vont migrer
dans le derme via les canaux lymphatiques efférents (Figure 14(7)). A ce stade, l'individu est

considéré comme étant sensibilisé ad vitam seternam au composé allergéne en question.”

3.2.3. Phase d’élicitation ou de révélation

Lorsque l'individu sensibilisé se réexpose a I'espece allergisante, il développera ensuite
les symptébmes associés a 'ADC (i.e., rougeurs, eczémas, gonflements...). Les premiers
symptdémes cliniques de 'ADC n’apparaissent qu’aprés 12 h suivant le second contact avec
I'allergene pour durer entre 24 et 72 h. Cette étape de révélation débute de maniére similaire
a la phase de sensibilisation. Aprés une réexposition de la peau a 'allergéne, celui-ci franchit
de nouveau la couche cornée et pénétre au sein de I'épiderme (Figure 14(8)). Le composé
effectue alors une hapténisation réactivant le systéme immunitaire par reconnaissance du
complexe antigénique par une cellule dendritique, a l'instar de la sensibilisation. Suivant le
méme schéma, le complexe immunogene est a nouveau « digéré » par une cellule dendritique
qui le présentera directement aux lymphocytes T spécifiques produits lors de la phase de
sensibilisation et présents dans la peau (Figure 14(9)). C’est suite a cette interaction avec les
cellules T spécifiques que le systeme immunitaire est activé sur le site d’application de
allergéne engendrant la production de cytokines et autres agents pro-inflammatoires
(aboutissant notamment a l'activation de kératinocytes qui proliférent et libérent d’autres
cytokines inflammatoires) dont l'afflux important créé une vasodilatation et provoque les

symptémes cliniques (Figure 14(0)).7
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3.3. Chimie et classification des allergenes

Comme décrit dans la section précédente, une étape clé pour déclencher une
sensibilisation cutanée et ’ADC qui s’ensuit est chimique : 'hapténisation. Celle-ci repose sur
la formation d’une liaison fixant 'hapténe a la protéine. La chimie joue donc un rdle des plus
importants dans 'ADC. La formation de cette liaison et la nature de I'interaction dépend des
groupements réactifs au sein de l'allergéne. De fait, la formation du complexe immunogéne
réside dans des interactions dites de coordination (complexation) ou dans la formation de

liaisons covalentes stables entre 'hapténe et la protéine.”™

3.3.1. Liaisons menant a I’hapténisation

En chimie, c’est I'énergie d'une liaison qui caractérise l'interaction entre les différentes
parties. Ainsi, la stabilité d’'une liaison est régie par son niveau d’énergie (Figure 16). Il est
donc possible de retrouver des interactions faibles (e.g., interactions de Van de Waals, liaisons
hydrogénes...) qui sont réversibles, ainsi que des liaisons plus fortes et plus stables telles que

les liaisons de coordination et les liaisons covalentes.”

Energie
NN N
0,5-10 20 50 200 400 kJ.mol
9r-97 Interactions Liaisons
électrostatiques covalentes
‘é‘:}? Liaisons- Liaisons de e
hydrogéne coordination loniques
Waals

Figure 16 : Classement des liaisons chimiques en fonction des niveaux d’énergie”

Liaisons de coordination

Les liaisons de coordination sont impliquées dans le cas de l'allergie aux métaux (e.g.,
nickel, chrome, cobalt...). Celles-ci se forment principalement sur les chaines latérales des
acides aminés riches en électrons. Autrement dit, ce sont notamment les hétéroatomes tels
que l'azote, 'oxygéne ou méme le soufre présents sur les chaines latérales de ces acides
aminés qui sont impliqués (e.g., lysine, tyrosine, cystéine...). De ce métal ainsi complexé
résulte un complexe de coordination suffisamment stable pour étre reconnu par le systéme
immunitaire comme un adduit immunogéne capable de l'activer. Ces assemblages peuvent
avoir une géomeétrie variable et se caractérisent par leur nombre de « ligands » dépendant de

la nature du métal et de son degré d’oxydation (Figure 17).7>8
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Figure 17 : Exemples de complexes de coordination formés entre un métal (Co", Ni,
Cr'"y et des ligands L

Ces métaux se trouvent en général sous forme de sel. Le nickel par exemple, qui est
encore a ce jour l'allergéne de contact possédant la plus grande prévalence de personnes
sensibilisées, se trouve sous forme de sels de nickel (I1) dans de nombreux bijoux de I'époque
par exemple. Ainsi, un arrété du 18 juillet 2000 interdit la mise sur le marché en Europe de
produits d’exposition prolongée contenant du nickel (e.g., boucles d’oreilles, bracelets,
boutons rivets...).8¢ Le chrome, quant a lui, est présent sous forme saline (i.e., sels trivalents
(1) et hexavalents (V1)) dans les aciers inoxydables, le ciment ou encore le cuir utilisé en
maroquinerie ou dans I'industrie de la chaussure. Or, sous sa forme métallique, le chrome (0)

n'est pas sensibilisant, tandis que sous forme de sel il le devient.®?

Liaisons covalentes

Les liaisons covalentes sont plus fortes et plus stables que les liaisons de coordination
avec une énergie aux alentours des 400 kJ.mol!. La formation de ces liaisons est, en
conséquence, difficilement réversible. Ce sont elles qui sont impliquées dans le cas de 'ADC
aux especes organiques. Le complexe immunogéne résulte ici de la formation d’une liaison
covalente entre 'hapténe et une protéine cutanée. Le mécanisme communément accepté est
de type nucléophile-électrophile, autrement dit « a transfert de 2 électrons ». Les hapténes
organiques sont la plupart du temps des molécules présentant un centre électrophile qui réagit
avec les chaines latérales nucléophiles de certains acides aminés qui constituent les protéines
de la peau. La littérature a montré en effet qu'il existe de nombreuses fonctions chimiques
électrophiles des hapténes susceptibles de réagir avec les protéines par des mécanismes bien
définis tels que la substitution nucléophile ou I'addition nucléophile pouvant s’ensuivre d’'une
élimination (Figure 18).83

Cependant, certains allergénes (non électrophiles) ne s’inscrivent pas dans ce modeéle de
réactivité. Pour ces derniers, un autre mécanisme est mis en avant qui résulte de la mise en
commun d’un électron de chacun des deux partenaires impliqués lors de I'’hapténisation. Ce
mécanisme a « 1+1 électron » est par essence de type radicalaire.88 Aujourd’hui, les
mécanismes radicalaires sont en conséquence également considérés comme pouvant
intervenir dans la formation d’'un complexe hapténe-protéine. En effet, il existe des allergénes

qui ne présentent pas forcément de site électrophile, mais qui sont pour autant capables
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d’altérer des protéines cutanées par le biais d’'un mécanisme a 1+1 électron. C’est le cas
notamment des hydroperoxydes allyliques dérivés de l'autoxydation de terpénes naturels

(Figure 18).8°

Mécanisme nucléophile-électrophile ou a transfert de 2 électrons :
(Substitution nucléophile, Addition nucléophile, Addition-élimination) Protéine Hapténe
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Figure 18: Classification et exemples des types d’hapténes organiques en

fonction de leur réactivité menant a la formation d’'un complexe antigénique

3.3.2. les « pro- » et « pré-haptenes »

Certaines molécules sont inoffensives per se et nécessitent d’'une étape d’activation

Hapténes en puissance :

supplémentaire pour devenir allergisantes et donc capables de réagir avec les protéines

cutanées. Autrement dit, ces molécules sont en réalité des hapténes en puissance, dont
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Lepoittevin initie en 2006 une distinction entre deux classes: les pro-hapténes et les pré-

haptenes.®’

Pro-haptenes

Les pro-sont des molécules qui deviennent aptes a altérer une protéine cutanée pour
former le complexe antigénique suite a une étape de transformation métabolique. Cette étape
de métabolisation permet de générer a partir du pro-hapténe des fonctions chimiques
électrophiles, ou encore, des intermédiaires radicalaires réactifs.

La peau est un organe complexe qui, afin d’assurer la protection envers les substances
xénobiotiques lipophiles capables de franchir la couche cornée, posséde un systeme
enzymatique particulierement développé afin d’en assurer la détoxification. Deux types
d’enzymes sont connus pour étre impliqués : les enzymes de phase |, ainsi que les enzymes
de phase Il. Parmi les enzymes de phase |, les monooxygénases a cytochromes P-450, les
alcools- et aldéhydes- déshydrogénases ou encore les péroxydases pourraient étre citées,
entre autres. Ces enzymes sont responsables de I'oxydation des xénobiotiques assurant leur

fonctionnalisation et permettant par la suite leur élimination par le systéme de détoxification.

Parmi les enzymes de phase Il, les sulfotransférases, les N-acétyltransférases ou encore
les glutathion-S-transférases décrites précédemment dans les mécanismes antioxydants de
détoxification pourraient étre citées. Ces enzymes permettent de transformer les
xénobiotiques en composés hydrosolubles par conjugaison. lls peuvent ensuite étre éliminés

par voie rénale (majoritairement par excrétion dans les urines ou la bile).33!

Un exemple de pro-hapténe connu est I'alcool cinnamique. Une fois a l'intérieur de la peau,
il peut subir de maniére successive deux oxydations par des transformations métaboliques
induites par des enzymes de phase | : l'alcool déshydrogénase (ADH) et l'aldéhyde
déshydrogénase (ALDH). L’alcool cinnamique, qui était de lui-méme non-allergisant, est ainsi
métabolisé dans un premier temps en aldéhyde cinnamique, qui lui est allergisant, et, cette
derniére molécule est également susceptible d’étre oxydée pour produire I'acide cinnamique

également allergisant (Figure 19).%8

NS ADH NN o ALDH OH
Alcool cinnamique Aldéhyde cinnamique Acide cinnamique

Figure 19 : L’alcool cinnamique, un exemple de pro-hapténe susceptible d’étre oxydé
en substances allergénes par des actions enzymatiques (ADH et AIDH) formant des
fonctions électrophiles réactives a l'origine des propriétés allergisantes (aldéhyde a,B-
insaturé et acide carboxylique)
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Pré-hapténes

Les pré-hapténes sont également des molécules non réactives vis-a-vis des protéines qui
nécessitent une transformation pour générer l'espéce réactive et ainsi le complexe
antigénique. Le pré-haptene se différencie du pro-hapténe de par 'origine de la transformation
nécessaire pour accéder au stade d’hapténe. Ce sont des transformations physico-chimiques
sans recourir a la métabolisation et a un systéme enzymatique spécifique qui permettent a un
pré-hapténe de devenir I'espéce sensibilisante.®’” De ce fait, les réactions qui peuvent se
produire sont la plupart du temps des oxydations a lair (i.e., autoxydation) ou les

transformations photo-actives.”

De nombreux terpénes naturels se trouvent dans cette catégorie. Ce sont des composés
qui ne sont pas allergisants, mais qui possédent une fonction allylique oxydable (e.g., le A3-
caréne, le R-(+)-limonéne, I'acide abiétique, le linalool, ...). L'autoxydation de ces composés
est une réaction radicalaire en chaine résultant de I'abstraction de I'hydrogéne en position
allylique sur laquelle une addition d’'oxygéne meéne a la formation d’hydroperoxydes (ROOHS),
produits d’oxydation primaire. Il a été montré au travers de multiples études multicentriques

en Europe que ces ROOHSs sont des sensibilisants forts.8°

Les ROOHs issus de I'exposition a I'air des terpénes présentent au sein de leur structure
la fonction hydroperoxyde caractérisée par la présence d’'une liaison O-O d’énergie de
dissociation faible (environ 175 kJ.mol?). La rupture donc facile de cette liaison produit des
radicaux alcoxyles (RO") et éventuellement peroxyles (ROO") qui sont peu stables eux-mémes.
Cette instabilité reliée a la présence de doubles liaisons dans la structure moléculaire provoque
des réarrangements radicalaires (e.g., cyclisation intramoléculaire, abstraction d’hydrogéne
allylique, B-scission, ...) afin d’atteindre un état plus stable au travers la formation d’'un radical
centré sur un atome de carbone ou radical carboné (R’). Par aprés, les radicaux ainsi formés
peuvent poursuivre les réactions en chaine de type radicalaire pour former I'adduit hapténe-
protéine qui ménera a la sensibilisation cutanée. A titre d’exemple, le R-(+)-limonéne,
provenant notamment des huiles essentielles de citron, s’autoxyde pour donner dans le
mélange d’oxydation deux hydroperoxydes de limonéne (Lim-1-OOH et Lim-2-OOH) qui suite
a leur décomposition radicalaire sont susceptibles de faire intervenir différents R* capables de

réagir avec les protéines de la peau (Figure 20).8%%0
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Figure 20 : Autoxydation du limoneéne et produits d’oxydation primaire Lim-1-OOH et
Lim-2-O0OH. A titre d’exemple, radicaux carbonés potentiellement formés par
dégradation radicalaire du Lim-1-OOH.
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La para-phénylénediamine (PPD), est un autre exemple. Il s’agit d’'un des ingrédients le
plus utilisés dans la composition de colorants capillaires engendrant des réactions allergiques
séveres. Permettant d’obtenir une couleur noire, la PPD a été aussi identifié¢e comme
responsable de dermatites issues de tatouages éphémeéres au henné. Ainsi, depuis 2005, ce
composé est interdit par la Iégislation Européenne dans les cosmétiques en contact avec la
peau. En revanche, la PPD est toujours utilisée dans les colorants capillaires préts a 'emploi
sans droit de dépasser une concentration de 10%. La PPD présente dans les colorants
capillaires est utilisée avec un oxydant, le H,O-. Or, lorsqu’il est mentionné d’allergie a la PPD,
celle-ci est souvent associée a ses formes d’oxydation (Figure 21). Une étude récente a
montré que suite a son oxydation, la PPD est susceptible de réagir avec des protéines dans
un modeéle d’épiderme humain reconstitué (RHE).** En effet, des adduits entre la forme
benzoquinone diimine (BQDI) et des résidus cystéines ont été identifiés au sein des RHE par
résonance magnétique nucléaire (RMN) a angle magique de spin. Par ailleurs, des tests en
solution ont pu montrer que cette BQDI, une fois générée est capable de donner lieu a la base
de Bandrowski (BB) par trimérisation. Cet oligomeére est identifi€ comme un sensibilisant au
niveau extréme lors de tests de sensibilisation sur le modele murin du local lymph node assay
(LLNA).

NH
— @L @L
Oxydatlon
NH
PPD BQDI BB

Figure 21 : Formation de formes sensibilisantes de la PPD aprés oxydation et dimérisation
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3.4. Identification et évaluation du potentiel allergisant

Un travail primordial dans une optique de prévention de I'exposition aux allergénes est
l'identification et I'évaluation du potentiel allergisant des composés chimiques. Le diagnostic
des patients sensibilisés s’effectue la plupart du temps a l'aide des tests épicutanés, aussi
appelés « patch tests », développés courant des années 60. Ces tests consistent en
I'application topique, sur le dos ou sur 'avant-bras, d’'une quantité définie de substance connue
pour étre allergisante dans un véhicule (pétrolatum, éthanol ...) a l'aide d’'une chambre
occlusive. Une premiére lecture se réalise a 48 h, puis 72 h voire méme 96 h.%2 De cette facon
un niveau de sensibilisation est évalué en fonction des symptémes, en différenciant les
faiblement positifs (+, érythémes, infiltrations, papules), les fortement positifs (++, érythéme
plus fort, papules plus intenses et vésicules) et les extrémement positifs (+++, érythemes
intenses, cedéme, vésicules coalescentes ou bulles) par rapport aux réactions d’irritation (IR,
absence d’'cedéme, aspect fripé, papules, pustules, hypopion, vésicules, pétéchies voire

méme nécrose).”

L’augmentation de la prévalence et du nombre de patients souffrant d’'une ADC fait, qu’a
ce jour, I'évaluation du potentiel sensibilisant des molécules avant leur mise sur le marché est
d’'une importance capitale et est devenue une obligation pour l'industrie. En effet, 'un des
meilleurs moyens de prévenir la sensibilisation a un allergene consiste a pouvoir prédire sa
capacité a induire une réaction d’allergie cutanée, d’autant plus qu’aucun traitement n’existe
pour guérir de cette pathologie. Il est primordial de contrbler la présence et la quantité «

acceptable » de ces substances sensibilisantes au sein des produits de consommation.

C’est dans cette optique que les directives et les Iégislations Européennes exigent des
industriels d’évaluer les risques encourus par la présence des produits chimiques dans leurs
consommables. En décembre 2006 la réglementation Registration, Evaluation, Authorization
and Restriction of Chemicals (REACH) a été adoptée par le Parlement Européen et le Consell
de I'Union Européenne pour une mise en application a compter du juin 2007. REACH a pour
but de permettre la collecte d’'informations toxicologiques sur plus de 20000 composés.® De
plus, en 2013 il a été décrété dans le 7°™ Amendement a la réglementation Européenne sur
les produits cosmétiques l'interdiction des tests sur des animaux permettant I'évaluation de la
toxicité des ingrédients dans les produits cosmétiques. De ce fait, de nombreuses méthodes
alternatives a I'expérimentation animale ont vu le jour afin d’évaluer le potentiel allergisant des
composés chimiques et ont été approuvées par le Centre Européen de Validation des
Méthodes Alternatives (ECVAM) en accord avec I'Organisation de Coopération et de
Développement Economiques (OCDE). Aussi, cette réglementation établit les normes

concernant la composition et I'étiquetage des produits cosmétiques.®®
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La sensibilisation cutanée a un allergéne se produit au travers d’étapes physiologiques
distinctes sur lesquelles reposent les différentes méthodes d’évaluation. Ces dernieres se
doivent d’étre a la fois qualitatives mais aussi quantitatives, dans le but de détecter les espéces
responsables d’une réaction allergique dans un premier temps, puis de pouvoir les classer par
rapport a leur pouvoir sensibilisant. Les paramétres clé quant a I'évaluation du potentiel des
allergénes ont pu étre définis via une mise en commun des connaissances sur les mécanismes
chimiques et biologiques impliqués lors de la sensibilisation cutanée. Ces paramétres ont été
répertoriés afin de guider et perfectionner les stratégies et méthodes employées pour la
détection et I'étude du potentiel de sensibilisation. L’Adverse Outcome Pathway (AOP) défini
pour la sensibilisation cutanée offre un apergu de cet ensemble commun de critéres dont les
informations ont été réunies pour chaque méthode en collaboration avec leurs développeurs
(Figure 22).%°

Propriétés et

Evénements Initiation Réponse des

structures léculai Réponse cellulaire Réponse de
de ’AOP : o OIeE e s organes I’'organisme
chimiques action chimique) (lymphatiques)
Etapes clés (KE) Pénétration KE1 : KE2 : KE3 : KE4 : ADC :
associees . cutanée Hapténisation Activation des Activation des Présentation Symptomes
c o gg”s"(';";::p‘:e‘r‘,';e kératinocytes cellules de I’épitope cliniques
onversion UL, iti ‘aux lymphocytes inflammation
métabolique ou RISieCoideERald dendritiques € Tzra?fs ety (épidermale
abiotique prolifération en résultant d’'une
(pro-/pré-hapténes lymphocytes T réexposition a
- hapténes) mémoires) I’allergéne)
Méthodes LLNA GPMT
in vivo : Test Buehler
Exposition humaine
Méthodes alternatives DPRA KeratinoSens H-CLAT
validées par ’OCDE: ADRA LuSens IL-8 Luc
GARD
Usens (MUSST)
Autres méthodes In silico Cor1C420 Assay KeratinoSens-S9 mMUSST hTCPA
alternatives : In vitro skin HTKP SENS-IS PBMDC test Skimune
penetration LC-MS/MS test EpiSensA pDC test
Diffusion cellulaire PPRA NCTC2544 IL-18/EE DCMA
APIA RhE IL-18 SH test
DCYA HaCaSens VITOSENS
HTS-DCYA SenCeeTox GART
EASA SS Predictor
PRA-fluorescence SensiDerm
gqDPRA Vitrigel -SST
Kinetik DPRA

Reactivity profiling

Figure 22: Etapes clé de la sensibilisation cutanée définies par 'AOP et méthodes
d’évaluation du pouvoir sensibilisant associées

Historiquement, le LLNA a été tres largement utilisé pour I'évaluation de la phase de
sensibilisation cutanée a un composé. Bien qu’aujourd’hui son utilisation soit interdite dans le
domaine du cosmétique par le 7°™ Amendement mentionné précédemment, la base de
données que le LLNA a permis d’élaborer reste encore trés largement utilisée. Mis au point
par Kimber et Basketter dans les années 90, il consiste a effectuer une étude in vivo basée
sur un modeéle murin.®® Le LLNA se centre sur la détection de la prolifération lymphocytaire au
sein des ganglions drainant le site d’application de la substance testée sur des souris. Une
fois par jour et pendant trois jours, la molécule a tester est appliquée par voie topique sur le
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dos de l'oreille d’une souris. Puis le sixiéme jour un radioisotope (i.e., la thymidine tritiée) est
injecté a 'animal par voie intraveineuse. Enfin, aprés 5 h la souris est euthanasiée afin de
prélever les ganglions lymphatiques proximaux de l'oreille et mesurer la prolifération des

lymphocytes via le taux de radioactivité observé par B-scintillation (Figure 23).%7:%

Préparation suspension
de cellules prélevées
Analyse de f3-scintillation

Valeur obtenue
en EC;

Application de I'allergéne
1 fois/jour :

Excision des ganglions z
/J2/ h
J1 J2 I3 Injection de thymidine lymphatiques /

tritice a J6

- .-

Figure 23 : Schéma du protocole expérimental du LLNA.

EC; est la concentration (%) du composé chimique testé nécessaire pour induire une
prolifération des lymphocytes T trois fois supérieure au contréle. (EC3 < 0,1% : sensibilisant
extréme ; 0,1% < EC3 < 1% : sensibilisant fort ; 1% < EC3; < 10% : sensibilisant modéré ; 10%
< EC3 < 100% : sensibilisant faible)

Du fait de cette interdiction, des méthodes alternatives ont été élaborées ciblant les étapes
clés établies par 'AOP (Figure 22). Ainsi, des tests in vitro, in silico ou in chemico ont vu le

jour.%®

Les techniques in vitro se basent principalement sur l'utilisation de cellules dendritiques
ou encore de kératinocytes et reposent sur I'étude de I'activation de ces cellules, permettant
ainsi l'identification la quantification du potentiel de sensibilisation d’'une substance allergéne.
Ceci a donné lieu aux essais Human Cell Line Activation Test (h-CLAT) et Myeloid U-937 Skin
Sensitization Test (MUSST), ou encore au test KeratinoSens®. Le h-CLAT et le MUSST
mesurent I'expression de protéines qui sont a la surface des cellules dendritiques (i.e., CD54
et CD86) via I'utilisation de modéles de ces cellules (e.g., THP-1, cellules myéloides humaines
de type U937). En utilisant la lignée cellulaire humaine HaCaT mutée, KeratinoSens® mesure
la libération de luciférase associée a un géene clé de la sensibilisation. D’autres technologies
prometteuses qui se basent sur l'utilisation de peaux et d’épidermes humains reconstitués sont
en développement encore de nos jours. Ces modéles 3D de la peau sont exposés a des
substances qui peuvent étre sensibilisantes afin de mesurer différentes activités qui peuvent

avoir lieu in situ. Ce sont ce type de modeéles qui ont été utilisés lors de ce travail de théese.

Les méthodes in silico, en vogue depuis quelques années, consistent en la modélisation
informatique du potentiel allergisant de substances cibles. Ces méthodes tentent d’établir une
corrélation entre I'activité d’'une molécule et sa structure moléculaire. Autrement dit, c’est au
travers des propriétés physico-chimiques des allergenes qu’il va étre tenté d’établir un schéma
allergisant et de prédire le potentiel sensibilisant. Ces techniques s’articulent autour de trois

axes ;9-101
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» Les bases de données qui regroupent les différents cas d’allergie qui ont été recensés
(e.g., CosIng, SkinSensDB, RIFM, TOXNET-HSDB, NTP-ICE, ECHA-CHEM, EURL-
ECVAM-DB-ALM...)1®

» Les différents logiciels informatiques dits « experts » qui s’appuient sur des parameétres
de modélisation permettant la mise en évidence de la présence de fragments ou motifs
moléculaires qui sont supposés étre réactifs vis-a-vis des protéines et calculant la capacité
gue va avoir la molécule a pénétrer au sein d’'un épiderme (e.g., DEREK),%%:101,102

» La Quantitative Structure Activity Relationships (QSAR) qui au travers de calculs
quantitatifs permet de mettre en relation la structure chimique d’un composé et son activité

biologique.

L’OCDE recommande fortement l'utilisation de ces méthodes sous forme de boite a outils
prédisant le potentiel de sensibilisation des composés chimiques. Cependant, bien que les

méthodes in silico présentent de nombreux atouts ils ne peuvent pallier aux tests in vivo.

Les méthodes in chemico se basent sur la réactivité d’'un hapténe vis-a-vis des protéines
cutanées. En effet, cette étape clé indique qu'il est possible de mettre en corrélation cette
réactivité avec le potentiel de sensibilisation des produits chimiques. Le Direct Peptide
Reactivity Assay (DPRA) a notamment été mis au point en 2004 par I'équipe de Gerberick
collaborant avec I'équipe de Lepoittevin et a été validé par TOCDE en 2015. Le principe de
base est I'incubation de la molécule d’intérét avec des peptides synthétiques contenant une
lysine ou une cystéine a température ambiante 24 h. La déplétion des peptides est alors
mesurée par HPLC couplé a une détection UV. La diminution en quantité des peptides indique
théoriguement leur réactivité vis-a-vis d’ un allergéne.’®®* Ne permettant cependant pas de
mettre en évidence le potentiel de sensibilisation des pro- et des pré-hapténes, les équipes de
Gerberick et de Lepoittevin ont adapté le DPRA pour ajouter une étape d’activation de la
molécule testée donnant lieu au Peroxidase Peptide Reactivity Assay (PPRA).X%* Ce dernier
ajoute une étape d’'oxydation de la molécule d’essai au travers d’'un systéme enzymatique en
utilisant la horseradish peroxidase (HRP) combinée a du H.O.. Les résultats obtenus par le
PPRA permettent d’apporter des informations complémentaires au DPRA concernant la

réactivité des potentiels allergénes sur les résidus cystéine et lysine des protéines.

4. Projet : DERMATOX

Comme décrit précédemment, une distinction est en général établie entre les effets
cytotoxiques et les capacités antioxydantes-cytoprotectrices des composés chimiques.
Néanmoins, pour certaines molécules cette frontiére n’est pas toujours aussi claire. En effet,

certains composés possedent des propriétés qui menent a I'un ou lautre de ces effets
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antagonistes. Des zones d’ombre subsistent encore aujourd’hui quant a la compréhension de

ces mécanismes.

Notre projet de recherche DERMATOX a tenté de comprendre comment la réactivité
antioxydante de certaines molécules, comme l'eugénol et I'isoeugénol, peut mener a une
action cytotoxique. DERMATOX porte concrétement sur I'étude de la formation potentielle
d’intermédiaires radicalaires réactifs, afin d’en comprendre leurs mécanismes d’action dans la
peau. Pour ce faire, le travail de recherche s’est articulé autour des axes suivants,
correspondant chacun a un chapitre du manuscrit de these : (i) synthése des composés cibles
contenant une substitution isotopique au *C sur des positions clé, (ii) utilisation de la
résonance paramagnétique électronique (RPE) combinée a des sondes de spin (i.e., piégeage
de spin et décroissance de spin) sur des modeéles d'épidermes humains reconstitués (RHE)
afin d'évaluer ce qui pourrait se passer in vivo dans des conditions proches d'une exposition
réelle, (iii) utilisation de techniques alternatives permettant d’apporter des informations
complémentaires pour valoriser I'enrichissement isotopique (e.g., études de réactivité sur des
acides aminés) et (iv) validation de I'utilisation d’'un systéme d’irradiation des RHE par étude

préliminaire sur des composés photo-sensibilisants.

4.1. Composeés cibles

Comme décrit précédemment, parmi la globalité des composés antioxydants certaines
molécules sont capables de neutraliser les radicaux libres. C’est le cas des polyphénols et
notamment celui de I'eugénol et de I'isoeugénol. Bien que structurellement trés proches, ces
composés ne présentent pas les mémes activités. Les travaux de Marteau et al. affichent des
valeurs de constante de vitesse k pour le FRS du radical DPPH dans I'heptane différentes
pour chacune des deux molécules (eugénol : k = 3,35 M1.s? et isoeugénol : k = 30,1 M1.s?).
Aussi, ils ont montré que ces valeurs de k varient en fonction du solvant utilisé.'% D’autre part,
Loveless et al. ont classé 'eugénol comme un sensibilisant cutané faible (valeur ECs du LLNA
de 13%), tandis que l'isoeugénol est classifi€ comme un sensibilisant modéré (valeur ECs du
LLNA de 1,3%).%* Il est donc nécessaire pour chacun de ces deux composés de sonder les

deux aspects : antioxydant versus prooxydant.

En réalité, lors de leur action antioxydante ces molécules peuvent étre elles-mémes
oxydées. Cette oxydation peut donner des intermédiaires réactifs et se poursuivre jusqu’a
aboutir a la formation finale de composés de type ortho-quinone et para-méthyléne quinone
connus pour avoir des comportements cytotoxiques. Pendant de nombreuses années,
limplication de ces produits d’oxydation ultimes montrant de nombreux centres électrophiles
a été suspectée de mener a 'ADC induite par I'eugénol et par I'isoeugénol, sans avoir été

vraiment démontrée (Figure 24).13
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Figure 24 : Dérivés de type ortho-quinone et para-méthyléne
quinone issus de I'eugénol et de I'isoeugénol. Les fleches rouges
montrent les centres électrophiles potentiellement réactifs

Il a été montré que de nombreux intermédiaires radicalaires se forment lors de I'oxydation
et obtention de ces structures de type quinone a partir de I'eugénol et de I'isoeugénol. Depuis
gue les mécanismes radicalaires sont considérés de plus en plus dans les processus
métaboliques (e.g., activation de radicaux thiyles?®) et aussi dans le cas de certaines
molécules allergisantes (e.g., hydroperoxydes allyliques®), limplication probable des
intermédiaires radicalaires issus de I'eugénol et de I'isoeugénol pourrait étre aussi suspectée

dans la peau (Figure 25).
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Figure 25: Hypothese sur les potentielles actions antioxydantes
(jaune) et cytotoxiques (rouge) au sein d’un épiderme dérivées des
intermédiaires résultant de 'oxydation de 'eugénol et de I'isoeugénol

35|Page



Introduction générale

4.2. Méthodologie employée pour I’étude d’intermédiaires radicalaires

La RPE est aujourd’hui I'outil de choix pour l'identification et 'analyse des espéces qui
possédent des électrons non-appariés (i.e., paramagnétiques). Elle a été utilisée dans de
nombreux domaines biologiques permettant de comprendre des mécanismes physiologiques
de par la possibilité de caractériser, d’identifier et de localiser les especes radicalaires dans
les tissus biologiques, telles que les ROS et les RNS.16-198 D(j 3 |a forte réactivité de la majorité
des radicaux libres, ces especes ont des durées de vie souvent courtes (de l'ordre de la
nanoseconde) et sont, en conséquence, de détection difficile. Ceci pousse la communauté
scientifique a utiliser des techniques d’analyse indirectes. Depuis quelques années, le
laboratoire étudie en collaboration avec le laboratoire POMAM les espéces radicalaires
réactives issues de sensibilisants cutanés en utilisant le piégeage de spin ou Spin Trapping.
La combinaison RPE-Spin Trapping a permis d’identifier les espéces radicalaires transitoires
(RO" / ROO" / RY) a courte durée de vie issues d’hydroperoxydes allyliques allergisants.8:10°
En effet, l'utilisation d’'un Spin Trap (ST), diamagnétique a l'origine, permet de convertir une
espéce radicalaire a temps de vie court en un nouvel adduit de spin paramagnétique avec une
durée de vie plus longue permettant son analyse. Dans la plupart des cas les ST sont des
dérivés de type nitrone et sont choisis en fonction de leur toxicité, pénétration, et possibilité
qu’ont ces especes a faciliter I'interprétation du signal de RPE du spin adduit formé en fonction
des constantes de couplage hyperfin (hfccs). Aussi, les informations apportées par RPE-Spin
Trapping peuvent étre complétées par I'utilisation d’'une autre méthodologie indirecte, le Spin
Scavenging. Cette derniére utilise une sonde paramagnétique a l'origine, le Spin Scavenger
(SC) dont la décroissance du signal est observée, soit la décroissance de spin. Cette
décroissance résulte dans la plupart des cas par I'action des ROS dans les systémes in vivo.!1°
Nous avons, en conséquence, utilisé ces techniques de RPE afin de mettre en évidence les

espéces radicalaires issues de I'eugénol et de I'isoeugénol dans la peau.

Dans le cadre de I'étude des mécanismes réactionnels impliqués dans I'allergie cutanée,
plusieurs approches ont été développées au laboratoire de Dermatochimie utilisant la
substitution isotopique au *C de certaines positions stratégiques au sein de composés cibles.
Ces méthodes permettent d’apporter des informations tant mécanistiques que sur le
comportement des composés en fonction des conditions expérimentales. Une de ces
approches, largement utilisée dans ce projet DERMATOX, est basée sur I'utilisation du RPE-
spin trapping exploitant I'introduction d’un '3C (spin nucléaire %) et le couplage hyperfin
spécifiqgue qui en découle.''! Dans ce projet, elle a été appliquée pour I'étude des positions
radicalaires cibles potentielles sélectionnées en amont pour 'eugénol et I'isoeugénol par DFT

et en accord avec la littérature (Figure 26).
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Eugénol Isoeugénol

Figure 26 : Positions cibles (fleches rouges) pour une substitution isotopique au *C
sur l'eugénol et l'isoeugénol. Les chiffres gris représentent la numérotation des
positions qui sera appliquée dans ce manuscrit.

La premiére étape clé menant a une sensibilisation cutanée étant la création du complexe
antigénique par la formation d’une liaison covalente entre un hapténe et une protéine, nous
avons cherché a vérifier si ces intermédiaires radicalaires pourraient réagir avec des acides
aminés. Certains acides aminés sont en effet capables de réagir au travers de réactions
radicalaires comme la cystéine, via le radical thiyle, ou le tryptophane et la tyrosine dd a la
forte stabilisation des radicaux sur ces systemes aromatiques. Ainsi, la possible formation
d’adduits entre I'eugénol ou l'isoeugénol et différents acides aminés en solution a été étudiée

par spectrométrie de masse en tirant avantage de la substitution isotopique au **C.

4.3. Elargissement méthodologique a d’autres systémes irradiés
Les études décrites ci-dessus ont mis en évidence la formation de radicaux suite a une
photo-activation de I'eugénol et de l'isoeugénol incubés dans des RHE. Nous avons donc

étendue cette méthodologie a I'étude de la photo-allergie de contact (PADC).

De nombreuses personnes souffrent de PADC a certains composés. Ces patients ne
souffrant de symptémes cliniques que lorsqu’ils sont exposés a la lumiére solaire aprés avoir
été en contact avec un photo-allergéne illustrent le fait que, dans certains cas, une activation
par la lumiére est nécessaire pour que la substance sensibilisante devienne réactive vis-a-vis
des protéines cutanées et du systeme immunitaire.*'2 Le kétoproféne et I'octocryléne sont des
composés dérivés de la benzophénone connue pour étre photo-active en générant un biradical
sur la fonction carbonyle (Figure 27).13114 |Is sont utilisés dans la vie courante comme
pommade anti-inflammatoire non-stéroidienne et comme filtre solaire, respectivement. Aussi,
ces deux molécules sont connues pour étre des photo-sensibilisants pouvant produire une
allergie dite « croisée ».11511¢ Cela laisse penser qu’une réactivité similaire résulte de ces trois
molécules au noyau de type benzophénone photo-activable. Le kétoproféne est suspecté
également de générer un radical suite a une décarboxylation sur sa chaine non aromatique,
celui-ci stabilisé par la délocalisation possible de I'électron dans le systeme aromatique

conjugué.'’ L'octocryléne, en revanche, est suspecté dans de nombreux cas se dégrader
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dans un premier temps en benzophénone par une coupure oxydante selon un mécanisme de

rétro-aldolisation sur sa fonction alcéne (Figure 27).114118

-COZ
Kétoproféne
/\(\/\ o°
Y “ SA®
Octocryléne Benzophénone Biradical
benzophénone

Figure 27 : Radicaux potentiels obtenus & partir du kétoproféne et
de l'octocryléne. En rouge est représenté le noyau benzophénone.

Le premier chapitre de ce manuscrit décrit en détail les voies de synthése développées
pour l'introduction d’'une substitution au **C dans des positions cibles de I'eugénol et de
lisoeugénol. Le deuxiéme chapitre décrit les études d’intermédiaires radicalaires par RPE
conduites avec les composés substitués ou non en solution et dans des RHE. Ce méme
second chapitre s’intéresse par la suite a la réactivité vis-a-vis des acides aminés en solution
dans le contexte de production d’intermédiaires radicalaires identifiés en solution. Enfin, le
dernier chapitre présente les études préliminaires de RPE sur la formation d’espéces
radicalaires dans des RHE traités avec des photo-allergénes et irradiés avec un simulateur

solaire.
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Chapitre 1 : Synthése des composés substitués au *C

1. Etudes préliminaires :

calculs théorigues sur I’évolution radicalaire de I’eugénol et de

'isoeugénol

Ce premier chapitre se focalise sur la synthése de 'eugénol et de I'isoeugénol, appelés
dés a présent Eug et IsoEug respectivement, contenant une substitution au *C sur des
positions potentiellement réactives. Ces synthéses ayant pour but de mettre en évidence les
intermédiaires radicalaires carbonés issus directement de la structure moléculaire de ces deux
composeés, ce chapitre commence par une étude théorique et calculatoire de I'évolution
radicalaire potentielle des molécules. Ces calculs en combinaison avec des données de la
littérature, ont permis de choisir les positions sur lesquelles l'introduction d’une substitution

isotopique au *C était d’un intérét tout particulier.

Comme il a été exposé précédemment, 'Eug et 'lsoEug, possédant un coeur phénolique,
sont susceptibles d’avoir une activité radicalaire. Ce sujet de thése se centrant sur I'étude des
intermédiaires radicalaires potentiellement réactifs induits par les xénobiotiques en contact
avec la peau, une étude théorique au préalable sur I'évolution ou la dégradation de I'Eug et
de I'lsoEug était nécessaire afin de comprendre les processus radicalaires qui en résultent.
Nous intéressant principalement a 'activité radicalaire directe que peuvent avoir ces molécules
suite a leur oxydation, des calculs de Density Functional Theory (DFT)? ont été effectués en
collaboration avec le Dr. Gourlaouen du Laboratoire de Chimie Quantique (UMR 7177 Institut

de Chimie, Université de Strasbourg, France).

Les calculs de DFT ont mis en évidence que 'Eug posséde deux sites possibles pour la
formation d’un radical stable. Le premier, connu pour les systémes phénoliques, se situe sur
la fonction phénol produisant un radical PhO'. Le second se situe sur le méthylene a-C du
groupement allylique en para- pour générer un radical carboné R* (Tableau 3). De la méme
maniére, les calculs de DFT ont montré que I'lsoEug est enclin favorablement a la formation
d’un radical oxygéné de type PhO" et a la formation d’'un radical carboné de type R’, ce dernier
se localisant cette fois-ci sur le carbone terminal y-C de la chaine propénylique (Tableau 3).
Dans le cas de I'Eug, les calculs ont mis en exergue que la formation du radical R* est plus
favorable de 2,7 kcal.com™ que le radical PhO" di a la délocalisation plus importante du

systeme-1r conjugué. A contrario, dans le cas de I'lsoEug, la formation du radical PhO" est

a Toutes les études calculatoires ont été effectuées avec le pack GAUSSIAN 09 (Gaussian, 2009 ;
version D.01) au niveau DFT (fonctionnelle wB97XD). Tous les atomes sont décrits par la base 6-
31+G** (Ditchfield et al., 1971, DOI : 10.1063/1.16774902). Le solvant (eau) est pris en compte au
travers d’'un modéle continuum polarisé (PCM, Cossi et al., 1996, DOI : 10.1016/0009-2614(96)00349-
1). Les énergies qui résultent de ces calculs sont données en enthalpies libres (AG en kcal.mol?).
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plus stable que celle du radical R pour n'importe lequel de ses deux diastéréoisomeére Z et E
(Tableau 3).

Tableau 3 : Différence d’enthalpie libre AG entre le radical le plus stable en référence (0
kcal.mol?) et le second radical pour chaque molécule

Sites possibles de formation radicalaire permettant I’obtention des
radicaux PhO* et R" a partir de I’Eug et de I'lsoEug

o* OH
oL o<
°
PhO® R®
o* OH
o o~
] X
{ ]
PhO® R®
AG(PhO’) en kcal.mol? Molécule AG(R") en kcal.mol™*
2,7 Eug 0
(2)-IsoEug 4,4
(E)-IsoEug 4,0

Cette premiére information apportée par les calculs de DFT suggére, en conséquence, une
différence de comportement radicalaire pour 'Eug et I'lsoEug. Pour 'Eug un radical carboné
devrait se former en priorité suite a une activation radicalaire contrairement au traditionnel
radical PhO’ connu de la littérature pour ces familles de composés phénaliques. Ceci laisse
supposer le possible départ d’'un atome d’hydrogéne suite a la formation du radical PhO*
comme le propose la littérature, menant a la formation d’'une méthyléne quinone.'®%® Aussi,
I'évolution proposée souvent pour les composés ortho-alkoxyphénols suite a la formation du
radical PhO’ s’ensuit par la perte de I'alkyle alkoxylligue menant a la formation du composé
d’oxydation final de type ortho-quinone.*®%3 Des calculs de DFT ont donc été effectués pour
chague composé en considérant le départ du radical méthyle “CHs ou de I’hydrogéne H® en a-

C pour 'Eug et en y-C pour I'lsoEug (Figure 28).
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o}

7 -
AG = 36,1 kcal.mol”! AG = 53,9 kcal.mol” 1 |
ortho-Quinone para-Quinone méthide
o
0.
~
“CH,
B
AG(Z) = 38,6 kcal.mol! AG(Z) = 61,5 kcal.mol” ‘ |
| AG(E) = 37,0 kcal.mol! AG(E) = 62,0 keal.mol! |
ortho-Quinone IsoEug para-Quinone méthide

Figure 28 : Bilan des calculs de DFT en considérant la perte des groupements
méthyle ou d’hydrogéne a partir du radical phénoxy PhO" de chaque molécule en
kcal.mol?

Ces décompositions sont cependant énergétiquement trés défavorables d’elles-mémes.
En conséquence, des calculs de DFT portés sur la possible dimérisation de ces composés ont
été effectués pour évaluer si ces calculs sont en accord avec ce que propose la littérature
concernant les dimérisations de 'Eug et de I'lsoEug a partir du radical PhO". Ainsi, dans un
premier temps la carte de la densité de spin a été établie pour chaque molécule suite a la

formation du radical PhO’ et les valeurs de la densité de spin ont été relevées (Tableau 4).

Tableau 4 : Densité de spin sur les radicaux PhO* de chague molécule
Carte de la densité

électronique Y
Numeérotation “ k‘{ . ? "'\Qf
OH © %

Position dans la

structure moléculaire =g (AHETELY (EHEe =g
PhO 0,33 0,30 0,29
MeO 0,07 0,06 0,06
1-C -0,01 -0,02 -0,01
2-C 0,32 0,29 0,29
3-C -0,20 -0,21 -0,22
4-C 0,34 0,40 0,36
5-C -0,09 -0,12 -0,11
6-C 0,23 0,24 0,22
a-C -0,02 -0,15 -0,16
B-C 0,02 0,21 0,28
y-C 0,06 -0,02 -0,03

Ces valeurs montrent que la densité de spin est principalement localisée dans le noyau

phénolique (positions ortho- et para-) dans le cas de 'Eug et de I'lsoEug, bien que pour cette
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derniére molécule la densité électronique se localise également sur la chaine allylique (i.e.,
carbone (3-C). Ces valeurs sont en accord avec ce que propose la littérature quant a la
dimérisation radicalaire de ces molécules au travers de I'oxygéne phénoxy (PhQ), du carbone
en ortho- (i.e., 6-C) et dans le cas de I'lsoEug de la position B-C.52 En revanche, ces calculs
exposent également que la plus grande densité de spin se localise sur le carbone quaternaire
en para- (i.e., 4-C). Ainsi, dans un second temps des calculs ont été réalisés sur des réactions
de couplage entre les différents radicaux potentiels. L’attaque du radical PhO" sur les positions
PhQ, 4-C et 6-C a été testée. Pour I'lsoEug la position B-C a aussi été testée et pour 'Eug

c’est une dimérisation par attaque sur I'alcéne terminal en y-C qui a été calculée (Figure 29).

Recombinaison avec le
phénoxy (PhQ)

Attaque sur I'alcéne
terminal (y-C)

Recombinaison avec le Recombinaison avec le
carbone ortho- (6-C) carbone para- (4-C)
0.

o~
~,

Recombinaison avec le

phénoxy (PhQ)
Recombinaison sur la
chaine conjuguée (p-C)
- o]
0 o.
/\/@0
=
x 0 o
N
= \
Recombinaison avec le Recombinaison avec le
carbone ortho- (6-C) carbone para- (4-C)

Figure 29 : Energie de dimérisation des radicaux PhO* par recombinaison radicalaire
pour chague molécule avec en rouge I'enthalpie de dimérisation préférentielle
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Les calculs proposent une dimérisation sur le carbone en para- 4-C pour 'Eug cependant,
peut-étre di au caractére quaternaire de ce carbone, il semblerait qu’il ne soit pas le plus
susceptible de réagir par rapport a ce que propose la littérature.>? Cet atome de carbone ne
sera donc pas une cible pour la suite de I'investigation. D’'un autre c6té, dans le cas du carbone
ortho- 6-C une énergie faible de dimérisation avec le radical PhO* a été obtenue. Par contre,
la littérature propose une dimérisation sur ce méme carbone. C’est pour cela que le carbone
en ortho- 6-C reste une cible de choix pour la suite de I'étude. Bien que la Figure 28 montre la
probabilité faible de libération du radical ‘CHs, la littérature expose clairement la possibilité que
'Eug et I'lsoEug ont de générer une ortho-quinone. Le groupement méthyle de la fonction
méthoxy demeure donc aussi une cible d’étude de ce manuscrit. Enfin, la Figure 29 montre
que les calculs de DFT sont en accord avec la littérature vis-a-vis de la possible réactivité
radicalaire de I'atome de carbone conjugué B-C de la chaine propénylique de I'lsoEug, aussi

position cible.

Pour résumer, les positions carbonées cibles pour nos études portent sur les
intermédiaires radicalaires issus de 'Eug qui sont sur le carbone de la fonction méthoxy et le
carbone en ortho- du cycle aromatique 6-C. Pour I'lsoEug, ces mémes positions restent aussi
des cibles avec également le carbone 3-C de la chaine propénylique. Ainsi, afin d’étudier la
réactivité radicalaire de ces positions carbonées, nous avons décidé de synthétiser les
composés contenant une substitution au *C sur ces dites positions (Figure 30).

Yrg zo\ﬁ
5 4*3
oy

'
Eug IsoEug

Figure 30 : Positions sélectionnées en vue d’'une substitution isotopique
au 13C, symbolisées par des étoiles jaunes pour les positions principales
et rouges pour les positions que nous avons considéré comme
secondaires

2. Les voies de synthése développées

Au fil de ce chapitre, les voies de synthése effectuées et leur développement pour
substituer au *C spécifiquement les positions ciblées des molécules d’'intérét sont présentées.
Avant de procéder aux synthéses utilisant des composés de départs contenant les 3C au sein
de leur structure, ceux-ci étant particulierement onéreux, les stratégies de synthése ont été
mises au point et optimisées avec les analogues de départ commerciaux sans substitution
isotopique spécifique préalable. L’élaboration de ces stratégies se base donc d’abord sur
I'élaboration d’une stratégie a partir de la bibliothéque de « *C-molécules » disponibles, suivie

d’une optimisation avec des composés commerciaux sans substitution spécifique.
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2.1. Synthése (**C-MeO)-Eug et du (**C-MeO)-IsoEug : la substitution sur les
fonctions méthoxyles

La premiére substitution isotopique que nous avons entreprise consiste en l'introduction
d’un atome de *C sur la position méthoxy (MeO) de I'Eug et de I'lsoEug. Cette position
carbonée présente sur une fonction chimigue de type éther sur un noyau aromatique est la
plus triviale a substituer en reprenant la synthése proposée par les travaux de Rice et al.'*®
Cette voie de synthése utilise de 'Eug commercial afin d’obtenir le (*C-MeO)-Eug (Figure
31).

OH
oL *Mel
MsCI BBr3 chos
TN “onch, T Meco ~weon
5°C,18 h ta,2h Reflux, 4 h 50°C,3h
Eug

1:98% 2:99% 1:81% Eug : 90%
H(13C.Me0)-1 : 76% ¥(13C.Me0)-Eug : 90%

Figure 31 : Schéma de synthese effectuée afin d’obtenir le (**C-MeQ)-Eug a partir d’Eug

Elle débute par la synthése de 'Eug protégé avec un groupement mésylate greffé sur la
fonction phénolique a 'aide de chlorure de mésyle dans de la pyridine pour obtenir le composé
1. L'étape clé qui a permis par la suite I'insertion du *C au sein de la molécule a été la
déméthylation du groupement méthoxy. Cette dernieére s’est effectuée en complémentant la
syntheése de Rice et al. par I'ajout d’un lavage au pentane avec réextraction du composé 2
avec de I'acétonitrile afin d’obtenir le composé déméthylé pur avec un rendement quantitatif.
En effet, en suivant simplement le protocole proposé par de Rice et al. le composé obtenu
n’est pas pur et nécessite une optimisation. Se dégradant sur silice, il n’est pas possible de le
purifier par colonne chromatographique. Cependant, une simple extraction
acétonitrile/pentane suffit a purifier le composé 2. L'insertion du 3C a ensuite pu étre effectuée
a laide de (**C)-iodométhane au travers d’'une méthylation classique dans l'acétone en
utilisant du carbonate de potassium comme base. Ceci permet de réobtenir sans autre
purification le composé 1 ou le (*3C-MeO)-1 lorsque la synthése est effectuée avec le composé
isotopiquement substitué. Enfin, 'Eug et son analogue enrichis au **C, le (**C-MeO)-Eug, ont
été obtenus par déprotection de la fonction phénolique a I'aide d’hydroxyde de potassium dans
du méthanol. Le (**C-MeO)-Eug a pu étre produit avec un rendement global de 65% en 4

étapes relativement rapides.

Deux stratégies ont été envisagées pour la synthése du (**C-MeQ)-IsoEug. La premiéere
aurait pu étre menée en commencant la synthése a partir de I'lsoEug commercial, en
effectuant de maniére similaire a la synthése décrite ci-dessus une protection de la fonction
phénol, suivie de la déméthylation du groupement méthoxy, puis sa re-méthylation a I'aide du

(3C)-iodométhane pour enfin déprotéger la fonction phénol. Cependant, par soucis de

44| Page



Chapitre 1 : Synthése des composés substitués au *C

simplicité une deuxiéme option a été choisie. Elle consiste en I'isomérisation de 'Eug afin
d’obtenir I'lsoEug. De nombreuses méthodes expérimentales existent afin d’effectuer cette
isomérisation par catalyse métallique (e.g., catalyse au ruthénium!?) ou thermiguement a
laide d'une base.!? La majorité de ces stratégies produit préférentiellement le
diastéréoisomere E. Nous avons choisi de réaliser cette isomérisation par voie
palladocatalysée a I'aide de chlorure de palladium dans du méthanol selon la synthése
proposée par Nielsen et al., et permettant d’obtenir le (*3C-MeQ)-IsoEug avec un rendement
de 77% (Figure 32).122123 | e rendement modeste de cette réaction s’explique par la conversion
non totale du (*3C-MeO)-Eug qui est récupéré suite a la purification du (**C-MeO)-IsoEug par

colonne chromatographique.

OH OH
(o) O
% PdCl, "
MeOH
| ta., 18 h X
Eug IsoEug : 68%
®(13¢.Me0)-Eug % (13C_MeO)-IsoEug : 77%

Figure 32 : Isomérisation du (**C-MeO)-Eug pour obtenir le (**C-MeO)-IsoEug

2.2. Synthése du B-(*3C)-IsoEug : la substitution sur la chaine allylique

La seconde substitution isotopique entreprise a été I'introduction du **C sur la chaine
propénylique de I'lsoEug sur la position B. Pour ce faire la stratégie a consisté a insérer ce
carbone via une réaction de Wittig afin de former la double liaison contenant le *C a partir de

'aldéhyde présent sur la vanilline (Figure 33).

OH
Ol
OH \0
o Vanilline
b
i + X X = halogéne
NG e PhPh Halogénoéthane
' -
1 — .
Ph
PPh;
Ylure de phophore
éthylique Triphénylphosphine

Figure 33 : Schéma de rétrosynthése menant a I'obtention du B-(*3C)-IsoEug a
partir de vanilline et d’halogénoéthane (les atomes de *C sont marqués d’une étoile)

Comme montré dans la rétrosynthése envisagée (Figure 33), la premiére étape a été la
préparation du sel éthylique de phosphonium (substitué au *C) permettant la génération

ultérieure de I'ylure de phosphore nécessaire a la réaction de Wittig. Ce sel de phosphonium
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3 et son analogue substitué au *C ont été obtenus par substitution nucléophile de la
triphénylphosphine sur du iodoéthane ou du 1-(*3C)-iodoéthane. Par aprés, la fonction
phénolique de la vanilline limitant la réaction de Wittig elle a été protégée a l'aide d’'un
groupement protecteur sillylé de type tert-butyldiphénylsillyle en faisant réagir I'analogue
chloré avec de I'imidazole sur la vanilline pour obtenir le composé 4. Ce dernier a ensuite été
capable de réagir au travers d’'une réaction de Wittig avec I'ylure de phosphore généré par
réaction acido-basique entre le composé 3 ou (*3C)-3 et le tert-butylate de potassium, pour
obtenir I'lsoEug protégé 5 et (**C)-5. Enfin, le B-(**C)-IsoEug a été obtenu par déprotection
du groupement sillylé a l'aide de fluorure de tétra-n-butylammonium avec un rendement de
27% estimé a partir du 1-(*3C)-iodoéthane (Figure 34).

* PPhs %
A /\@' ©
: CHCI, PPh; |
Etl Reflux, 3 h 3:66%
® 4_(13C)-Etl #*(130).3 : 75%
OH . OTBDPS OTBDPS OH
o Imidazole o oL o
~ TBDPSCI ~ ‘BuOK TBAF
CH,Cl, CeHe THF
o ta,3h o Reflux, 18 h X rt., 18 h X
Vanilline 4:85% 5:84% IsoEug : 83%
®(13¢).5 : 76% W3 (13C)-1soEug : 48%

Figure 34 : Schéma de synthese du B-(**C)-IsoEug

2.3. Synthése du 2,6-(*3C)-Eug et du 2,6-(*3C)-IsoEug : la substitution au sein du
cycle aromatique

L'insertion ciblée d’'un atome de *C au sein méme du noyau aromatique d’'une molécule
est I'une des synthéses les plus difficile. En effet, la « moléculothéque » de composé
possédant un noyau phénylique substitué au **C dans des positions structurelles précises est
limitée et onéreuse, d’autant plus lorsque cette position ne porte pas de substituant ou n’est
pas impliquée électroniquement avec un substituant (souvent en position meta-). En fonction
des composés disponibles pour insérer le 3C dans les positions ortho- de 'Eug et de I'lsoEug,
une analyse rétrosynthétique a été développée (Figure 35). Tout d’abord, il a ét¢ montré
précédemment que I'lIsoEug peut étre synthétisé par isomérisation de I'Eug, celui-ci
préalablement obtenu contenant un atome de *C. Cette derniére molécule peut étre
synthétisée en greffant la chaine allyligue directement en para- du noyau aromatique ortho-
méthoxyphénol, aussi appelé guaiacol, contenant au préalable I'atome de **C au sein du coeur
phénylique. Le guaiacol substitué au *C n’étant pas commercial, il est nécessaire de le
synthétiser en y greffant sur une des deux positions ortho- du phénol la fonction méthoxyle.

Cependant, le seul phénol substitué sélectivement au *C dans les positions ortho- disponible
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commercialement est le 2,6-(**C)-disubstitué et symétrique. Ainsi, nous avons réalisé cette
voie de synthése en utilisant ce phénol disubstitué comme produit de départ, pour avoir 'Eug
et I'lsoEug eux-mémes disubsitués sur les positions en ortho-. Le fait que I'une de ces
positions soit quaternaire (portant la fonction méthoxyle) et l'autre tertiaire (position cible)

devrait pouvoir permettre de distinguer leur réactivité.

OH OH
e O O Greffage en para- OH Greffage en ortho- OH

T,
Isomérisation fonction allyl fonction méthoxy
— > ﬁ@*ﬂ\ > ﬁ@ﬁ
I Cd

2,6-('C)-IsoEug 2,6-('*C)-Eug 2,6-("*C)-Guaiacol 2,6-("3*C)-Phénol

>

Figure 35 : Schéma de rétrosynthése permettant la production d’Eug
et d'IsoEug substitués aux atomes de 3C dans les positions ortho-

Ji et Schaffer ont proposé une synthése, elle-méme inspirée des travaux de Loudon et
Scott ainsi que de ceux de Kratzl et Vierhapper permettant I'obtention de catéchol substitué
au 8C ou au 'C a partir de phénol déja substitué.’?*'?6 Etant donné que le guaiacol
correspond a une molécule de catéchol méthylé sur 'une des fonctions hydroxyle, cette
synthése proposée par Ji et al. a été adaptée afin d’obtenir le guaiacol a partir de phénol

(Figure 36).

NaH

O D L I I
1) H,S0,
OH =4 Mel o OH
2) H,0, K,CO, Pipéridine

4 _— -_—— oL
AcOH O O Me,CO 0O O Reflux, 4 h
Reflux, 18 h ta,1h ﬁ@ﬁ,m‘ Reflux, 4 h ﬁ@«o\

Phénol 6:87% 7:53% 8:90% Guaiacol : 52%
2,6-(13C)-Phénol #(13¢),.6 : 58% W (13C),-7 : 41% *(13¢),.8 : 78% W5 6(1°C)-Guaiacol : 47%

Figure 36 : Schéma de synthése pour produire du guaiacol a partir de phénol

Celle-ci débute par une réaction de substitution nucléophile aromatique par action du
phénolate, produit in situ a I'aide d’hydrure de sodium, sur de la 2-chloro-5-nitrobenzophénone
afin d’obtenir la 5-nitro-2-phénoxy-benzophénone 6. Cette unité de type benzophénone greffée
sur le phénol agit comme groupement ortho-directeur pour I’hydroxylation du motif phénolique.
Cette direction se produit grace a la formation d’'un intermédiaire de type sel de
phénylxanthylium par dissolution du composé 6 dans I'acide sulfurique concentré en libérant
de I'eau (Figure 37). Lorsque ce sel est en présence d’eau un dérivé de xanthydrol se forme.
Loudon et al. ont montré que le coeur catéchol du composé 7 greffé au dérivé de type
benzophénone peut étre ensuite obtenu par oxydation du xanthydrol. Cette oxydation peut
aussi se faire directement par ajout de peroxyde d’hydrogéne dans la solution initiale de 6

dans l'acide sulfurique et I'acide acétique glacial au travers d’'un chemin réactionnel passant
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par chaque intermédiaire énoncé précédemment afin de produire ainsi le composé 7 (Figure
37).127

NO, NO,

Q O @ Oxydation : Q
o & H,S0, o H,0 OH H,0, / AcOH o &
O RO T RO T 48

6 Sel de phénylxanthylium Xanthydrol 7

Figure 37 : Schéma de la réaction permettant I'oxydation du composé 6 pour I'obtention de 7

Enfin, pour obtenir le guaiacol, brique centrale de 'Eug et de I'lsoEug, une méthylation de
la fonction hydroxyle du composé 7 a l'aide d'iodométhane a permis I'obtention du composé
8. Cette méthylation s’effectue avant le clivage du dérivé benzophénone afin de différencier
les deux fonctions phénoliques permettant d’avoir une substitution au **C sur les deux
carbones en ortho-, 2-C et 6-C (et non sur celui en ortho- portant le méthoxy, 2-C, et celui en
para-, 4-C). Pour finir, c’est ce clivage de la nitro-benzophénone a I'aide de pipéridine qui a
permis I'obtention du guaiacol (Figure 36). Néanmoins, lorsque cette synthése du guaiacol a
été menée avec les réactifs contenant les 3C, nous avons remarqué par *C-RMN que ce que
nous avions obtenu est un mélange de deux isotopomeéres inséparable, le 2,6-(**C)-guaiacol
ainsi que le 1,3-(**C)-guaiacol (Figure 38). En effet, un phénomeéne d’isomérisation semble se
produire dés I'étape de méthylation, donnant également (*3C),-8 sous forme de mélange de
deux isotopomeéres. Nous pensons qu’en milieu basique (i.e., avec le carbonate de potassium
dans l'acétone a reflux) le substituant de type benzophénone peut migrer d’une fonction
hydroxyle a I'autre du noyau catéchol par SN, intramoléculaire (Figure 39). Il est a noter que
lorsque les composés ne possedent pas de substitution isotopique particuliere, ce phénomene
n’était pas identifiable car en migrant d’'une fonction hydroxyle a 'autre, le méme composé est

supposé étre obtenu.

Dans un second temps, a partir du guaiacol nous nous sommes intéressés au greffage de
la chaine allylique en position para- afin de produire de I'Eug. La premiére étape permettant
cette allylation du guaiacol a consisté a substituer avec un halogéne la position para- de telle
sorte que la liaison C-C entre le cycle aromatique et la chaine allylique puisse étre formée
(Figure 40). En effet, halogéner cette position avec un brome, un chlore ou un iode, la rend
susceptible de faire des couplages métallo-catalysés, effectuer des substitutions nucléophiles

sur aromatique ou encore de générer un organolithien nucléophile.

48| Page



Chapitre 1 : Synthése des composés substitués au *C
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Figure 38 : Spectre *C-RMN (125 MHz) montrant I'obtention d’un
mélange d’isotopomeéres de (**C)-Guaiacol (cf. Partie Expérimentale)
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Figure 39 : Proposition de mécanisme d’isomérisation de (*3C).-7
menant au mélange de deux isotopoméres (*3C),-8 aprés méthylation
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OH
7.0.
a &0 NBS % ~
MeCN
ta,2h Br
Guaiacol 9:79%
%2 6-(13C)-Guaiacol #2,641°C)-9

Figure 40 : Synthése de 9 par bromation en para- du guaiacol

Afin d’éviter les réactions secondaires avec la fonction phénol, le composé 9 a ensuite été
protégé. Lors des tests d’optimisation de la synthése, les groupements protecteurs utilisés ont
été sous forme d’éther silylé (-OTBDPS) ou sous forme d’éther de méthoxyméthyle (-OMOM)
car les autres groupements protecteurs des fonctions hydroxyles possédent des contraintes
qui empéchaient leur utilisation. En effet, la déprotection douce d’'un groupement éther de
benzyle ou d’allyle se fait par hydrogénation catalytique qui réduirait aussi I'alcéne de la
fonction allyle une fois greffée, le groupement éther de tert-butyle nécessite des conditions
dures en chauffant une solution fortement acide pour sa déprotection, les groupements de
type ester (e.g., acétyle, pyvaloyle, benzoyle) sont fragiles et pourraient interagir au final dans
des conditions expérimentales qui sont utilisées dans la suite de la synthése (i.e., organo-
lithien, Grignard). La protection des composés sous forme -OTBDPS et -OMOM présentant
des rendements de méme grandeur, c’est la protection sous forme d’-OTBDPS qui a été
retenue. Ainsi, le composé 10 a été obtenu a laide de chlorure de tert-
butyl(chloro)diphénylsilane en présence d’imidazole (Figure 41). En effet, ce groupement
protecteur a 'avantage de pouvoir facilement étre déprotégé de fagon sélective a l'aide de
fluorure de tétra-n-butylammonium, contrairement au -OMOM qui bien que nécessitant des
conditions de déprotection plus douces gque ses groupements congénéres éthérés nécessite

toujours des conditions dures pouvant dégrader le produit par la suite en chauffant un milieu

H
't o TBDPSCI OTBDPS
Lo N Imidazole % NEO
—>
CH,CI,

acide.

Br ta,3h Br
9 10:91%
*2,6-(130)-9 *2,5-(130)-10

Figure 41 : Protection de la fonction phénolique
sous forme d’éther silylé pour former le composé 10
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Lors du développement de la stratégie de synthése permettant d’accéder a 'Eug et a
'lsoEug, linsertion du groupement allylique reste encore I'étape limitante de la synthése.
Différentes voies expérimentales ont été testées pour former le composé 11. Cependant, peu
d’entre elles se sont avérées étre fructueuses (Tableau 5). La réaction permettant la formation
du composé 11 avec le meilleur rendement a été pour l'instant celle passant par la formation
d'un Grignard a partir du composé bromé 10 qui a permis ensuite de faire une substitution
nucléophile sur du bromure d’allyle offrant le composé 11 avec le faible rendement de 14%
(Figure 42).

OTBDPS OTBDPS
OTBDPS
*r N 1) Mg® I, 2) Allyl-Br
—_— —_—
Et,0 ! Et,0
Br ta,1h Mg" ta., 18 h
“Br |
10 Grignard de 10 11 :14%
3 6-(1%C)-10 FGrignard de 2,6(1*C)-10 W3 6-(13C)-11

Figure 42 : Formation d’un réactif de Grignard a partir de 10 pour obtenir 'Eug sillylé 11

Une déprotection du composé 11 a 'aide du fluorure de tétra-n-butylammonium a ensuite
permis de former 'Eug, capable d’étre isomérisé comme décrit précédemment pour former

llsoEug (Figure 43).

OTBDPS OH OH
* 0\ w x 0\ P \ig 0\
TBAF PdCl,
THF MeOH
| ta., 18 h | ta. 18 h X
1 Eug : 80% IsoEug : 68%
ﬁz,s-(”cy.ﬂ *2,6-(13C)-Eug ﬁz,ﬁ-(”C)-lsoEug

Figure 43 : Déprotection de I'éther sillylé menant a I'obtention
de 'Eug et de I'lsoEug par isomérisation

Bien que cette synthése substituée au *C de I'Eug et de I'lsoEug soit totalement
développée, I'étape clé permettant I'insertion de la chaine allylique en position para- du coeur
aromatique de type guaiacol reste limitante (Figure 42). Ainsi, la synthése substituée n’a pas
été menée a terme pour I'obtention de 'Eug et de I'lsoEug tous deux substituées au **C sur

les positions ortho-.

Seul le motif commun de type guaiacol substitué au *C en ortho-, le 2,6-(**C)-guaiacol a
été obtenu et sera utilisé comme référence structurelle dans les prochaines parties sous la

forme de mélange avec son isotopomére 1,3-(*3C)-guaiacol.
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Tableau 5 : Différentes voies expérimentales testées pour former 11 a partir de 10

Schéma réactionnel global des tests de greffage du groupement allylique sur le composé 10

OTBDPS
OTBDPS

Réactifs (Allyl-X et autres) 0\
N [catalyseur]
+ 4\/)( >
Solvant
Br Température, temps
10 Allyl-X 1
Réactifs Catalyseur Solvant Température Temps Rendement
Allyl-Mg-Br - THF t.a. puis reflux 18 h -
Allyl-Mg-Br - Et20 t.a. puis reflux 18 h -
Allyl-Mg-Br Pd(PPhs)s THF t.a. puis reflux 18 h -
Allyl-Mg-Br PdCl THF t.a. puis reflux 18 h -
Allyl-Mg-Br NiClz(dppe) THF t.a. puis reflux 18 h Traces
Allyl-Mg-Br NiClz(dppe) THF t.a. puis reflux 18 h Traces*
Allyl-Mg-Br PdCl2 THF t.a. puis reflux 18 h -*
1) "BuLi 1) -78 °C 1)1h .
2) Allyl-Br i THF 2)ta. 2)18 h %
1) "BulLi 1) -78 °C 1)1h
2) Allyl-Br KI THF 2)ta. 2)18h Traces
1) "BulLi 1) -78 °C 1)1h
2) Allyl-Br ; THF 2) Reflux 2)18h Traces
1) "BuLi 1) -78 °C 1)1h
2) Allyl-Br Et:0 2 ta. 2)18 h
1) "BuLi ] THE 1) -78 °C 1)1h ]
2) Allyl-OTs 2)ta. 2)18h
1) "BulLi 1) -78 °C 1)1h )
2) Allyl-Br THF 2)ta. 2)18h Traces
1) "BulLi 1) -78 °C 1)1h )
2) Allyl-Br KI THF 2)ta. 2)18h Traces
1) Mg° 1) I 1)1h .
2) Allyl-Br 2) - THF ta. 2)18h 8%
1) Mg° 1) I 1)1h .

2) Allyl-Br 2) - THF reflux 2)18h %
1) Mg° 1) I2 1)1h .
2) Allyl-Br 2) - Et:0 ta. 2)18h 14%
1) Mg° 1) I2 1)1h .
2) Allyl-Br 2) - Et2O0 reflux 2)18 h 12%

1) Mg° 1) I 1)1h
2) Allyl-Br 2)KI Et0 ta. 2)18h Traces
1) Mg° 1) I 1)1h orr
2) Allyl-Br 2) - Et:0 ta. 2)18h 13%
1) Mg° 1) I2 1)1h opx
2) Allyl-Br 2) - THF ta. 2)18h 9%
1) Mg° 1) I2 1)1h
2) Allyl-Br 2) Pd(PPha)s Et:0 ta. 2)18h Traces
1) Mg° 1) I 1)1h
2) Allyl-Br 2) PdCl Et:0 ta. 2)18h
1) Mg° 1) I2 1)1h
2) Allyl-Br 2) NiCl(dppe) Et:0 ta. 218 h
1) Mg° 1) I2 1)1h
2) Allyl-Br 2) Pd(PPhs)a Et:0 ta. 2)18h

* Changement de groupement protecteur -OMOM a la place de -OTBDPS
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2.4. Autres positions cibles

Bien que la synthése substituée au 3C a principalement été focalisée sur les atomes de
carbone a l'origine de la dimérisation radicalaire de I'Eug et de I'lsoEug d’aprés des travaux
antérieurs et de la littérature en accord avec les calculs théoriques de DFT, ces calculs ont
exposeé que certaines autres positions peuvent demeurer intéressantes a étudier. Parmi celles-
ci il y a la position 4-C en para- de 'Eug et de I'lsoEug ainsi que la position a-C de la chaine
allylique de I'Eug. Pour chacune de ces deux positions une stratégie rétrosynthétique
commune a été élaborée (Figure 44). L’'Eug, capable d’étre isomérisé en IsoEug, peut étre
obtenu a partir d’'un ester d’acide vanillique, lui-méme obtenu par la synthése du noyau
phénolique a partir d’'un précurseur pyranone réagissant avec un « pronucléophile » qui
permettra d’introduire la substitution isotopique. En effet, les pyran-4-ones peuvent servir
comme précurseurs des phénols ou le carbonyle du pyranone devient I'hydroxyle phénolique
comme l'ont montré les travaux de Beyer et al. pour la synthése de phénols isotopiquement
substitués en position para- a partir de diéthyle malonate, contenant au préalable ladite

substitution isotopique, comme pronucléophile.'?8

(o]
o
||
OH OH OH (0]
oL o . o o Synthése de dérivé Dérivé pyran-4-one
Isomérisation Alkylation et réduction phénolique
> b > +
ﬁ g 7 7
*x 0o o
3 * oo Aell
| Sow TR0
130y, 130y 130y Vani .
(13C)-IsoEug B(3c)-Eug %('3C)-Vanillate d'éthyle % (15C)-diéthyle malonate

Figure 44 . Schéma de rétrosynthése permettant I'obtention de 'Eug et de
lsoEug substitués au *C dans la position 4-C en para- (étoile jaune) et
I'obtention de 'Eug substitué au *C dans la position a-C (étoile rouge)

La premiére grande étape clé de cette stratégie de synthése est l'introduction du 13C au
sein de la position para- du composé phénolique ou sur la chaine ester portée sur cette méme
position a partir de diéthyle malonate commercial isotopiquement substitué sur le carbone
méthylénique (Figure 44 étoiles jaunes) ou sur les carbones carboxyliques (Figure 44 étoiles
rouges). Le diéthyle malonate joue ainsi le réle de pronucléophile pour ouvrir le dérivé de
pyran-4-one 12, préalablement synthétisé par méthylation de I'acide pyroméconique. Cette
conversion de I'hétérocycle en dérivé phénolique s’est effectuée en s’inspirant des travaux de
Marshall et al. qui ont optimisé aux micro-ondes (UW) la synthése proposée par Beyer et
al..'?812% Ainsi I'ouverture du pyran-4-one 12 s’est effectuée en milieu basique a I'aide de tert-
butanolate de potassium permettant I'addition nucléophile du diéthyle malonate sur
linsaturation en a,3 du groupement carbonyle du pyranone. S’en est suivie une cyclisation

pour former un intermédiaire 4-diester cyclohex-2,5-dién-1-one par élimination d’eau. Puis,
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c’est une décarboxylation en milieu acide qui permet de réaromatiser la molécule afin d’obtenir

la vanillate d’éthyle (Figure 45).

o] Mel o}
0 K,CO; 0\
I weco > (|
o . Reflux, 4 h 0 ¥
acide pyroméconique 12 :99%
[o I o] K@ [S] t
o o0
'BuOK
o ho |

/\O’LE/LLO’\

) I\ ‘BuOH

uW (120 °C, 200 W), 30 min

Diéthyle malonate

HCI

.
:

o] o] uW (120 °c, 200 W), 10 min #
-~ \—’
-0 0

Vanillate d'éthyle : 79%

Figure 45 : Schéma réactionnel de production de vanillate d’éthyle pouvant étre
obtenu substitué au 13C a partir de diéthyle malonate et d’acide pyroméconique

La fonction phénolique du vanillate d’éthyle a été protégée sous forme d’éther silylé a I'aide
de chlorure de tert-butyldiphénylsilane en solution en présence d’imidazole afin d’obtenir le
composé 13. La fonction ester du composé 13 a ensuite pu étre réduite sous la forme d’'un
alcool primaire par I'action d’aluminohydrure de lithium pour obtenir le composé 14 dont la

fonction alcool ainsi générée a aussi pu étre substituée en dérivé bromé pour étre activée

(Figure 46).
o TBDPSCI onsn;s OTBDCI;’S OTBDOPS
~ Imidazole ~ LiAlIH, ™~ PBr, ~
—_—  ——
L CH,Cl, THF % CH.Cl, Z
. L= :
oo ta,3h oo ta,2h *Noy 0°C,2h g,
Vanillate d'éthyle 13:81% 14 : 99% 15 : 99%

Figure 46 : Protection du vanillate d’éthyle sous forme de
d’éther silylé suivie de la réduction de la fonction ester et de la
substitution de I'alcool obtenu pour obtenir le dérivé bromé 15

Enfin, aprés avoir généré le centre électrophile sur le carbone portant le brome du
composé 15, la fonction alcéne du composé 16 a pu étre obtenue a I'aide d’'un réactif de
Grignard du bromure de vinylmagnésium nécessaire a l'obtention de 16. Ce dernier
correspond a I'Eug de la fonction phénolique sous forme d’éther sillylé. Ainsi, un clivage de ce
groupement protecteur a 'aide de fluorure de tétra-n-butylammonium permet I'obtention de

'Eug isomérisable pour obtenir 'lsoEug (Figure 47).
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Bien que la stratégie de synthése permettant d’obtenir le a-(**C)-Eug ainsi que les 4-(*3C)-
Eug et 4-(*3C)-IsoEug a été développée a partir de dérivés substitués du diéthyle malonate
commerciales, ces synthéses substituées n’ont pas pu étre menées a terme a l'issu de cette
thése, seule les séries non-substituées ont été effectuées pour le développement de la voie

de synthese.

OTBDPS

OTBDPS
(o) - 9
~ \' __TeAF __PdCh
b4 MeOH
5 ta.,2h ta,18h ta,18h
r

15 16 : 52% Eug : 80% IsoEug : 68%

Figure 47 : Schéma de synthése menant a I'obtention de I'Eug et de I'lsoEug a partir de 15

3. Bilan vis-a-vis des synthéses substituées au 1°C
Ce premier chapitre présente les stratégies de synthése développées permettant

I'obtention de 'Eug et de I'lsoEug contenant des substitutions isotopiques au °C.

La littérature proposant une déméthylation permettant 'obtention, par oxydation, d’'un
dérivé de type ortho-quinone, 'Eug et 'lsoEug ont été synthétisés avec la fonction méthoxy
contenant cet enrichissement isotopique permettant ainsi I'étude du comportement du
groupement méthyle par la suite. Cette synthése a été développée a partir d’Eug par
déméthylation de la fonction méthoxy, puis re-méthylation de celle-ci avec du (*3C)-

iodométhane permettant I'introduction du **C.

L’lsoEug, étant supposé pouvoir générer un intermédiaire radicalaire réactif en position 3
de sa chaine allylique conjuguée au noyau aromatique, a également été obtenu contenant une
substitution isotopique au 3C sur cette position (B-C) au travers d’une réaction de Wittig
comme étape clé permettant l'introduction de cet isotope. La réaction de Wittig a pu étre
réalisée a partir de vanilline et de 1-(*3C)-iodoéthane convertie au préalable en ylure de

phosphore.

Le carbone en position ortho-, 6-C, de I'Eug et de I'lsoEug étant connu de la littérature
comme l'une des cibles préférentielles de dimérisation radicalaire nous avons cherché
également a le substituer au 3C. L’introduction de Iisotope dans cette position étant complexe,
une stratégie de synthése permettant I'apport du *C sur les positions ortho- a été développée
a partir de 2,6-(**C)-phénol. Cependant, cette stratégie de synthése propose une étape encore
trés limitante n’ayant pas permis I'aboutissement de la synthése du 2,6-(**C)-Eug et du 2,6-

(3C)-IsoEug. De fait, seul le motif de base de type guaiacol a été synthétisé contenant des
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13C sur les positions ortho- pour les études qui ont suivi. Néanmoins, celui-ci s’est isomérisé
lors de sa synthése (étape de méthylation) donnant donc le 2,6-(**C)-guaiacol en mélange

avec son isotopomere 1,3-(**C)-guaiacol.

Aprés nos études théoriques et bibliographiques, bien que moins suspectées, d’autres
positions potentielles d’apparition d’intermédiaires radicalaires réactifs ont également été
identifiées sur la position para-, 4-C, des noyaux phénoliques de 'Eug et de I'lsoEug et sur le
méthyléne, a-C, de la chaine allylique de 'Eug. Ainsi, une stratégie de synthese commune a
chacune de ces positions a été développée en faisant varier la position de substitution
isotopique du diéthyle malonate utilisé comme produit de départ pour former le coeur

phénolique en réagissant avec un dérivé de pyranone.
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Experimental part: Chapter 1

Materials and methods

Reagents and solvents

All reactions requiring anhydrous conditions, air and/or moisture sensitive, were carried out
in flame-dried glassware and under an inert atmosphere of argon.

All fully enriched *C-isotopic compounds were purchased from EurisoTop®. All other
solvents and reactants were purchased from Sigma-Aldrich®, TCI Chemicals®, Thermo Fischer
Scientific®, Alfa Aesar®, Carlo Erba® or FluoroChem®, depending on availability.

When necessary, solvents and liquid amine reagents were anhydrous and pure from
suppliers, or distilled according to the literature.? Old batches of hygroscopic solid compounds
(e.g., N-bromosuccinimide (NBS)) were also purified by recrystallization according to the
literature.? The other reagents and solvents were used as received.

Organolithium reagents were purchased in solution and were titrated each time before use

with the method described by Suffert or with diphenylacetic acid.®

Follow-up of the reactions

Reactions were followed by thin layer chromatography (TLC) performed on aluminum
sheets or glass plated coated with silica gel (Merck® 60 F2s4). After elution, the TLC plates were
visualized with UV light (A = 254 and 365 nm). When necessary, they were revealed using
different TLC dips/stains depending on the reaction products and impurities, either an
exposure to iodine pellets in a jar or by immersion in a solution of cerium phosphomolybdic

acid (PMA/Ce) or potassium permanganate (KMnO,)

Purification of products

Column chromatography purifications were carried out using silica gel (Merck® 40-63 uym).
Preparative thin layer chromatography (PLC) was performed on glass plated coated with silica
gel (Merck® 60 Fzs4, 0.5 mm or 2 mm).

Filtrations through Celite to remove metallic salts were performed on a pad of Celite™ 545

on sintered funnel with a suction vial.

a W. L. F. Armarego, Purification of laboratory chemicals, Butterworth-Heinemann is an imprint of
Elsevier, Amsterdam, 8th edition., 2017.

b J. Suffert, Simple direct titration of organolithium reagents using N-pivaloyl-o-toluidine and/or N-
pivaloyl-o-benzylaniline, J. Org. Chem., 1989, 54, 509-510.
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Characterization of products

Proton (*H) and carbon (*3C) nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded
on Bruker® Advance spectrometers at 300 MHz, 400 MHz or 500 MHz for *H and at 100 MHz
or 125 MHz for *C. NMR chemical shifts (8) are reported in parts per million (ppm) and are
indirectly referenced to tetramethylsilane (TMS) via the residual solvent signal resulting from
NMR samples performed in CDCls (CDCls: 8(*H) = 7.26 ppm and 5(*3C) = 77.2 ppm) except

mention otherwise.

OH
The NMR descriptions are given with the following numeration of carbon g o

atoms, based on the para-substitute-catechol core:

The other non-classical numeration of carbon atoms of synthesized LN

molecules are given on the reaction scheme. v

Multiplicities are indicated as s (singlet), br s (broad singlet), d (doublet), br d (broad
doublet), t (triplet), q (quadruplet), dd (doublet of doublet), td (triplet of doublet), tt (triplet of
triplet), dq (doublet of quadruplet), ddd (doublet of doublet of doublet), dtd (doublet of triplet of
doublet), dd (doublet of doublet of quadruplet) and m (multiplet). Coupling constants (J) are
given in Hertz (Hz). Signal attributions were determined on the basis of unambiguous chemical
shifts or coupling patterns using databases, tables, charts and simulations. Two-dimensional
(2D) NMR spectroscopies were performed when necessary to complete spectral assignment:
correlation spectroscopy (COSY) based on !H, heteronuclear single quantum correlation

(HSQC) and heteronuclear multiple bond correlation (HMBS) based on H-3C correlation.
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Synthesis procedures

Synthesis of (3C-MeQ)-eugenol and (**C-MeOQ)-isoeugenol: (*3C-MeO)-Eug and
(*3*C-MeO)-IsoEug

FMel
MsCI BBr3 chos PdCIz
CSH5N CHZCIZ Me2co MeOH MeOH
5°C,18 h rt,2h Reflux, 4 h 50°C,3h rt, 18 h

1:98% 2:99% 1:81% Eug : 90%

3

IsoEug : 68%

ﬁ(13C-MeO)-1 1 75% "’(”C-MeO)-Eug 1 90% ﬁ(nc_Meo)_.soEug S 77%

4-Allyl-2-methoxyphenyl methanesulfonate: 1

MsCI
5H5N
5°C,18 h

1:98%

Methanesulfonyl chloride (1.2 mL, 15 mmol, 1.5 eq) was added dropwise to a solution of
eugenol (1.64 g, 10 mmol, 1 eq) in dry pyridine (10 mL) stirred at 5 °C under an argon
atmosphere. The reaction was complete after 18 h stirring at 5 °C. It was then quenched with
60 mL of water. The aqueous mixture was extracted with diethyl ether (3 x 80 mL). The
combined organic layers were washed with hydrochloric acid (1 M, 20 mL), water (50 mL) and
brine (20 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced

pressure (below 30 °C) to give the pure product.

Yield and aspect: 98% (2.37 g, 9.8 mmol), colorless oil partially crystallized at room

temperature

Formula: C11H1404S Molar mass: 242.29 g.mol*

CAS: 91971-63-0

TLC: Rf = 0.54 (Pentane/Et,0 8:2)

'H NMR (500 MHz, CDClI3) & (ppm): 3.17 (s, 3 H, SCHs), 3.38 (d, 2 H, 3J = 6.6 Hz, a-CHy),

3.88 (s, 3 H, OCHs), 5.10 (br s, 1 H, y-CH>), 5.13 (br d, 1 H, 3J = 4.3 Hz, y-CH_), 5.94 (m, 1 H,
B-CH), 6.80 (m, 2 H, 3-CH + 5-CH), 7.22 (d, 1 H, 3J = 6.9 Hz, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 38.2 (SCHs), 40.1 (a-CHy), 56.0 (OCHs), 113.1 (3-C),
116.6 (y-CH,), 121.1 (5-C), 124.3 (6-C), 136.6 (B-C), 136.6 (4-C), 140.7 (1-C), 151.2 (2-C)
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Chapitre 1 : Synthése des composés substitués au *C

4-Allyl-2-hydroxyphenyl methanesulfonate: 2

OMs OMs
o OH
BBr;
CH,CI,
rt,2h

1 2:99%

To a solution of 1 (726.9 mg, 3 mmol, 1 eq) in dichloromethane (30 mL) at -78 °C under an
argon atmosphere, a solution of boron tribromide in dichloromethane (1 M, 4.5 mL, 4.5 mmol,
1.5 eq) was slowly added. The resulting reaction mixture was then allowed to reach room
temperature and was stirred for 2 h. The reaction was then quenched with an agueous solution
of sodium hydrogenocarbonate (5%, 80 mL) and extracted with diethyl ether (2 x 100 mL). The
combined organic layers were washed with water (2 x 80 mL) and brine (80 mL), dried over
magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure to give a crude brown
viscous oil. The crude was dissolved in acetonitrile (30 mL) and washed with pentane (3 x 20
mL). The acetonitrile layer was then concentrated under reduced pressure to give the pure
product.

Yield and aspect: 99% (680 mg, 2.98 mmol), colorless oll
Formula: C10H1204S Molar mass: 228.26 g.mol*

CAS: 115234-25-8
TLC: Rf = 0.46 (Pentane/Et.0O 8:2)

'H NMR (500 MHz, CDClI3) & (ppm): 3.18 (s, 3 H, SCHs), 3.32 (d, 2 H, 3J = 7.0 Hz, a-CHy),
5.10 (br s, 1 H, y-CH>), 5.12 (br d, 1H, 3J = 4.3 Hz, y-CH>), 5.93 (m, 1 H, B-CH), 6.88 (m, 2 H,
3-CH + 5-CH), 7.06 (d, 1 H, 3J = 6.9 Hz, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 38.3 (SCHs), 40.4 (a-CHy), 112.9 (3-C), 116.5 (y-CH),
120.7 (5-C), 124.8 (6-C), 136.7 (B-C), 137.1 (4-C), 141.9 (1-C), 147.0 (2-C)

4-Allyl-2-methoxyphenyl methanesulfonate: 1

OMs
OH Mel
cho3
MeZCO
I Reflux, 4 h
2 1:81%

To a solution of 2 (457 mg, 2 mmol, 1 eq) and potassium carbonate (553 mg, 4 mmol, 2

eq) in acetone (10 mL) at room temperature, methyl iodide was added (250 yL, 4 mmol, 2 eq).
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The resulting reaction mixture was stirred at reflux for 4 h. Acetone was then evaporated under
reduced pressure. The resulting oil was dissolved in dichloromethane (20 mL) and water (20
mL). The aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 30 mL). The combined
organic layers were washed with brine (15 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and

concentrated under reduced pressure to give the pure product.

Yield and aspect: 81% (393 mg, 1.62 mmol), colorless oil partially crystallized at room

temperature

Formula: C11H1404S Molar mass: 242.29 g.mol*

CAS: 91971-63-0

TLC: Rf = 0.54 (Pentane/Et.0 8:2)

!H NMR (500 MHz, CDClI3) & (ppm): 3.17 (s, 3 H, SCH3), 3.38 (d, 2 H, 3J = 6.6 Hz, a-CH,),

3.88 (s, 3 H, OCH3), 5.10 (br s, 1 H, y-CHy), 5.13 (br d, 1H, 3J = 4.3 Hz, y-CH>), 5.94 (m, 1 H,
B-CH), 6.80 (m, 2 H, 3-CH + 5-CH), 7.22 (d, 1 H, 3J = 6.9 Hz, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 38.2 (SCHs), 40.1 (a-CHy), 56.0 (OCHs), 113.1 (3-C),
116.6 (y-CHz), 121.1 (5-C), 124.3 (6-C), 136.6 (B-C), 136.6 (4-C), 140.7 (1-C), 151.2 (2-C)

4-Allyl-2-(*3C)-methoxyphenyl methanesulfonate: (**C-MeQ)-1

OMs
OH *Mel
cho3
MeZCO
Reflux, 4 h
2 (13c -Me0)-1 : 75%

To a solution of 2 (680 mg, 2.98 mmol, 1 eq) and potassium carbonate (824 mg, 5.96 mmol,
2 eq) in acetone (15 mL) at room temperature, (**C)-methyl iodide was added (374 pL, 5.96
mmol, 2 eq). The resulting mixture was stirred at reflux temperature for 4 hours. Acetone was
then evaporated under reduced pressure. The resulting oil was dissolved in dichloromethane
(30 mL) and water (30 mL). The aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 40
mL). The combined organic layers were washed with brine (20 mL), dried over magnesium

sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure to give the pure product.

Yield and aspect: 75% (547 mg, 2.25 mmol), colorless oil partially crystallized at room

temperature
Formula: ¥CCyoH1404S Molar mass: 243.06 g.mol*

CAS (3C non-substituted): 91971-63-0
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TLC: Rf = 0.54 (Pentane/Et,0 8:2)

'H NMR (500 MHz, CDClI3) & (ppm): 3.17 (s, 3 H, SCHs), 3.38 (d, 2 H, 3J = 6.6 Hz, a-CHy),
3.88 (d, 3 H, Wn.r%c = 145.6 Hz, O3CHs), 5.10 (br s, 1 H, y-CHy), 5.13 (br d, 1 H, 3J = 4.3 Hz,
y-CHz), 5.94 (m, 1 H, B-CH), 6.80 (m, 2 H, 3-CH + 5-CH), 7.22 (d, 1 H, 3J = 6.9 Hz, 6-CH)
13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 38.2 (SCHs), 40.1 (a-CHy), 56.0 (O3CHs), 113.1 (3-C),
116.6 (y-CHz), 121.1 (5-C), 124.3 (6-C), 136.6 (B-C), 136.6 (4-C), 140.7 (1-C), 151.2 (2-C)

4-Allyl-2-methoxyphenol, Eugenol: Eug

OMs OH
o~ KOH s
MeOH
50°C,3h
1

Eug : 90%

A saturated solution of potassium hydroxide (11.7 M, 4.9 mL, 57.3 mmol, 35 eq) was added
to 1 (393 mg, 1.62 mmol, 1 eq) dissolved in methanol (16 mL). The resulting mixture was
heated at 50 °C for 3 h, then methanol was removed under reduced pressure. The obtained
crude aqueous solution was diluted with hydrochloric acid (3 M) until pH around 6. This
aqueous mixture was extracted with diethyl ether (3 x 30 mL). The combined organic layers
were washed with brine (15 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated

under reduced pressure to give the pure product.
Yield and aspect: 90% (240 mg, 1.46 mmol), yellowish oil
Formula: CioH120> Molar mass: 164.2 g.mol*

CAS: 97-53-0
TLC: Rf = 0.27 (Pentane/EtOAc 9:1)

IH NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 3.33 (d, 2 H, 3J = 6.7 Hz, a-CH.), 3.88 (s, 3 H, OCHb),
5.02-5.12 (M, 2 H, y-CHy), 5.51 (s, 1 H, OH), 5.91-6.02 (m, 1 H, B-CH), 6.66-6.71 (m, 2 H, 3-
CH + 5-CH), 6.83-6.86 (m, 1 H, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 39.9 (a-C), 55.9 (OCHs), 111.1 (y-C), 114.2 (3-C), 115.6
(6-C), 121.2 (5-C), 131.9 (4-C), 137.9 (B-C), 143.9 (1-C), 146.4 (2-C)
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4-Allyl-2-(*3C)-methoxyphenol, (*3C-MeO)-Eugenol: (**C-MeO)-Eug

OMs OH

Oy o

N
KOH *

MeOH
50°C,3h

‘:’(“c-MeoM "‘(13c-Me0)-Eug 1 90%

A saturated solution of potassium hydroxide (11.7 M, 6.7 mL, 78.4 mmol, 35 eq) was added
to (*3C-MeO)-1 (547 mg, 2.25 mmol, 1 eq) dissolved in methanol (22 mL). Resulting mixture
was heated at 50 °C for 3 h, then methanol was removed under reduced pressure. The crude
agqueous mixture was diluted with hydrochloric acid (3 M) until a pH around 6. This aqueous
solution was extracted with diethyl ether (3 x 30 mL). The combined organic layers were
washed with brine (15 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under

reduced pressure to give the pure product.
Yield and aspect: 90% (335 mg, 2.03 mmol), yellowish oil partially solid
Formula: ¥*CCgH120; Molar mass: 165.09 g.mol*

CAS (3C non-substituted): 97-53-0
TLC: Rf = 0.27 (Pentane/EtOAc 9:1)

IH NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 3.33 (d, 2 H, 3J = 6.7 Hz, a-CH,), 3.88 (d, 3 H, “Ju%c =
144.2 Hz, O®CHs), 5.02-5.12 (m, 2 H, y-CHa), 5.51 (s, 1 H, OH), 5.91-6.02 (m, 1 H, B-CH),
6.66-6.71 (M, 2 H, 3-CH + 5-CH), 6.83-6.86 (m, 1 H, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 39.9 (a-C), 55.9 (O®*CHs), 111.1 (y-C), 114.2 (3-C),
115.6 (6-C), 121.2 (5-C), 131.9 (4-C), 137.9 (B-C), 143.9 (1-C), 146.4 (2-C)

2-Methoxy-4-(prop-1-en-1-yl)phenol, Isoeugenol: IsoEug

OH OH
0\ O\
PdCl,
MeOH
rt, 18 h N
Eug IsoEug : 68%

To a solution of Eug (164.2 mg, 1 mmol, 1 eq) in methanol (5 mL), palladium" chloride (8.9
mg, 0.05 mmol, 0.05 eq) was added under an argon atmosphere at room temperature. The

resulting mixture was stirred for 18 hours, then was filtered through Celite. The filtrate was
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concentrated under reduced pressure. The obtained crude product was purified by column

chromatography on silica gel (Pentane/Et,O 85:15) to give the pure product.
Formula: CioH120> Molar mass: 164.2 g.mol?
Yield and aspect: 68% (111.7 mg, 0.68 mmol), yellowish oil

CAS: 97-54-1
TLC: Rf = 0.36 (Pentane/Et,0 8:2)

IH NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.88 (dd, 3 H,3J = 7.1 Hz, 4J = 1.8 Hz, y-CHs), 3.92 (s, 3
H, OCHs), 6.04-6.11 (m, 1 H, B-CH), 6.29-6.35 (m, 1 H, a-CH), 6.82-6.87 (M, 3 H, Haromatic)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 18.5 (y-CHs), 55.9 (OCHs), 107.9 (3-C), 114.4 (6-C),
119.4 (5-C), 123.6 (B-C) 130.8 (a-C), 130.8 (4-C) , 144.8 (1-C), 146.7 (2-C)

2-(*3C)-Methoxy-4-(prop-1-en-1-yl)phenol, (**C-MeO)-Isoeugenol: (**C-MeO)-IsoEug

OH OH
o o
~N ~N
* PdCl, *
MeOH
| rt, 18 h N
*(Me0-3C)-Eug *(13C.MeO)-IsoEug : 77%

To a solution of (**C-MeO)-Eug (165 mg, 1 mmol, 1 eq) in methanol (5 mL), palladium"
chloride (8.9 mg, 0.05 mmol, 0.05 eq) under an argon atmosphere at room temperature. The
resulting mixture was stirred for 18 h, then was filtered through Celite. The filtrate was
concentrated under reduced pressure. The obtained crude product was purified by column

chromatography on silica gel (Pentane/Et,O 85:15) to give the pure product.
Yield and aspect: 77% (127.4 mg, 0.77 mmol), yellowish oil
Formula: ¥CCgH1,0- Molar mass: 165.09 g.mol*

CAS (3C non-substituted): 97-54-1
TLC: Rf = 0.36 (Pentane/Et,0 8:2)

H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 1.88 (dd, 3 H,3J = 7.1 Hz, J = 1.8 Hz, y-CHa), 3.92 (d, 3
H, 1Jy.2%c = 145.0 Hz, O3CHs), 6.04-6.11 (m, 1 H, B-CH), 6.29-6.35 (m, 1 H, a-CH), 6.82-6.87
(m; 3 H; Haromatic)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 18.5 (y-CHs), 55.9 (O3CHs), 107.9 (3-C), 114.4 (6-C),
119.4 (5-C), 123.6 (B-C) 130.8 (a-C), 130.8 (4-C) , 144.8 (1-C), 146.7 (2-C)
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Synthesis of B-(*3C)-Isoeugenol: B-(*3C)-IsoEug

r PPh, e
€]
—_—
a CHCl, " PPh; |
Etl Reflux, 3 h 3:66%
W 4_(13¢)-Etl R (13¢).3 : 75%
OTBDPS OH
OH Imidazole OTBDPS o
(o} f \ ~
~ TBDPSCI BuOK TBAF
—_—
CHZCIZ CeHe THF
o rt,3h Reflux, 18 h rt., 18 h X%
Vanillin 4:85% 5:84% IsoEug : 83%
W (13¢).5 : 76% ®p_(13C)-IsoEug : 48%
Ethyltriphenylphosphonium iodide: 3
PPh, ®
AN — A ©
: CHCl, PPh; |
Etl Reflux, 3 h 3:66%

lodoethane (1 g, 6.40 mmol, 1.1 eq) and triphenylphosphine (1.52 g, 5.79 mmol, 1 eq) were
dissolved in chloroform (6 mL). The resulting mixture was refluxed for 3 h and after this time it
was allowed to reach room temperature. The solvent was evaporated under reduced pressure
and the obtained crude of the reaction was then put in suspension in tetrahydrofuran. The
white solid formed in solution was filtered under vacuum on a sintered funnel to give the pure

product as the filter residue.

Yield and aspect: 66% (based on Etl, 1.76 g, 4.21 mmol), white crystal solid

Formula: CaoHzolP Molar mass: 418.26 g.mol*

CAS: 4736-60-1

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.39 (td, 3 H, 3Jun = 7.4 Hz, 3Jup = 4.3 Hz, CHa), 3.79
(dg, 2 H, 2Jup = 12.8 Hz, 3Jy.n = 7.4 Hz, CHy), 7.66-7.86 (m, 15 H, 3 x Ph)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.0 (d, 2Jp.c = 5.3 Hz, CHs), 17.3 (d, “Jp.c = 51.6 Hz,
CH>), 118.1 (d, Wp.c = 85.9 Hz, 3 X PhgemP), 130.6 (d, 2Jp.c = 12.5 Hz, 6 X PhortnoP), 133.7 (d,
3Jp.c = 9.9 Hz, 6 X PhmeaP),135.1 (d, “Jp.c = 3.0 Hz, 3 X PhparaP)

31p NMR (121 MHz, CDCls) & (ppm): 26.23
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1-(*3C)-Ethyltriphenylphosphonium iodide: (**C)-3

% PPh, #®
Py ©
: CHCl, <PPhy |
Reflux, 3 h
*1.(13c)-Etl H(13¢).3 : 75%

1-(*C)-lodoethane (1 g, 6.37 mmol, 1.1 eq) and triphenylphosphine (1.52 g, 5.79 mmol, 1
eq) were dissolved in chloroform (6 mL). The resulting mixture was refluxed for 3 h and after
this time it was allowed to reach room temperature. The solvent was evaporated under reduced
pressure and the obtained crude of the reaction was put in suspension in tetrahydrofuran. The
white solid formed in solution was filtered under vacuum on a sintered funnel to give the pure

product as the filter residue.

Yield and aspect: 75% (based on 1-(*3C)-Etl, 2.00 g, 4.76 mmol), white crystal solid
Formula: ¥ CCigHzolP Molar mass: 419.04 g.mol*

CAS: 89376-54-5

H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.39 (dtd, 3 H, 2Ju-*c = 20.0 Hz, 3Jy.n = 7.4 Hz, 3Jup = 4.3

Hz, CHs), 3.79 (ddq, 2 H, 1Jn.2c = 133.8 Hz, 2Jup = 12.8 Hz, 3Jun = 7.4 Hz, CH>), 766-7.86 (m,
15 H, 3 x Ph)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.0 (dd, WJc.%c = 32.6 Hz, 2Jp.c = 5.3 Hz, CH3), 17.3 (d,
Jp.c = 51.6 Hz, 3CHy), 118.1 (dd, Jp.c = 85.9 Hz, 2Jc.%c = 1.4 Hz, 3 X PhgemP), 130.6 (d, 2Jp.c
= 12.5 Hz, 6 X PhornoP), 133.7 (d, 3Jp.c = 9.9 Hz, 6 X PhmewaP),135.1 (d, *Jpc = 3.0 Hz, 3 X
PhparaP)

31p NMR (121 MHz, CDCl3) & (ppm): 26.23 (d, 2J:%c.p = 52.08 Hz)

4-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)-3-methoxybenzaldehyde: 4

OH . OTBDPS
o Imidazole o
~ TBDPSCI ~
CH,Cl,
\0 rt.,3h \0
Vanillin 4:85%

To a stirred solution of vanillin (1.52 g, 10 mmol, 1 eq) in dichloromethane (50 mL),
imidazole (1.50 g, 25 mmol, 2.5 eq) and tert-butyldiphenylsilyl chloride (2.9 mL, 11 mmol, 1.1
eq) were successively added under an argon steam at 0 °C. The resulting mixture was stirred
at room temperature for 3 h, then was quenched with water (40 mL). The organic layer was

separated and the aqueous one was extracted with diethyl ether (3 x 60 mL). The combined
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organic layers were dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced
pressure to give the crude product, which was purified by column chromatography on silica gel

(Pentane/Et,0O 9:1) to give the pure product.
Yield and aspect: 85% (3.320 g, 8.5 mmol), colorless oil
Formula: C24H2603Si Molar mass: 390.55 g.mol*

CAS: 69405-03-4
TLC: Rf = 0.85 (Pentane/Et,0O 9:1)

IH NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 1.11 (s, 9 H, (CHs)sCSi), 3.63 (s, 3 H, OCHs), 6.80 (d, 1
H, 3J= 8.5 Hz, 6-CH), 7.18 (dd, 1 H, 3J= 8.5 Hz, J= 2.8 Hz, 5-CH), 7.31 (d, 1 H, 4J= 2.8 Hz, 3-
CH), 7.32-7.43 (M, 6 H, PhorthoparaSi), 7.69-7.73 (M, 4 H, PhmetaSi), 9.84 (s, 1 H, CHO)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 20.1 ((CH3)sCSi), 26.8 ((CH3)sCSi), 53.7 (OCHs), 111.5
(3-C), 119.5 (6-C), 126.3 (5-C), 127.4 (4 C, PhmetaSi), 129.6 (2 C, PhparaSi), 131.2 (4-C), 132.9
(2 C, PhgemSi), 135.4 (4 C, PhortnoSi), 144.7 (2-C), 150.8 (1-C), 191.3 (CHO)

tert-Butyl(2-methoxy-4-(prop-1-en-1-yl)phenoxy)diphenylsilane: 5

OTBDPS

OTBDPS .
~N
o< BuOK
8, 0
PPh, | ot
o Reflux, 18 h X
3 4:85% 5 84%

To a stirred solution of 3 (375 mg, 0.90 mmol, 1.05 eq) in anhydrous benzene (10 mL),
potassium tert-butoxyde (105 mg, 0.95 mmol, 1.1 eq) was added under an argon steam and
refluxed for 1.5 h. Then, mixture was cooled down to 0 °C and 4 (313 mg, 0.85 mmol, 1 eq) in
solution with a little amount of anhydrous benzene was slowly added. The resulting mixture
was refluxed for 18 h before being allowed to reach room temperature. The reaction was
guenched with a saturated agueous solution of ammonium chloride (20 mL) and extracted with
diethyl ether (3 x 30 mL). The combined organic layers were washed with brine (10 mL), dried
over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude product
was purified by column chromatography on silica gel (Pentane/Et,O 95:5) to give the pure

product.
Yield and aspect: 84% (289.4 mg, 0.72 mmol), colorless oil
Formula: C24H300:Si Molar mass: 402.61 g.mol*

CAS: 2289651-73-4
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TLC: Rf = 0.68 (Pentane/Et,O 97:03)

'H NMR (500 MHz, CDClI3) & (ppm): 1.11 (s, 9 H, (CH3)sCSi), 1.89 (dd, 3H,3J =6.9 Hz, 4J =
2.0 Hz, y-CHs) 3.67 (s, 3 H, OCH3), 5.59- 5.69 (m, 1 H, B-CH), 6.23-6.28 (m, 1 H, a-CH), 6.62-
6.71 (m, 3 H, 3-CH + 5-CH + 6-CH), 7.33-7.47 (m, 6 H, PhortnoparaSi), 7.71-7.76 (m, 4 H,
PhmetaSi)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 14.6 (y-CHs), 19.4 ((CH3)sCSi), 26.7 ((CHs)sCSi), 55.7
(OCHs), 111.8 (3-C), 118.9 (6-C), 120.3 (5-C), 124.1 (4 C, PhmewSi), 125.7 (B-3CH), 127.9 (2
C, PhparaSi), 129.6 (d, a-C), 130.1 (4-C), 134.9 (2 C, PhgemSi), 135.3 (4 C, PhortnoSi), 144.8 (1-
C), 146.6 (2-C)

tert-Butyl(2-methoxy-4-(2-(*3C)-prop-1-en-1-yl)phenoxy)diphenylsilane: (**C)-5

OTBDPS °TBD;5
~N
%@ o< BuOK
< SPPh; | CeHe
o Reflux, 18 h X%
* (13¢).3 4 ®(13¢).5 : 76%

To a stirred solution of (**C)-3 (441 mg, 1.05 mmol, 1.05 eq) in anhydrous benzene (10
mL), potassium tert-butoxyde (124 mg, 1.1 mmol, 1.1 eq) was added under an argon steam
and refluxed for 1.5 h. Then, mixture was cool down to 0 °C and 4 (390 mg, 1 mmol, 1 eq) in
solution with a little amount of anhydrous benzene was slowly added. The resulting mixture
was refluxed for 18 hours before being allowed to reach room temperature. The reaction was
then quenched with a saturated aqueous solution of ammonium chloride (20 mL) and extracted
with diethyl ether (3 x 40 mL). The combined organic layers were washed with brine (20 mL),
dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude
product was purified by column chromatography on silica gel (Pentane/Et,O 95:5) to give the

pure product.
Yield and aspect: 76% (308 mg, 0.76 mmol), colorless oil
Formula: ¥CCy3H300,Si Molar mass: 403.60 g.mol*

CAS (3C non-substituted): 2289651-73-4
TLC: Rf = 0.68 (Pentane/Et,O 97:03)

IH NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.11 (s, 9 H, (CH=3)sCSi), 1.89 (dd, 3 H, 3J = 6.9 Hz, 4J =
2.0 Hz, y-CHs) 3.67 (s, 3 H, OCHs), 5.44- 5.84 (m, 1 H, B-13CH), 6.21-6.31 (m, 1 H, a-CH),
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6.62-6.71 (M, 3 H, 3-CH + 5-CH + 6-CH), 7.33-7.47 (M, 6 H, PhorthorparaSi), 7.71-7.76 (m, 4 H,
PhmetaSi)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 14.6 (y-CHa, Wc%c = 43.1 Hz), 19.4 ((CH3)sCSi), 26.7
((CH=)sCSi), 55.7 (OCHs), 111.8 (3-C), 118.9 (6-C), 120.3 (5-C), 124.1 (4 C, PhmeSi), 125.7
(B-3CH), 127.9 (2 C, PhpaaSi), 129.6 (d, Wc%c = 71.3 Hz, a-C), 130.1 (4-C), 134.9 (2 C,
PhgemSi), 135.3 (4 C, PhornoSi), 144.8 (1-C), 146.6 (2-C)

2-Methoxy-4-(prop-1’-en-1’-yl)phenol, Isoeugenol: IsoEug

OTBDPS OH
SN SN
TBAF
THF
N rt, 18 h N
5 IsoEug : 83%

To a solution of 5 (289.4 mg, 0.72 mmol, 1 eq) in anhydrous tetrahydrofuran (6 mL) under
an argon atmosphere, a solution of tetra-n-butylammonium fluoride (1 M in tetrahydrofuran,
1.45 mL, 1.45 mmol, 2 eq.) was added at room temperature. The resulting mixture was stirred
for 18 h and was quenched after this time with a saturated aqueous solution of ammonium
chloride (10 mL). The reaction mixture was extracted with diethyl ether (30 mL) and ethyl
acetate (3 x 30 mL). The combined organic layers were washed with brine (10 mL), dried over
magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude product was

purified by column chromatography on silica gel (Pentane/EtOAc 9:1) to give the pure product.
Yield and aspect: 83% (98.5 mg, 0.6 mmol), colorless to yellowish solid partially oil
Formula: CioH120> Molar mass: 164.2 g.mol*

CAS: 97-54-1
TLC: Rf = 0.36 (Pentane/Et,0 8:2)

IH NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.88 (dd, 3 H,3J = 7.1 Hz, 4J = 1.8 Hz, y-CHs), 3.92 (s, 3
H, OCHs), 6.04-6.11 (m, 1 H, B-CH), 6.29-6.35 (m, 1 H, a-CH), 6.82-6.87 (M, 3 H, Haromatic)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 18.5 (y-CHs), 55.9 (OCHs), 107.9 (3-C), 114.4 (6-C),
119.4 (5-C), 123.6 (B-C) 130.8 (a-C), 130.8 (4-C) , 144.8 (1-C), 146.7 (2-C)
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2-Methoxy-4-(B-(**C)-prop-1’-en-1"-yl)phenol, B-(**C)-Isoeugenol: B-(**C)-IsoEug

OTBDPS OH
o\ o\
TBAF
THF
% rt, 18 h %
R (13¢).5 Kp_(13C)-IsoEug : 48%

To a solution of (*3C)-5 (302.7 mg, 0.75 mmol, 1 eq) in anhydrous tetrahydrofuran (6 mL)
under an argon atmosphere, a solution of tetra-n-butylammonium fluoride (1 M in
tetrahydrofuran, 1.5 mL, 1.5 mmol, 2 eq.) was added at room temperature. The resulting
mixture was stirred for 18 h and was quenched after this time with a saturated aqueous solution
of ammonium chloride (10 mL). The reaction mixture was extracted with diethyl ether (30 mL)
and ethyl acetate (3 x 30 mL). The combined organic layers were washed with brine (10 mL),
dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude
product was purified by column chromatography on silica gel (Pentane/EtOAc 9:1) to give the

pure product.
Yield and aspect: 48% (59.5 mg, 0.36 mmol), colorless to yellowish solid partially oil
Formula: ¥*CCgH1,0: Molar mass: 165.09 g.mol*

CAS (**C non-substituted): 2289651-73-4
TLC: Rf = 0.36 (Pentane/Et,0 8:2)

IH NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.88 (ddd, 3 H, 2345 = 22.0 Hz, 3] = 7.1 Hz, “J = 1.8 Hz,
y-CHa), 3.92 (s, 3 H, OCH3), 5.89-6.262 (m, 1 H, B-1*CH), 6.29-6.35° (m, 1 H, , a-CH), 6.80-
6.87 (m, 3H, Haromatic)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 18.5 (d, 1Jc.c = 44.0 Hz, y-CHs), 55.9 (OCHs), 107.9 (d,
3Jo8c = 4.8 Hz, 3-C), 114.4 (6-C), 119.4 (d, 3Jc%c = 5.2 Hz, 5-C), 123.6 (B-13C), 130.8 (d, ‘Jc.
1c = 72.8 Hz, a-C), 130.8 (4-C) , 144.8 (1-C), 146.7 (2-C)

a Even if it's described as a multiplet, it’s still possible to observe the 1H-12C coupling constant of a
value of 1Ju-%c = 149.0 Hz

b Even if it's described as a multiplet, it's still possible to observe the 1H-13C coupling constant of a
value of 2Ju-%c = 15.7 Hz
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Strategy for the synthesis of 2,6-(*3C)-Eugenol and 2,6-(*3C)-Eugenol through
the 2,6-(*3C)-Guaiacol production

=, N —

OH

THF
Reflux, 18 h ﬁ@ﬁ

Phenol
2,6-('3C)-Phenol

NO,

D K

o O

7:87%
F(13¢),-7 58%

TBDPSCI
Imidazole
CH,Cl,
rt,3h

1:91%

OTBDPS

1) H,S0,
2) H,0,

AcOH o

o
rt,1h ﬁ@OH

8:53%
H(13¢),-8 : 41%

OTBDPS
1) Mg" I, o
ol 2) Allyl-Br
Et,0
rt.,6h

~N

12:14%

(5-Nitro-2-phenoxyphenyl)(phenyl)methanone: 6

NaH

cl o
N| 0,
THF -

Mel
K,CO3

Me,CO
Reflux, 4 h

TBAF

rt,18 h

NO,
5 3
4 6 2 y
3 .
2 >
(o] (o]
g
o o

Reflux, 18 h
m m

Phenol

P
6:87%

NO,

%
¢ N
*

9 : 90%
R(13c),.0 : 78%

OH

Eug : 80%

¢ ‘ - OH
O O Piperidine
o O
*

Reflux, 4 h

Guaiacol : 52%
('3C)-Guaiacol : 47%

OH

PdCl,
MeOH
rt,18h

IsoEug : 68%

Sodium hydride (60% in mineral oil (560 mg,14 mmol, 1.4 eq) was dissolved in dry

tetrahydrofuran (15 mL) under an argon atmosphere after being washed with petroleum ether

to remove grease. A solution of phenol (941 mg, 10 mmol, 1 eq) in dry tetrahydrofuran (10 mL)

was then added dropwise at 0 °C. The resulting mixture allowed to warm up to room

temperature and was stirred for 15 min until the end of gas release. Then 2-chloro-5-

nitrobenzophenone (2.89 g, 11 mmol, 1.1 eq) in solution in dry tetrahydrofuran (10 mL) was

slowly added and the reaction mixture was refluxed for 18 h. The reaction was stopped after

this time with an aqueous solution of sodium hydroxide (1 M, 20 mL). The product was

extracted with dichloromethane (4 x 40 mL). The combined organic layers were washed with

water (2 x 20 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced

pressure to give the pure product.

Yield and aspect: 87% (2.778 g, 8.7 mmol), yellowish oil

Formula: CigH13NO4

CAS: 408337-45-1

Molar mass: 319.32 g.mol*
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TLC: Rf = 0.5 (Pentane/EtOAc 8:2)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 6.92 (d, 1 H, 3J = 9.2 Hz, 3-CH), 6.95-7.03 (m, 2 H, o-
CH), 7.19-7.24 (m, 1 H, p-CH), 7.32-7.41 (m, 2 H, 3'-CH), 7.49 (m, 2 H, m-CH), 7.58-7.66 (m,
1 H, 4-CH), 7.85-7.91 (m, 2 H, 2’-CH), 8.27 (dd,1 H, 3J = 9.2 Hz, 4] = 2.8 Hz, 4-CH) , 8.40 (d,
1H,4)=2.8Hz, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 116.6 (p-C), 120.5 (2 C, 0-C), 125.8 (6-C), 126.1 (1-C),
127.4 (4-C), 128.8 (2 C, m-C), 129.9 (2 C, 3-C), 130.5 (2 C, 2'-C), 130.5 (4’-C), 134.1 (3-C),
136.7 (1'-C), 142.5 (5-C), 154.4 (g-C), 160.8 (2-C), 193.4 (C=0)

(5-Nitro-2-(2,6-(**C)-phenoxy)phenyl)(phenyl)methanone: (**C).-6

NaH

Cl O
N
O O 5 02 3
OH 4 6 2 4'
* w > 3 3
THF 2 z
o] o
Reflux, 18 h % 9 &
o o
m m

P
2,6-(13C)-phénol K (13¢),.6 : 58%

*

Sodium hydride (60% in mineral oil (88 mg, 2.2 mmol, 1.4 eq) was dissolved in dry
tetrahydrofuran (5 mL) under an argon atmosphere after being washed with petroleum ether
to remove grease. A solution of phenol (150 mg, 1.56 mmol, 1 eq) in dry tetrahydrofuran (2
mL) was then added dropwise at 0 °C. The resulting mixture allowed to warm up to room
temperature and was stirred for 15 min until the end of gas release. Then 2-chloro-5-
nitrobenzophenone (449 mg, 1.7 mmol, 1.1 eq) in solution in dry tetrahydrofuran (2 mL) was
slowly added and the reaction mixture was refluxed for 18 h. The reaction was stopped after
this time with an aqueous solution of sodium hydroxide (1 M, 5 mL). The product was extracted
with dichloromethane (4 x 20 mL). The combined organic layers were washed with water (2 x
10 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure to

give the pure product.
Yield and aspect: 58% (306 mg, 0.9 mmol), yellowish oil
Formula: ¥*C,C17H13NO4 Molar mass: 321.30 g.mol?

CAS (3C non-substituted): 408337-45-1

TLC: Rf = 0.5 (Pentane/EtOAcC 8:2)
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IH NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 6.92 (d, 1 H, 3J = 9.2 Hz, 3-CH), 6.80-7.182 (m, 2 H, o-
CH), 7.19-7.24 (m, 1 H, p-CH), 7.32-7.41 (m, 2 H, 3'-CH), 7.33-7.52° (m, 2 H, m-CH), 7.58-
7.66 (m, 1 H, 4-CH), 7.85-7.91 (m, 2 H, 2"-CH), 8.27 (dd,1 H, 3J = 9.2 Hz, 4J = 2.8 Hz, 4-CH)
,8.40 (d, 1 H, 4J = 2.8 Hz, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 116.6 (bs, p-C), 120.5 (2 C, 0-C), 125.8 (6-C), 126.1 (1-
C), 127.4 (4-C), 128.8 (d, 2 C, Yc.%c = 142.4 Hz, m-C), 129.9 (2 C, 3'-C), 130.5 (2 C, 2’-C),
130.5 (4-C), 134.1 (3-C), 136.7 (1-C), 142.5 (5-C), 154.4 (t, *Jc.5c = 74.24 Hz, g-C), 160.8 (2-
C), 193.4 (C=0)

(2-(2-Hydroxyphenoxy)-5-nitrophenyl)(phenyl)methanone: 7

NO, NO,
5 3
O O 1) H,SO, 46 2'4-
2) H,0, 3 (> 3
—_— 2 2
o (o] AcOH (o] o
rt,1h f > OH
b
e (4
d
6 7:53%

After 6 (1.628 g, 5 mmol, 1 eq) was totally dissolved in sulfuric acid (6 mL), the solution
was diluted with glacial acetic acid (20 mL). The resulting mixture was vigorously stirred for 15
min and hydrogen peroxide (50%, 3.1 mL, 55 mmol, 11 eq) was added dropwise at room
temperature. The reaction was stirred for 1 h at room temperature then poured onto ice (750
g) to give a precipitate filtered under vaccum and washed thoroughly with cold water. The filter
residue was totally dissolved in ethyl acetate and the agueous filtered solution was extracted
with ethyl acetate (2 x 200 mL). The combined organic solutions were washed with brine (100
mL), dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure to give

the pure product.
Yield and aspect: 87% (2.778 g, 8.7 mmol), yellowish oil
Formula: CigH13NOs Molar mass: 335.32 g.mol*

CAS: 408337-55-3

TLC: Rf = 0.29 (Pentane/EtOAc 8:2)

a Even if it's described as a multiplet, it’s still possible to observe the 1H-12C coupling constant of a
value of 1Ju-%c = 159.0 Hz

b Even if it's described as a multiplet, it's still possible to observe the 1H-13C coupling constant of a
value of 2Ju-%c = 67.1 Hz
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IH NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 6.93 (tt,1 H, 3J = 7.7 Hz, 4J = 1.6 Hz, 4-CH), 7.15 (dd, 1
H, 3J = 8.5 Hz, “J = 1.6 Hz, f-CH), 7.16-7.21 (m, 3 H, c-CH + d-CH + e-CH), 7.55-7.61 (m, 3 H,
-CH + 3'-CH), 7.70-7.76 (m, 1 H, OH), 7.97 (dd, 2 H, 3J = 8.4 Hz, “J = 1.4 Hz, 2-CH), 8.30 (dd,
1H, 3 =9.1Hz, 4 =2.8Hz, 4-CH), 8.34 (d, 1 H, J = 2.8 Hz, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 117.3 (d-C), 118.4 (c-C), 120.4 (f-C), 122.5 (e-C), 126.1
(1-C), 127.7 (3-C), 128.0 (4-C), 129.2 (4-C), 129.2 (2 C, 3-C), 130.7 (2 C, 2'-C), 134.9 (3-C),
141.8 (1'-C), 142.4 (5-C), 149.0 (b-C), 155.8 (a-C), 160.3 (2-C), 191.2 (C=0)

(2-(2-Hydroxy-2,6-(**C)-phenoxy)-5-nitrophenyl)(phenyl)methanone: (*3C).-7

NO,
5 ¥

1) H,SO, O 6 2 O Y

2)H202 { 3
2 -

AcOH

rt,1h ﬁOH
e c

d
* (13¢),.6 H(13C),-7 : 41%

After (**C),-6 (306 mg, 0.9 mmol, 1 eq) was totally dissolved in sulfuric acid (1 mL), the
solution was diluted with glacial acetic acid (5 mL). The resulting mixture was vigorously stirred
for 15 min and hydrogen peroxide (50%, 0.6 mL, 9.9 mmol, 11 eq) was added dropwise at
room temperature. The reaction was stirred for 1 h at room temperature then poured onto ice
(150 g) to give a precipitate filtered under vacuum and washed thoroughly with cold water. The
filter residue was totally dissolved in ethyl acetate and the aqueous filtered solution was
extracted with ethyl acetate (2 x 50 mL). The combined organic solutions were washed with
brine (20 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced

pressure to give the pure product.
Yield and aspect: 41% (125.4 mg, 0.37 mmol), yellowish oil
Formula: **C,C17H13NOs Molar mass: 337.30 g.mol*

CAS (3C non-substituted): 408337-55-3
TLC: Rf = 0.29 (Pentane/EtOAc 8:2)

IH NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 6.93 (it,1 H, 3 = 7.7 Hz, 4J = 1.6 Hz, 4-CH), 7.15% (m, 1
H, nxc = 159.1 Hz, f-CH), 7.01-7.27 (m, 3 H, c-CH + d-CH + e-CH), 7.55-7.61 (m, 3 H, -CH

a Even if it's described as a multiplet, it’s still possible to read the *H-13C coupling constant of a value
of 1Jn3c=159.1 Hz
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+ 3'-CH), 7.70-7.76 (m, 1 H, OH), 7.97 (dd, 2 H, 3J = 8.4 Hz, *J = 1.4 Hz, 2'-CH), 8.30 (dd, 1
H, 3J = 9.1 Hz, 4J = 2.8 Hz, 4-CH), 8.34 (d, 1 H, 4J = 2.8 Hz, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 117.3 (d-C), 118.4 (dd, e8¢ = 69.1 Hz 3Jc.fc = 4.9 Hz,
c-C), 120.4 (dd, , Ycc = 56.1 Hz ,3Jc5c = 6.2 Hz, e-C), 122.5 (d, 2Jc8c = 5.8 Hz, f-C), 126.1
(1-C), 127.7 (3-C), 128.0 (4-C), 129.2 (4-C), 129.2 (2 C, 3-C), 130.7 (2 C, 2'-C), 134.9 (3-C),
141.8 (1"-C), 142.4 (5-C), 149.0 (d, 2Jc*c = 5.8 Hz, b-C), 155.8 (a-C), 160.3 (2-C), 191.2 (C=0)

(2-(2-Methoxyphenoxy)-5-nitrophenyl)(phenyl)methanone: 8

NO, NO,
5 3
Mel 4 6 2 4
K,CO4 s 1 5
—_— 2 2
0o o Me,CO 0 o
OH Reflux,4h > O
e c
7 78:90%

To a solution of 7 (680 mg, 1.8 mmol, 1 eq) and potassium carbonate (746 mg, 5.4 mmol,
3 eq) in acetone (20 mL) at room temperature, methyl iodide was added (336 uL, 5.4 mmol, 3
eq). The resulting mixture was stirred at reflux temperature for 4 h. The solvent was evaporated
under reduced pressure. The resulting oil was dissolved in dichloromethane (30 mL) and water
(30 mL). The aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 40 mL). The combined
organic layers were washed with brine (20 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and

concentrated under reduced pressure to give the pure product.
Yield and aspect: 90% (566 mg, 1.62 mmol), yellowish oil
Formula: CH1sNOs Molar mass: 349.34 g.mL*

CAS: 53379-81-0
TLC: Rf = 0.39 (Pentane/EtOAc 8:2)

IH NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 3.71 (s, 3 H, OCHs), 6.71 (d, 1 H, 3J = 9.2 Hz, 3-CH),
6.78-7.22 (M, 4 H, c-CH + e-CH + d-CH + f-CH +), 7.48 (m, 2 H, 3'-CH), 7.58-7.63 (m, 1 H, 4'-
CH), 7.95 (dd, 3J = 7.0 Hz, “J = 1.9 Hz, 2 H, 2'-CH), 8.21 (dd, 1 H, 3] = 9.2 Hz, 4] = 2.8 Hz, 4-
CH), 8.37 (d, 1 H, 4J = 2.8 Hz, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 55.8 (OCHs), 106.1 (3-C), 113.1 (c-C), 114.8 (4-C), 121.4
(d-C), 122.8 (f-C), 126.0 (5-C), 127.3 (e-C), 128.6 (2 C, 3'-C), 129.3 (2 C, 1-C + 6-C), 130.3 (2
C, 2-C), 134.0 (4’-C), 136.7 (a-C), 137.6 (1'-C), 141.8 (a-C), 151.3 (b-C), 160.8 (2-C), 193.6
(C=0)
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(2-(2-Methoxy-2,6-(**C)-phenoxy)-5-nitrophenyl)(phenyl)methanone and (2-(2-Methoxy-
1,3-(*3C)-phenoxy)-5-nitrophenyl)(phenyl)methanone: (**C),-8

NO
5No2 . a2 "
NO, 4 6 2 @ 44'
|s1 13' L
3 3 3 ¥
O O Mel > 3, Y Y
K,CO3 o O o O
_—_— a ﬁ ﬁa fo)
o o0 Me,CO fr 0N f 7N
¥ OH Reflux, 4 h R c e o
d d
- —
g

W 130y,
(7€) K(13¢),-8 : 78%

To a solution of (*3C).-7 (125.4 mg, 0.37 mmol, 1 eq) and potassium carbonate (152 mg,
1.1 mmol, 3 eq) in acetone (5 mL) at room temperature, methyl iodide was added (69 L, 1.1
mmol, 3 eq). The resulting mixture was stirred at reflux temperature for 4 h. The solvent was
evaporated under reduced pressure. The resulting oil was dissolved in dichloromethane (30
mL) and water (30 mL). The aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 40 mL).
The combined organic layers were washed with brine (20 mL), dried over magnesium sulfate,
filtered and concentrated under reduced pressure to give the pure product.

Yield and aspect: 78% (100.7 mg, 0.29 mmol), yellowish oil
Formula: *C,C1gH15sNOs Molar mass: 351.33 g.mol*

CAS (33C non-substituted): 53379-81-0
TLC: Rf = 0.39 (Pentane/EtOAc 8:2)

IH NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 3.71 (s, 3 H, OCHs), 6.71 (d, 1 H, 3J = 9.2 Hz, 3-CH),
6.78-7.22 (M, 4 H, c-CH + e-CH + d-CH + f-CH +), 7.48 (m, 2 H, 3'-CH), 7.58-7.63 (m, 1 H, 4'-
CH), 7.95 (dd, 3J = 7.0 Hz, “J = 1.9 Hz, 2 H, 2'-CH), 8.21 (dd, 1 H, 3] = 9.2 Hz, 4] = 2.8 Hz, 4-
CH), 8.37 (d, 1 H, 4J = 2.8 Hz, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 55.8 (OCHs3), 106.1 (3-C), 113.1 (d, 2Jc.#c = 5.4 Hz, c-
C), 114.8 (4-C), 121.42 (d + t, d-C), 122.8 (d, 2Jc.c = 6.5 Hz, f-C), 126.0 (5-C), 127.3° (d + bs,
e-C), 128.6 (2 C, 3--C), 129.3 (2 C, 1-C + 6-C), 130.3 (2 C, 2"-C), 134.0 (4'-C), 136.7 (a-C),

a For this ¥C-NMR spectrum, the signal corresponding to the carbon “d-C” from the mixture of
isotopomers (*3C).-8 shows a doublet (d, 1Jc-*c = 57.1 Hz) corresponding to the isotopomer with 13C in
positions a and c, and a pseudo-triplet (t, 2Jc*c = 2.0 Hz) corresponding to the isotopomer with 13C in
positions b and f.

b For this 13C-NMR spectrum, the signal corresponding to the carbon “e-C” from the mixture of
isotopomers (*3C).-8 shows a doublet (d, 1Jc-*c = 58.3 Hz) corresponding to the isotopomer with 13C in
positions b and f, and a broad singlet (bs) corresponding to the isotopomer with 13C in positions a and
c.
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137.6 (1'-C), 141.8 (d, 2Jc*c = 5.4 Hz, a-C), 151.3 (d, 2Jc.2c = 6.5 Hz, b-C), 160.8 (2-C), 193.6
(C=0)

2-Methoxyphenol, Guaiacol

O O Piperidine OH
1 idi
_— o
o O Reflux, 4 h

8 Guaiacol : 52%

Compound 8 (630 mg, 1.8 mmol, 1 eq) was dissolved in freshly distilled piperidine (9 mL)
under an argon atmosphere and the solution was refluxed for 4 h. The resulting mixture was
allowed to reach room temperature and was diluted in dichloromethane (30 mL) then was
cooled at 0 °C to add hydrochloric acid (2 M, 120 mL) dropwise. The aqueous layer was
extracted with a mixture of dichloromethane/ethyl acetate (5 x 30:30 mL). The combined
organic layers were dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced
pressure. The crude product was purified by column chromatography on silica gel

(Pentane/Et,0O 85:15) to give the pure product.
Yield and aspect: 52% (116.7 mg, 0.94 mmol), brown-yellowish oil
Formula: C;HsO> Molar mass: 124.14 g.mol*

CAS : 90-05-1
TLC: Rf = 0.45 (Pentane/EtOAc 9:1) / 0.67 (Pentane/Et,0O 8:2)

IH NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 3.89 (s, 3 H, OCHs), 5.60 (bs, 1 H, OH), 6.84-6.89 (m, 3
H, 3-CH + 4-CH + 5-CH), 6.94-6.91 (m, 1 H, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 56.0 (OCHs), 11.8 (3-C), 114.6 (6-C), 120.1 (4-C), 121.6
(5-C), 145.8 (1-C), 146.7 (2-C)
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2,6-(*3C)-2-Methoxyphenol and 1,3-(*3C)-2-Methoxyphenol, 2,6-(**C)-Guaiacol and 1,3-

(3C)-Guaiacol: (**C)-Guaiacol

NO,
OH OH
O O Piperidine ﬁ@«o\ 2 N
_— +
o O Reflux, 4 h Ei ¥
* NG
ﬁj/ 2,6-('3C)-Guaiacol  1,3-('3C)-Guaiacol
- —
I g
ﬁ(nc)z's ﬁ(”C)-Guaiacol 1 47%

Compound 8 (100.7 mg, 0.29 mmol, 1 eq) was dissolved in freshly distilled piperidine (2
mL) under an argon atmosphere and the solution was refluxed for 4 h. The resulting mixture
was allowed to reach room temperature and was diluted in dichloromethane (8 mL) then was
cooled at 0 °C to add hydrochloric acid (2 M, 40 mL) dropwise. The aqueous layer was
extracted with a mixture of dichloromethane/ethyl acetate (5 x 30:30 mL). The combined
organic layers were dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced
pressure. The crude product was purified by column chromatography on silica gel

(Pentane/Et,0O 85:15) to give the pure product.
Yield and aspect: 47% (17 mg, 0.13 mmol), brown-yellowish oil
Formula: ¥C,CsHsO; Molar mass: 126.12 g.mol*

CAS (3C non-substituted): 90-05-1

TLC: Rf = 0.45 (Pentane/EtOAc 9:1) / 0.67 (Pentane/Et,0O 8:2)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 3.89 (s, 3 H, OCHg), 5.60 (br s, 1 H, OH), 6.84-6.89 (m,
3 H, 3-CH + 4-CH + 5-CH), 6.94-6.91 (m, 1 H, 6-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 56.0 (OCHs), 110.8 (d, 2Jc%c = 4.8 Hz, 3-C), 114.6 (d,
2Jc%c = 5.8 Hz, 6-C), 120.1% (s + dd, 4-C), 121.6° (s + dd, 5-C), 145.8 (3Jc%c = 4.8 Hz, 1-C),
146.7 (JJcc = 5.8 Hz, 2-C)

a For this ¥C-NMR spectrum, the signal corresponding to the carbon “4-C” from the mixture of
isotopomers (*3C)-Guaiacol shows a doublet of doublet (d, *Jc*c = 58.1 Hz, 3Jcc = 7.2 Hz)
corresponding to the isotopomer with 13C in positions 1-C and 3-C, and a broad singlet (br s)
corresponding to the isotopomer with 13C in positions 2-C and 6-C.

b For this 13C-NMR spectrum, the signal corresponding to the carbon “5-C” from the mixture of
isotopomers (*3*C)-Guaiacol shows a doublet of doublet (dd, Jc*c = 57.4 Hz, 3Jcc = 7.2 Hz)
corresponding to the isotopomer with 13C in positions 2-C and 6-C and a broad singlet (br s)
corresponding to the isotopomer with 3C in positions 1-C and 3-C.
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4-Bromo-2-methoxyphenol: 9

oH OH
(0}
NBS ~
0\ —_—
MeCN
ta,2h Br
Gaia 9:79%

To a solution of guaiacol (1.241 g, 10 mmol, 1 eq) at 0 °C in anhydrous acetonitrile (100
mL), N-bromosuccinimide was added under an argon steam. After stirring for 1.5 h at 0 °C, the
mixture was allowed to slowly reach room temperature in 30 min and the reaction was
guenched with a saturated aqueous solution of sodium thiosulfate (100 mL). The organic layers
were collected and the aqueous one was extracted with ethyl acetate (3 x 120 mL). The
combined organic layers were washed with brine (100 mL), dried over magnesium sulfate,
filtered and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by column

chromatography on silica gel (Pentane/EtOAc 9:1) to give the pure product.
Yield and aspect: 79% (1.604 g, 7.9 mmol), yellowish brownish oil
Formula: C7H7BrO- Molar mass: 203.04 g.mol*

CAS: 7368-78-7
TLC: Rf = 0.32 (Pentane/EtOAc 9:1)

IH NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 3.81 (s, 3 H, OCHs), 5.65 (bs, 1 H, OH), 6.80 (d,1 H, 3J
= 8.3 Hz, 6-CH), 6.94-6.98 (m, 1 H, 5-CH), 6.99 (d, 1 H, 4J = 2.1 Hz, 3-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 56.2 (OCHs), 111.6 (3-C), 114.2 (4-C), 115.8 (6-C), 124.2
(5-C), 144.9 (1-C), 147.3 (2-C)

(4-Bromo-2-methoxyphenoxy)(tert-butyl)diphenylsilane: 10

OH TBDPSCI OTBDPS
0\ Imidazole O\
_—
CH,Cl,
Br ta,3h Br
9 10 : 91%

To a stirred solution of 9 (912.6 mg, 4.5 mmol, 1 eq) in dichloromethane (10 mL), imidazole
(811 mg, 13.5 mmol, 3 eq) and tert-butyldiphenylsilyl chloride (1.75 mL, 6.75 mmol, 1.5 eq)
were successively added under an argon atmosphere at 0 °C. The resulting mixture was stirred

at room temperature for 3 h, then was quenched with water (10 mL). The organic layer was
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separated and the aqueous one was extracted with diethyl ether (3 x 15 mL). The combined
organic layers were dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced
pressure to give the crude product which was purified by column chromatography on silica gel

(Pentane/Et,O 95:05) to give the pure product.
Yield and aspect: 91% (1.810 g, 4.1 mmol), yellowish oil
Formula: Cu3H2sBrOsSi Molar mass: 441.43 g.mol*

CAS: 431879-38-8
TLC: Rf = 0.88 (Pentane/Et,O 95:05)

IH NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 1.15 (s, 9 H, (CHs)sCSi), 3.55 (s, 3 H, OCHs), 6.55 (d,1
H, 3J = 8.5 Hz, 6-CH), 6.74 (dd, 1 H, 3J = 8.5 Hz, *J = 2.4 Hz, 5-CH), 6.85 (d, 1 H, 2J = 2.1 Hz,
3‘CH), 730‘745 (m, 6 H, Phortho/paraSi), 767‘769 (m, 4 H, thetaSi)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 19.9 ((CHs)sCSi), 26.8 ((CHs)sCSi), 55.6 (OCHs), 113.3
(4-C), 115.6 (3-C), 121.3 (6-C), 123.5 (5-C), 127.7 (4 C, Phme:aSi), 129.7 (2 C, PhparaSi), 133.3
(2 C, PhgemSi), 135.5 (4 C, PhortnoSi), 144.5 (1-C), 151.3 (2-C)

(4-Allyl-2-methoxyphenoxy)(tert-butyl)diphenylsilane: 11

OTBDPS
OTBDPS 1) Mg% 1, o
o ~
~ 2) Allyl-Br
Et,0
Br ta,6h

10 1 :14%

To an anhydrous solution of magnesium (30 mg, 1.2 mmol, 1.2 eq) and a small amount of
iodine in diethyl ether (10 mL) under an argon atmosphere, 10 (441 mg, 1 mmol, 1 eq) was
slowly added (heating the solution to reflux). The resulting mixture was stirred for 1 h, then allyl
bromide (105 uL, 1.2 mmol, 1.2 eq) was slowly added at 0 °C. Then, the reaction mixture was
allowed to reach room temperature and stirred for 5 h before being stopped by adding slowly
water (10 mL). The agueous layer was extracted with diethyl ether (3 x 20 mL) and combined
organic layers were washed with brine, dried over magnesium sulfate, filtered and
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by column

chromatography on silica gel (Pentane/Et,O 95:05) to give the pure product.
Yield and aspect: 14% (56 mg, 0.14 mmol), yellowish oil

Formula: Cz6H3002Si Molar mass: 402.2 g.mol*
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CAS: 142876-79-7
TLC: Rf = 0.71 (Pentane/Et,O 97:03)

IH NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 1.13 (s, 9 H, (CHs)sCSi), 3.25 (d, 2 H, 3J = 6.2 Hz, o-
CH2), 3.55 (s, 3 H, OCHs3), 4.96-5.03 (m, 2 H, y-CH>), 5.84- 5.98 (m, 1 H, B-CH), 6.45 (dd, 1 H,
3] = 8.0 Hz, 4J = 2.1 Hz, 5-CH), 6.59 (d, 1 H, 4 = 2.1 Hz, 3-CH), 6.63 (d, 1 H, 3J = 8.0 Hz, 6-
CH), 7.30-7.45 (M, 6 H, PhorthorparaSi), 7.70-7.74 (M, 4 H, PhpetaSi)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 19.9 ((CH3)sCSi), 26.9 ((CHs)sCSi), 55.5 (OCHs), 113.1
(3-C),115.4 (a-CHy), 116.1 (y-CHz), 119.9 (6-C), 120.3 (5-C), 127.5 (4 C, PhmetaSi), 129.6 (2
C, PhparaSi), 133.1 (4-C), 133.8 (2 C, PhgemSi), 135.4 (4 C, PhornoSi), 138.1 (1-C),138.1 (B-
CH), 150.1 (2-C)

4-Allyl-2-methoxyphenol, Eugenol: Eug

OTBDPS OH

ol

TBAF

t.a., 18 h
1 Eug : 80%

To a solution of 11 (289.4 mg, 0.72 mmol, 1 eq) in anhydrous tetrahydrofuran (6 mL) under
an argon atmosphere, a solution of tetra-n-butylammonium fluoride (1 M in tetrahydrofuran,
1.45 mL, 1.45 mmol, 2 eq) was added at room temperature. The resulting mixture was stirred
for 18 h and was quenched with a saturated aqueous solution of ammonium chloride (10 mL).
The reaction mixture was extracted with diethyl ether (30 mL) and ethyl acetate (3 x 30 mL).
The combined organic layers were washed with brine (10 mL), dried over magnesium sulfate,
filtered and concentrated under reduced pressure. Crude product was purified by column

chromatography on silica gel (Pentane/EtOAc 9:1) to give the pure product.
Yield and aspect: 80% (94.6 mg, 0.58 mmol), yellowish oil
Formula: C10H120: MW: 164.2 g.mol*

CAS: 97-53-0
TLC: Rf = 0.27 (Pentane/EtOAc 9:1)

IH NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 3.33 (d, 2 H, 3] = 6.7 Hz, a-CH.), 3.88 (s, 3 H, OCHs),
5.02-5.12 (m, 2 H, y-CH,), 5.51 (s, 1 H, OH), 5.91-6.02 (m, 1 H, B-CH), 6.66-6.71 (m, 2 H, 3-
CH + 5-CH), 6.83-6.86 (m, 1 H, 6-CH)
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13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 39.9 (a-C), 55.9 (OCHa), 111.1 (y-C), 114.2 (3-C), 115.6
(6-C), 121.2 (5-C), 131.9 (4-C), 137.9 (B-C), 143.9 (1-C), 146.4 (2-C)

Strategy for the synthesis of 2,6-(*3C)-Eugenol and 2,6-(*3C)-Eugenol through

the 2,6-(*3C)-Guaiacol production

fl\//ro

(o)

Pyromeconic acid

OTBDPS
0.
LiAIH, ~
THF
rt,2h OH

14 :99%

Mel
K,CO;

Me,CO
Reflux, 4 h

PBrj
CH,CI,
0°C,2h

0
o\
| |

(0)

12:99%

OTBDPS

ol

Br

15:99%

3-Methoxy-4H-pyran-4-one: 12

o o

1
) )OJJ\/ILCL‘BUOK
uW (120 °C, 200 w), 30 min OH
2) HCI, uW (120 °c, 200 w), 10 min SN
‘BuOH L
O o
Ethyl vanillate : 79%
OTBDPS
Mg“
TBAF
rt,2h rt., 18 h
11 :52%
o Mel fo)
K,CO;
o 0\
| Me,CO | |
o Reflux, 4 h 0
Pyromeconic acid 12 : 99%

Imidazole
TBDPSCI

CH,ClI,
rt., 3h

OH

Eug : 80%

OTBDPS

ol

L

13:81%

0~ S0

OH

PdCl,
MeOH
rt., 18 h

IsoEug : 68%

To a solution of pyromeconic acid (1.121 g, 10 mmol, 1 eq) and potassium carbonate

(4.146 g, 30 mmol, 3 eq) in acetone (60 mL) at room temperature, methyl iodide was added

(2.9 mL, 30 mmol, 3 eq). The resulting mixture was stirred at reflux temperature for 4 h.

Acetone was evaporated under reduced pressure. The resulting oil was dissolved in

dichloromethane (100 mL) and water (100 mL). The aqueous layer was extracted with

dichloromethane (3 x 100 mL). The combined organic layers were washed with brine (50 mL),

dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure to give the

pure product.

Yield and aspect: 99% (1.249 g, 9.9 mmol), colorless oil

Formula: CsHeO3

CAS: 1193-64-2

TLC: Rf = 0.6 (Pentane/Et,0 8:2)

Molar mass: 126.11 g.mol*
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IH NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 3.78 (s, 3 H, OCHs), 6.43 (d, 1 H, 3J = 5.6 Hz, 6-CH),
7.58 (s, 1 H, 3-CH), 7.72 (d, 1 H, 3J = 5.6 Hz, 5-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 56.5 (OCHs), 116.2 (3-C), 136.3 (6-C), 149.7 (2-C), 154.6
(5-C), 173.7 (1-C)

Ethyl 4-hydroxy-3-methoxybenzoate: Ethyl vanillate

O O
1
) )OJI\/[L(L'BUOK
o uW (120 °c, 200 W), 30 min OH
o 2) HCI, pW (120 °c, 200 W), 10 min O\
~ >

|| ‘BuOH

o §

0~ N0
12 Ethyl vanillate : 79%

A microwave vial was charged under an argon atmosphere with 12 (126 mg, 1 mmol, 1
eq), dry potassium tert-butoxide (124 mg, 1.1 mmol, 1.1 eq) in tert-butanol (3 mL) and diethyl
malonate (176 mg, 1.1 mmol, 1.1 eq). The resulting mixture was irradiated with microwaves at
120 °C and held for 30 min, then an agueous solution of hydrochloric acid (1 M, 3 mL, 3 mmol,
3 eq.) was added and the solution was re-irradiated with microwaves at 120 °C held for 10 min.
The tert-butanol was then removed under reduced pressure and the aqueous mixture was
diluted with water (5 mL) and extracted with diethyl ether (3 x 20 mL). The combined organic
layers were washed with water (2 x 10 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by column

chromatography on silica gel (Pentane/Et,O 8:2) to give the pure product.
Yield and aspect: 79% (155 mg, 0.79 mmol), viscous solid
Formula: C1oH1204 Molar mass: 196.20 g.mol*

CAS: 617-05-0
TLC: Rf = 0.49 (Pentane/Et,0 9:1)

1H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.38 (t, 3 H, 3J = 7.4 Hz, CHsCH-0), 3.93 (s, 3 H, CH:0),
4.35 (g, 2 H, 3J = 7.4 Hz, CHsCH:0), 6.94 (d, 1 H, J = 2.2 Hz, 3-CH), 7.55 (d, 1 H, 3J = 8.1
Hz, 6-CH), 7.63 (dd, 1 H, 3J = 8.1 Hz, J = 2.2 Hz, 5-CH)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 14.4 (CHsCH-0), 56.0 (OCHs), 60.8 (CHsCH,0), 111.9
(3-C), 114.3 (6-C), 122.6 (4-C), 124.2 (5-C), 146.4 (2-C), 150.2 (1-C), 166.6 (CO.EY)
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Ethyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-3-methoxybenzoate: 13

OH OTBDPS
o Imidazole
~ TBDPSCI
L CHZCIz L
oo rt,3h
Ethyl vanillate 13:81%

To a stirred solution of ethyl vanillate (1.522 g, 10 mmol, 1 eq) in dichloromethane (20 mL),
imidazole (1.802 g, 30 mmol, 3 eq) and tert-butyldiphenylsilyl chloride (3.9 mL, 15 mmol, 1.5
eg. were successively added under an argon atmosphere at 0 °C. The resulting mixture was
stirred at room temperature for 3 h, then was quenched with water (30 mL). The organic layer
was separated and the agueous one was extracted with diethyl ether (3 x 50 mL). The
combined organic layers were dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under
reduced pressure to give the crude product. The crude product was purified by column

chromatography on silica gel (Pentane/Et,O 98:02) to give the pure product.

Yield and aspect: 81% (3.520 g, 8.1 mmol), colorless oil

Formula: CzsH3004Si Molar mass: 434.61 g.mol*

TLC: Rf = 0.92 (Pentane/Et,0O 98:02)

H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 1.12 (s, 9 H, (CH3)sCSi), 1.34 (t, 3 H, 3J = 7.0 Hz,
CHsCH,0), 3.61 (s, 3 H, CHs0), 4.31 (q, 2 H, 3J = 7.0 Hz, CHsCH,0), 6.71 (d, 1 H, 3J = 8.2

Hz, 6-CH), 7.30-7.41 (m, 7 H, ArSi + 5-CH), 7.45 (d, 1 H, J = 1.9 Hz, 3-CH), 6.68-7.72 (m, 4
H, PhmetaSi)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 14.3 ((CHs)sCSi), 19.8 (CHsCH-0), 26.4 ((CHs)sCSi),
55.3 (OCHs), 65.8 (CHsCH,0), 112.9 (3-C), 119.6 (6-C), 123.0 (5-C), 123.8 (4-C), 129.7 (4 C,
PhimetaSi), 132.9 (2 C, PhyaraSi), 133.7 (2 C, PhgemSi), 135.1 (4 C, PhornoSi), 149.2 (1-C), 150.2
(2-C), 166.4 (COOEY)

(4-((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)-3-methoxyphenyl)methanol: 14

OTBDPS OTBDPS
(o] (o]
~ LiAlH, ~
L THF
0 0 rt.,2h OH
13 14:99%

To an anhydrous solution of lithium aluminum hydride (380 mg, 10 mmol, 1 eq) in

tetrahydrofuran (15 mL) at O °C under an inert atmosphere, 13 (2.825 g, 6.6 mmol, 1 eq) in
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solution in anhydrous tetrahydrofuran (15 mL) was slowly added. The resulting mixture was
stirred for 2 h being allowed to reach room temperature. The reaction was quenched slowly at
0 °C with a saturated aqueous solution of ammonium chloride (30 mL), then an aqueous
solution of sodium hydroxide (4 M, 20 mL) and a saturated solution of Rochelle’s salt (50 mL)
were added. The resulting mixture was stirred at room temperature for 3 h and the product
was extracted with diethyl ether (2 x 150 mL) and ethyl acetate (150 mL). The combined
organic layers were washed with brine (50 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and

concentrated to give the pure product.
Yield and aspect: 99% (3.886 g, 9.9 mmol), colorless to yellowish olil
Formula: Ca4H2503Si Molar mass: 392.57 g.mol*

CAS: 1497396-45-8
TLC: Rf = Rf = 0.81 (Pentane/Et,O 95:05)

IH NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.11 (s, 9 H, (CH3)sCSi), 3.59 (s, 3 H, CHz0), 4.54 (s, 2
H, ArCH,OH), 6.64 (dd, 1 H, 3J = 8.1Hz, 4J = 1.9 Hz, 5-CH), 6.67 (d, 3J = 8.1 Hz, 6-CH), 6.81
(d, 1 H, 4 = 1.9 Hz, 3-CH), 7.31-7.42 (M, 6 H, PhorthoparaSi), 7.68-7.73 (M, 4 H, PhmetaSi)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 14.3 ((CHs)sCSi), 26.7 ((CHs)sCSi), 55.6 (OCHs), 65.5
(ArCH,OH), 111.5 (3-C), 119.4 (6-C), 120.0 (5-C),127.6 (4 C, PhmetaSi), 129.7 (2 C, PhparaSi),
133.7 (2 C, PhgemSi), 134.3 (4-C), 135.7 (4 C, PhortnoSi), 144.7 (1-C), 150.7 (2-C)

(4-(Bromomethyl)-2-methoxyphenoxy)(tert-butyl)diphenylsilane: 15

OTBDPS OTBDPS
(0} (0}
~ PBr; ~
CH,CI,
OH 0°C,2h Br
14 15:99%

To a solution of 14 (432 mg, 1.1 mmol, 1 eq) in dichloromethane (5 mL) at 0 °C under an
argon atmosphere, phosphorus tribromide (105 L, 1.1 mmol, 1 eq) was added. The resulting
mixture was stirred at 0 °C for 2 h, then was quenched with a saturated aqueous solution of
sodium bicarbonate (5 mL) added dropwise. The resulting mixture was extracted with
dichloromethane (3 x 15 mL). The combined organic layers were washed with water (10 mL)
and brine (5 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced

pressure to give the pure product.

Yield and aspect: 99% (496.5 mg, 1.09 mmol), yellowish oil
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Formula: C4H27BrO,Si Molar mass: 455.47 g.mol*

CAS: 2295698-38-1
TLC: Rf = 0.88 (Pentane/Et,O 95:05)

IH NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 1.11 (s, 9 H, (CH3)sCSi), 3.57 (s, 3 H, CH30), 4.41 (s, 2
H, ArCH.Br), 6.62 (d, 3] = 8.1 Hz, 6-CH), 6.67 (dd, 1 H, 3J = 8.1Hz, 4J = 1.9 Hz, 5-CH), 6.79
(d, 1 H, 4 = 1.9 Hz, 3-CH), 7.31-7.42 (M, 6 H, PhorthoparaSi), 7.68-7.73 (M, 4 H, PhmetaSi)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 20.1 ((CH3)sCSi), 26.7 ((CH3)sCSi), 34.6 (ArCH.Br), 55.6
(OCH3), 113.2 (3-C), 120.2 (6-C), 121.6 (5-C),127.6 (4 C, PhmewSi), 129.9 (2 C, PhparaSi),
130.8 (4-C), 133.4 (2 C, PhgemSi), 135.7 (4 C, PhornoSi), 145.5 (1-C), 150.7 (2-C)

(4-Allyl-2-methoxyphenoxy)(tert-butyl)diphenylsilane: 11

OTBDPS ) °TBDOPS
o LN N
~ X “Br
THF g
Br rt.,2h
15 1 :52%

To an anhydrous solution of 15 (496.5 mg, 1.09 mmol, 1 eq) in tetrahydrofuran (5 mL) at O
°C, vinylmagnesium bromide in tetrahydrofuran (1 M, 2.2 mL, 2.2 mmol, 2 eq) was slowly
added. The resulting mixture was allowed to warm up at room temperature and was stirred for
18 h. The reaction was stopped with an aqueous solution of ammonium chloride (5 mL) and
the product was extracted with diethyl ether (3 x 15 mL). The combined organic layers were
washed with brine (10 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under
reduced pressure. The crude product was purified by column chromatography on silica gel

(Pentane/CHCI; 9:1) to give the pure product.
Yield and aspect: 52% (229 mg, 0.57 mmol), yellowish oil
Formula: C2sH3002Si Molar mass: 402.61 g.mol*

CAS: 142876-79-7
TLC: Rf = 0.71 (Pentane/Et,O 97:03)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.13 (s, 9 H, (CHz3)sCSi), 3.25 (d, 2 H, 3] = 6.2 Hz, a-
CHz), 3.55 (s, 3 H, OCH3), 4.96-5.03 (m, 2 H, y-CH>), 5.84- 5.98 (m, 1 H, B-CH), 6.45 (dd, 1 H,
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8 = 8.0 Hz, 43 = 2.1 Hz, 5-CH), 6.59 (d, 1 H, *J = 2.1 Hz, 3-CH), 6.63 (d, 1 H, 3J = 8.0 Hz, 6-
CH), 730‘745 (m, 6 H, Phortho/parasi), 770‘774 (m, 4 H, thetasi)

13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 19.9 ((CHs)sCSi), 26.9 ((CH3)sCSi), 55.5 (OCHs), 113.1
(3-C),115.4 (a-CH), 116.1 (y-CHz), 119.9 (6-C), 120.3 (5-C), 127.5 (4 C, PhmetaSi), 129.6 (2
C, PhparaSi), 133.1 (4-C), 133.8 (2 C, PhgemSi), 135.4 (4 C, PhornoSi), 138.1 (1-C),138.1 (B-
CH), 150.1 (2-C)
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1. Les fondamentaux

1.1. La Résonance Paramagnétique Electronique (RPE)6.107

Le second chapitre de ce manuscrit de thése se focalise sur la détection et 'analyse des
différents intermédiaires radicalaires induits par 'Eug et 'lsoEug dans des matrices cutanées.
Si I'action antioxydante de ces deux molécules implique la formation des espéces radicalaires,
elles pourraient étre réactives vis-a-vis des protéines de la peau formant un complexe
antigénique, élément clé de la réponse immunitaire. Les especes radicalaires possédant par
définition au minimum un électron non-apparié, la résonance paramagnétique électronique
(RPE) se pose ici en outil de choix pour leur caractérisation. A contrario de la résonance
magnétique nucléaire (RMN) qui étudie le comportement d’'un noyau soumis a un champ
magnétique externe, la RPE se focalise sur les espéces paramagnétiques. Néanmoins, les
deux spectroscopies résultent d’'un méme phénomeéne d’absorption d’énergie provenant d’une
excitation électromagnétique induisant une transition d’énergie du spin des noyaux (pour la

RMN) ou des électrons (pour la RPE) soumis a un champ magnétique externe.

La spectroscopie RPE peut étre utilisée selon deux approches distinctes : en onde
continue ou impulsionnelle. Dans ce travail, seule la spectroscopie RPE en onde continue ou
cw-RPE (pour continuous wave EPR) est utilisée : 'échantillon est irradié continuellement par

un rayonnement électromagnétique hyperfréguence.

1.1.1. L’effet Zeeman

La RMN comme la RPE reposent sur un principe fondamental : I'effet Zeeman. Celui-ci a
été mis en évidence par le physicien néerlandais Pieter Zeeman récompensé pour cette
découverte fondamentale par le prix Nobel de physique 1902.1* Cet effet désigne la
séparation des niveaux d’énergie définis d’'un élément en plusieurs sous-niveaux sous I'action
d’'un champ magnétique. Dans le cas de la RPE, lorsque I'espéce paramagnétique est soumise
a un champ magnétigue externe (Bo), une levée de dégénérescence entre les états de spin
électroniques est induite. En effet, les électrons possédent individuellement un spin (i.e., un
moment angulaire propre) présent sans I'action d’'une force externe. Chaque électron possede
donc une charge, en mouvement conduisant a un champ magnétique intrinséque dont résulte
un moment magnétique sous forme de dipdle (Figure 48). Ce moment magnétique (ug) est
défini selon I'équation 1 ou yg correspond au rapport gyromagnétique de I'électron, h

correspond a la constante de Planck (i.e., 6,62607.10* m?.kg.s ™), B. correspond au magnéton

de Bohr (i.e., 9,27401.102* A.m?), S correspond & 'opérateur du spin et g correspond au facteur
de Landé (sans dimension) caractéristique a I'échantillon d’étude dépendant de sa structure

électronique :
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(Eq.1) s = ¥s"/5p S = 8BS
4 Moment
magnétique

Mouvement
. angulaire
de spin

Spin de I'électron S=

2 composantes magnétiques mg :
Spina:mg=+1%
SpinB:mg=-%

Figure 48 : L’électron libre et son moment magnétique résultant de son mouvement angulaire

Sous l'effet d’'un champ magnétique externe By, le moment magnétique de spin s’oriente
de maniére paralléle ou antiparalléle. Ceci permet la différenciation des niveaux d’énergies
des deux moments de spin (ms = * %5) dont les énergies des électrons sont définies selon le

produit scalaire défini par I'équation 2 :
(Eq.2) E= —W.B,

La levée de dégénérescence des deux états énergétiques se retrouve exprimée par
I’'Hamiltonien Zeeman, avec S; la projection de I'opérateur de spin électronique sur I'axe z du

champ Bo, comme le montre 'équation 3 :

(Eq.3) FI)Zeemam = - EB—O) = gBeS;

A ce stade, I'absorption d’une radiation électromagnétique de fréquence (v) et d’énergie
hv perpendiculaire au champ By induit la transition entre le niveau d’énergie ms = - %2 vers le
niveau ms = + %2. Ceci n’est rendu possible que lorsque la différence entre ces deux niveaux
d’énergie (AE) correspond a I'énergie hv fournie par I'excitation micro-onde : c’est la condition

de résonance (équation 4) qui s’écrit :

(EQ-4) AE =hv = Ei— E_= 1/ZgBeBO - (_%gBeBO) = gBeBO

. _ Ll - v(MHz)
Avec : g= BB 0,714484 BalG)

Le phénomeéne de RPE résulte donc conjointement de 'effet Zeeman et de la satisfaction
de la condition de résonance. C’est une spectroscopie d’absorption qui détecte I'énergie
absorbée lors de transitions électroniques. Comme dit précédemment, cette énergie se situe
dans la gamme des micro-ondes (1-300 GHz). Par ailleurs, afin d’améliorer la sensibilité de
détection, le champ magnétique B, est modulé (ca. 100 kHz) suivant un systeme de détection
synchrone.’®® Cette approche a pour conséquence la détection non pas du spectre

d’absorption mais de sa dérivée premiére (Figure 49).
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Energie

—

%ﬁ m,=+7% f ﬂ\ \

\ - Spectre d’absorption
\ - TAE S ——

By
- - l
rl\_? .~ "Effet Zeeman '\
TT Sy l ’ Dérivée premiére | Spectre enregistré
| o

Electron % m.=-1% >
célibataire s \ Champs )

Figure 49 : Niveaux d’énergie et spectre RPE pour un systéme isotrope de spin S = %2
lorsque la condition de résonance est vérifiée

1.1.2. Les interactions hyperfines

Outre la détection et la caractérisation proprement dite du ou des électrons non-appariés
de I'échantillon étudi€, la RPE permet I'étude de I'environnement proche de ces électrons qui
jouent ici le réle de sonde électronique. En effet, lorsque I'électron célibataire est a proximité
d’un noyau de spin nucléaire /non nul, le champ magnétique induit par le noyau interagit avec
le champ magnétique externe By. Le champ magnétique percu par le spin électronique s’en
retrouve perturbé. Cette interaction entre le spin électronique (.5) et le(s) spin(s) nucléaire(s)
(/) est appelée interaction hyperfine. Dans un systéme isotrope, l'interaction hyperfine est
définie par I'hamiltonien (équation 5) dépendant de sa constante de couplage hyperfine
isotrope aiso (hfcc pour hyperfine coupling constant, représentant cette énergie d’interaction)

tel que :

(Eq5) ﬁhyperfin = aiso-§)- I_)

L’interaction hyperfine dépend de différents facteurs tels que le rapport gyromagnétique
ou la densité de spin électronique sur le noyau. Des différents paramétres de l'interaction
hyperfine et de I'effet Zeeman per se résultent 'hamiltonien qui décrit le systéeme de spin

électronique et nucléaire suivant :
(Eq.6) Hs; = Hzeeman + thperfin = gBeS . B + aj50S . 1

Cette interaction hyperfine conduit a la subdivision de chaque niveau électronique ms en
2n/4+1 sous niveaux de valeur m;, ou n correspond au nombre de noyaux équivalents
possédant un spin nucléaire / non-nul. L’énergie de résonance E(msm;) se défini alors au

travers de I'équation 7 :

(Eq-7) E(ms» ml) = gBeBOms + MgajsoMy
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Les régles de sélection des transitions autorisées en RPE sont celles pour lesquelles Am;
=+1 et Am; = 0. De cette maniére, 2n/+1 transitions sont possibles dont 'espacement observé
entre chaque raie correspond a la constante de couplage hyperfin. Le cas d’étude le plus
simple serait celui du radical proton H* (/= '2) ou 'électron non-apparié n’aurait qu’une seule
interaction hyperfine avec le noyau de I'atome d’'H. Dans ce cas, 2x¥% + 1 = 2 transitions sont

possibles, offrant donc deux raies dont I'hfcc correspond a ay (Figure 50).

. . ay
- =41 Régles de sélection : 1 >
Energie _r;. - 1//2 =2 ﬁ* ﬂ
e == | =
1 - - | |||f j|‘|/
AL -- S I\/ \
e M= Champ

Figure 50 : Spectre de RPE du radical hydrogéne H* résultant de l'interaction
hyperfine avec un noyau H (I = %)

Par conséquent, un spectre RPE comme son analyse peut rapidement se complexifier
lorsque le spin électronique est a proximité de plusieurs noyaux non-équivalents possédant
des spins nucléaires non-nuls. Dans ce cas le nombre de subdivisions des niveaux d’énergies,
et par voie de conséquence le nombre de raies RPE pouvant étre observées, se démultiplient

(cf 1.2.Le spin trapping, Figure 51). Le spectre RPE n’en est que plus riche d’informations.

1.2. Le spin trapping

Le spin trapping, ou piégeage de spin, est une méthode « indirecte » classiguement
utilisée en RPE pour I'analyse d’espéces radicalaires transitoires. Ces espéces réactives ayant
souvent des temps de vie particuliérement courts (ns-ms) leur détection directe dans des
conditions expérimentales classiques (température ambiante, solution aqueuse...) n'est pas
possible. Cette méthodologie voit le jour a la fin des années 60 et est aujourd’hui un
incontournable dans I'étude d'intermédiaires radicalaires de courte durée de vie.'%!
Concrétement, le spin trap (ST) est une espece diamagnétigue capable de réagir avec
'espéce transitoire (R") conduisant & une espéce paramagnétique persistante : 'adduit de spin
(‘'ST-R). Ce dernier possédant un temps de vie plus long (de quelgues minutes a plusieurs
heures voire jours), sa détection par RPE en est grandement facilitée. De plus, la présence
d’un voire plusieurs noyaux de spin nucléaire non-nuls sur le ST et les hfccs qui en découlent,

dépendant du radical piégé, peuvent également permettre son identification (Figure 51).
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H H
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Figure 51 : Schéma descriptif illustrant une expérience de spin trapping par le DEPMPO
agissant comme ST et permettant la détection indirecte et l'identification du radical R®
piégé par I'évaluation des hfccs

Majoritairement les ST sont des dérivés de type nitroso tel que le 2-méthyl-2-
nitrosopropane (MNP) ou de type nitrone tels que la phényl-N-tert-butyl-nitrone (PBN), le 5,5-
diméthyl-1-pyrroline-N-oxyde (DMPO), le 5-diéthoxyphosphoryl-5-méthyl-1-pyrroline-N-oxyde
(DEPMPO) ou encore le 5-diisopropoxyphosphoryl-5-méthyl-1-pyrroline-N-oxyde (DIPPMPO).
Ces ST sont choisis en fonction de I'application visée, de leur compatibilité avec le milieu ou
est généré le radical d’intérét (toxicité, solubilité, pénétration, ...) et de leur efficacité de
piégeage. L’'aptitude de I'adduit de spin a produire une signature RPE spécifique du radical

piégé en fonction des hfccs est également déterminante dans le choix du ST (Figure 52).8°

H : N
ok < Db o
N+ . OEt o'Pr

I ! H @

) %

MNP PBN

%9 °e
DMPO DEPMPO DIPPMPO
Relativement lipophile | Hydrophile
| Toxique | Faiblement toxique et bien toléré

Figure 52: ST classiques de type nitrone classés en fonction de leur
toxicité et lipophilie. En rouge, les atomes avec un spin nucléaire non-nul a
I'origine de hfccs de I'adduit de spin formé. Figure reprise de Vileno et al.®

Ce sont ces hfccs qui permettent la caractérisation de la nature du radical piegé. Comme
énonceé précédemment, I'électron non-apparié agit comme une sonde de son environnement
avec des hfccs tributaires des noyaux voisins, de la géométrie/structure de I'adduit de spin et

par voie de conséquence du radical piégé. Prenons pour exemple, le cas d’un radical centré
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sur le carbone (*2C : 7= 0) piégé par le DEPMPO (Figure 51). Outre son aspect radicalaire,
I'adduit de spin posséde trois noyaux de spin nucléaire non-nul (*H: /=% ; ¥N:/=1;3%P ./
= %) proches de I'électron célibataire portée par la fonction aminoxyle du spin adduit. Le
spectre RPE résultant peut avoir jusqu’a [[2n/+1=(2x%+ 1D x2x1+1)x2x%+1)=
12 raies dont certaines peuvent se superposer et s’additionner en amplitude selon leur hfccs
correspondantes (Figure 51).1° De fait, ces constantes sont caractéristiques de I'espéce
radicalaire piégée et permettent de distinguer les différentes espéces radicalaires piégées

(oxygénées, carbonées...).

Le DEPMPO est le ST qui a été utilisé pour la suite de cette étude. Il est en particulier
capable de distinguer les radicaux centrés sur 'oxygéne ou le carbone du fait des hfccs
spécifiqgues des adduits de spin formés. Par ailleurs, le DEPMPO est connu pour étre capable
de bien pénétrer a lintérieur des systémes biologiques tout en étant bien toléré par ces
derniers.®’ Dans le cas ou plusieurs systémes radicalaires différents sont identifiés, il est
nécessaire de faire une déconvolution de ces systémes a partir du spectre expérimental

obtenu afin d’identifier les différents adduits potentiels.

Dans le cas de nos études, si le radical piégé est un radical centré sur un atome de

carbone substitué **C (avec I13¢ = ¥2), une nouvelle hfcc induite par cet isotope entraine « un

dédoublement » du signal (Figure 53).80107.111

Spin adduit avec un R= 12C o R Spin adduit avec un R = 13C
g
|
: Eto-F H |
| EtO N 3
A I P |
| 2 | o* I 1
I | a,
a
e I N R R A A L
a H
22 | Il 1 |1 I F— | | | ([ |

(5 N O T O A

TN A~ -
Figure 53 : Description schématique du dédoublement du signal RPE d’'un adduit de spin du
DEPMPO induit par la présence d’un radical carboné substitué au *C
Le spin trapping possede des avantages incontestables, il est primordial d’en connaitre les
limitations. D’une part, c’est une méthodologie « indirecte » et il faut garder a I'esprit que le
spectre RPE observé est celui de I'adduit de spin et non celui du radical étudié. D’autre part,
le ST ne permet pas la quantification des radicaux piégés. En effet, le temps de vie des adduits

de spin comme l'efficacité des piéges sont trés variables et dépendants des conditions
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expérimentales. Dans certains rares cas il est néanmoins possible de quantifier relativement
un adduit de spin par rapport a un autre.'%” Par ailleurs, certaines réactions secondaires non-
radicalaires peuvent se produire induisant un artéfact via la formation d’'un radical nitroxyde
sans qu’il y ait pour autant piégeage radicalaire. On distingue ici notamment la éne-réaction
avec un nitroso comme le MNP*32, |a réaction de Forrester-Hepburn® et le piégeage de spin
inverse®4, ces deux derniers se produisant avec des nitrones (e.g., PBN, DMPO, DEPMPOQO)
(Figure 54).

o H OH oxydation ?'
a) N + e \<N —_— kNﬁg/
X Z
Nitroso Alcéne Espéce radicalaire

T= Nl oxydation T
D g MRN M — oA ——— oA

Nu Nu
Nitroxyde Espéce radicalaire
dation "'T'" Nu-H |
.—I_.. oxy N
c) NQ + Nu-H —_— . ,N\)\ o *0”
- O
NI % r
Nitroxyde Espéce radicalaire

Figure 54: Reéactions secondaires permettant la formation de radicaux
nitroxydes sans piégeage de spin : a) éne-réaction, b) réaction de Forrester-
Hepburn et ¢) piégeage de spin inverse
Il en découle I'importance capitale d’effectuer toutes les expériences de contrdle et blancs
pour s’assurer de l'origine des radicaux piégés sans (sur)interpréter de maniére erronée les

espéces ayant réagi avec le ST utilisé.

1.3. Le spin scavenging

Le spin scavenging est une méthode RPE permettant le suivi cinétique d’'une génération
radicalaire et notamment de RQS.107110135136 Flle met en présence une molécule
paramagnétigue ou spin scavenger (SC) qui agirait ici comme une sorte de FRS (free radical
scavenger, mesurant le pouvoir antioxydant des espéces, cf. Introduction Générale, partie
2.2.3., p.16).58137 Sj cette sonde est par nature visible en RPE (spectre spécifique) et
relativement stable, elle réagit directement avec des radicaux de petite taille (e.g., ‘OH, O2")
conduisant a sa réduction et a la perte de son caractére paramagnétique.*¢13 De fait, une
étude de spin scavenging consiste a évaluer la cinétique de génération radicalaire en suivant
la décroissance de lintensité du signal RPE du SC en fonction du temps et/ou des conditions
expérimentales (Figure 55). A contrario du FRS, le spin scavenging est en général utilisé pour
évaluer le caractére cinétique de la production de ROS. Il est également important d’indiquer

que cette technique expérimentale est souvent identifiée a tort comme étant du spin trapping.
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Ces deux approches RPE sont différentes per se : si le piégeage de spin permet I'identification
d’'une espéce radicalaire en générant un adduit de spin paramagnétique et son spectre RPE
correspondant, le spin scavenging vise a I'obtention de caractére essentiellement cinétique de
la génération de ROS en suivant la disparition d’'une sonde paramagnétique.°”11% On notera
également que ces deux approches vont souvent de concert. En effet, un adduit de spin obtenu
par spin trapping étant par essence une sonde paramagnétique (souvent moins protégée du
point de vue stérique qu'un SC) elle est sensible aux réductions dues par exemple a la
présence de ROS. De fait, le spin scavenging peut donc étre un facteur limitant de la technique

de spin trapping en réduisant parfois drastiquement le temps de vie et la détection des adduits

généres.
Décroissance du signal . Lo
en fonction du temps Etude de la cinétique
de décroissance de
/ . \ rintensité du signal
Signal de RPE du SC a

* tb. R _,“‘A‘i\ e J"ﬁ —— l“ﬁ“ o I

A
.
—~—
M,
+

Champs :f

Champs

Figure 55 : Schéma de I'approche RPE dite de spin scavenging montrant la décroissance de
I'intensité du signal RPE (I/lp) associé a une sonde paramagnétique, le SC souvent de type
nitroxyde. Cette décroissance enregistrée en fonction du temps ou de tout autre parametre
expérimental (température, pH, irradiation ...) est souvent induite par I'action de ROS

Visant a caractériser la génération de ROS induite par I'Eug et I'lsoEug, notre étude de
spin scavenging s’inspire en particulier des travaux menés par Herrling et al. dans le cadre
notamment d’imagerie RPE.'® Les SC utilisés ici sont le 3-carboxy-2,2,5,5-
tétraméthylpyrrolidine-1-oxyle (CxP) et le 3-carbamoyl-2,2,5,5-tétraméthylpyrrolidine-1-oxyle
(CmP) (Figure 56). Dans ces travaux ces SC sont utilisés pour mesurer la production de ROS
générés dans la peau pendant son exposition aux UV : en termes de quantité et de répartition
spatiale par imagerie. Le CxP et le CmP présentent I'avantage d’étre assez stables dans la
peau malgré son caractére réducteur et se retrouvent réduits majoritairement par les ROS.1°
Aussi, le CmP du fait notamment de sa nature lipophile diffuse largement au sein de I'épiderme
de facon extra et intra-cellulaire. Le CxP quant a lui étant déprotoné a pH physiologique (i.e.,
pH ~ 7) sous forme ionique est trop polaire pour franchir les membranes cellulaires
phospholipidiques. Dans I'absolu, cette approche permet de distinguer une génération

radicalaire intra- ou extra-cellulaire en suivant la réduction de CmP et/ou CxP, respectivement.
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Dans notre cas, il s’agit de d’évaluer la production d’intermeédiaires radicalaires intra- et/ou

extra-cellulaires par exposition de la peau a 'Eug et de I'lsoEug.

: )
NH2 . OH 0
. pH physiologique

>
:

Pas de passage

Bicouche
phospholipidique

N N N
Qe Qe bo
CmP E CxP

Figure 56 : Structure du CmP et du CxP qui ne peut franchir les barriéres lipidiques
a pH physiologique

2. ldentification des espeéces radicalaires issues des composés cibles
par spin trapping

2.1. Etude de RPE-spin trapping en solution

Lors de cette étude le ST choisi a été le DEPMPO. Bien que commercial, ce composé a
un colt particulierement élevé et peut occasionnellement contenir des impuretés
paramagnétiques. Les lignes de base correspondantes peuvent alors étre soustraites aprés
avoir réalisé les expériences de contrdle adéquates. Cependant, le moyen le plus simple de
s’en dédouaner tout en limitant le colt est de synthétiser le DEPMPO. Pour ce faire, la
méthode de synthése en deux étapes décrite par Chalier et al. a été réalisée.*>1%° Elle
consiste, dans un premier temps, en I'addition de diéthylphosphite a température ambiante sur
la 2-méthylpyrroline pour former le composé 16. Puis, ce dernier est par la suite oxydé a I'aide
d’acide méta-chloroperbenzoique a -5 °C afin d’obtenir le DEPMPO avec un rendement global
de 27% (Figure 57).

E>— HP(O)(OEt), Ey ,,00 m-CPBA o
P(OEt) 7
/ e 2 —
N EtOH N CHCI, ~. /—P(OEt),
g H N®
t.a., 5 jours -5°C,18 h ¢
) eo

2-Méthylpyrroline 16 : 84% DEPMPO : 32%

Figure 57 : Schéma de synthése du DEPMPO

Une premiéere approche a été effectuée en solution (matrice minimaliste) avant de pouvoir
passer a un modéle d’avantage conforme a un environnement cutané (modéles 3D
d’épidermes humains reconstitués, RHE) par nature plus complexe. Ceci visait a détecter et
identifier la signature des potentiels adduits de spin formés par les intermédiaires radicalaires
induits par les molécules cibles (Eug et IsoEug) et le ST (DEPMPO). Ceci dans le but de
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constituer une référence des adduits dans un systeme relativement simple avant de passer a
l'utilisation de RHE.

2.1.1. Laméthodologie expérimentale

Ces expériences RPE en solution ont été réalisées dans une solution tampon d’acide 4-
(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (HEPES, 10 mM, pH 6,8). Les solutions
d’études ont été préparées a partir de solutions méres de DEPMPO (concentration finale
d’étude de 50 mM) dans le tampon HEPES et du substrat d’étude (Eug, IsoEug et analogues,
concentration finale d’étude de 20 mM) dans un solvant organique. Différents solvants
organiques compatibles avec les systemes biologiques (acétone, acétonitrile, éthanol,
diméthylsulfoxyde) ont été testés sans présenter de différences notables. Ainsi, par souci
d’homogénéité avec les études ultérieures au sein des RHE, seuls les essais utilisant 'acétone
sont présentés dans ce chapitre mais des expériences de contrbles ont été effectuées et se

trouvent dans la partie expérimentale de ce chapitre.

Les initiations radicalaires

Afin de piéger les espéces radicalaires issues des composés phénoligues, une initiation
radicalaire se doit d’étre amorcée. Pour ce faire, deux systémes ont été utilisés : (i) un systéme
enzymatique utilisant la péroxydase de raifort (HRP) avec du peroxyde d’hydrogene (H20,) et

(i) un simple apport énergétique photo-induit.

La HRP est une peroxydase de la classe des enzymes oxydo-réductases. Les
péroxydases sont des hémoprotéines qui possédent un cation de fer coordonné au coeur d’'une
porphyrine liée a la protéine (Figure 58).14* C’est au cours des années 90 que le rble des
peroxydases a été élucidé pour les organismes vivants (animaux, microorganismes, plantes).
Elles contribuent a la lignification et participent au recouvrement tissulaire des plantes, en plus
de la régulation du taux de H,O; au sein des organismes en le réduisant et en oxydant un
autre substrat. La réduction par 'ion Fer (lll) central est rendu possible par la fonction hémique
au sein de la structure. Le centre métallique réagit dans un premier temps avec le H,O; pour
produire de I'eau en oxydant I'ion en Fer (IV). Puis, un substrat réducteur par la libération d’'un
hydrogene utilise ce caractere réducteur et libere une molécule d’eau en agissant a nouveau
sur le substrat (Figure 59). Les antioxydants de structure phénolique tels que 'Eug et I'lsoEug
(et éventuellement dans certains cas les sulfonates et amines) constituent un substrat cible
connu de la HRP.1*? Le bilan de cette réaction consiste en la formation de deux molécules
d’eau et deux radicaux a partir d’'H>O- et de deux substrats antioxydants. Les radicaux ainsi
formés correspondent aux substrats oxydés sous forme de radical phénoxy PhO’ dans le cas

des structures phénoliques comme I'Eug et I'lsoEug (Figure 59).142143
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His170 %

J~\>f\- Asp247

Figure 58 : Représentation 3D de la structure rayons X de la HRP (isoenzyme C) adaptée
de Veitch et al. 1 Les sphéres bleues représentent des ions calcium maintenant la structure
composée d’hélices-a et de feuillets-f représentés en violet. A droite : un zoom sur les
acides aminés clés dans la région comportant I'héme (en rouge)

Cycle catalytique enzymatique :
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H.0 ;l:euu) HOOH
OH |
0\ H20
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@H" W
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go.\ QO\E e-, H‘.
Bilan de réaction :
OH o®
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2 +  HO —_— 2 + HO
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Figure 59 : Cycle catalytique enzymatique et bilan de la réaction de la HRP en
présence d’H.0O- et de substrats antioxydants tels que 'Eug et I'lsoEug

Ainsi, le systtme HRP/H,0; a été utilisé dans notre étude comme initiateur radicalaire de
'Eug et de I'lsoEug. Il permet de mimer un environnement physiologique et biologique dans
lequel le pouvoir antioxydant de ces composés cibles est mis en évidence par la génération
d’un radical PhO". Le spin trapping a permis d’identifier par la suite les espéces radicalaires

issues de cette action antioxydante.
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La lumiére est une source d’énergie permettant de photoexciter des molécules afin de les
rendre plus réactives, et dans certains cas elle facilite la photo-oxydation des composés
excités. En effet, par absorption d’'une longueur d’onde appropriée les dérivés phénoliques
peuvent libérer un proton et un électron durant I'oxydation (Figure 60). Une exposition au soleil

est notamment capable d’initier ces réactions de photo-oxydation.

0.

+ H@ + O
photo oxydation

Figure 60 : Photo-oxydation d’'un phénol

Expérimentalement, la source de photons que nous avons utilisée dans ce travail est un
simulateur solaire Oriel Sol 3A simulant une exposition solaire naturelle ressentie sur la surface
de la Terre (Figure 61).144 La capacité d'un simulateur solaire a se rapprocher de la lumiére
naturelle du soleil est basée sur trois critéres : (i) la correspondance spectrale, (ii) la non-

uniformité spatiale de l'irradiance et (iii) I'instabilité temporelle.

Il existe trois standards acceptés comme correspondant aux irradiances solaires avec un
simulateur solaire : AM 0, AM 1.5D et AM 1.5G. Tandis que le spectre AM 0 correspond a une
exposition hors de I'atmosphére de la Terre, les deux spectres AM 1.5 correspondent a
lirradiance a la surface de la Terre, le D étant pour directement appliquée en un point, et G
pour global. Le spectre AM 1.5G est donc celui s’approchant le plus communément d’'une
photo-exposition ressentie en prenant en compte a la fois la radiation directe, mais aussi
diffuse frappant sur la surface de la Terre. (Figure 61).144 Ceci permet de se rapprocher au

maximum des conditions réelles d’exposition au soleil.

Sol3A-xenon lamp

AMI.5G

" -2 -1

Spectral Irradiance (Wm "nm )
p -t
(6} — (6}

400 500 600 700 800 900 1000 1100
Wavelength (nm)

Figure 61 : Simulateur solaire Oriel Sol 3A lampe Xenon simulant le spectre
solaire du soleil ressenti sur Terre (AM 1.5G) repris de Leary et al. 144
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Préparation des échantillons

Dans la pratique, la préparation des échantillons est relativement simple. Le substrat
d’étude et le ST sont mis en solution dans un tampon HEPES afin d’avoir des concentrations
finales de 20 et 50 mM respectivement. Un excés de ST est engagé afin de pouvoir réagir
rapidement avec les intermédiaires radicalaires. L’initiation radicalaire est, quant a elle,
produite soit par le systtme HRP/H;O, (5 U.mL? / 32 mM), soit par photo-irradiation
(simulateur solaire) pendant 5 & 10 min (Figure 62).

DEPMPO Substrat

somm) “Yy (20mm)

Tampon HEPES
pH 6.8

‘Atiatio\

radicalaire
HRP (5 U/mL)
H,0, (32 mM)

1

Activité enzymatique Irradiation

Figure 62 : Méthode expérimentale de préparation des échantillons en vue
des tests en solution de RPE-spin trapping

Cette solution est ensuite mise dans un capillaire en verre scellé pour étre placée dans la
cavité du spectrométre de RPE et pour ensuite procéder a I'acquisition et a I'enregistrement

des spectres RPE.

2.1.2. Résultats et discussion

L’'Eug et I'lsoEug ont été testés dans un premier temps avec le systtme HRP/H;O; en
solution. Afin d’avoir de plus amples informations sur ces molécules, d’autres substrats
similaires ont aussi été testés : (i) la molécule représentant le coeur commun a I'Eug et a
I'lsoEug, le guaiacol et (ii) des analogues méthylés sur la fonction phénolique (i.e., vératrol, le
méthyleugénol et le méthylisoeugénol) afin de surligner 'importance de cette fonction mise en

évidence par la formation d’un intermédiaire radicalaire PhO" (Figure 63).
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" - DEPMPO (50 mM)
HRP/H,0, (5 U.mL""/ 32 mM)

Eug (20 mM)
DEPMPO (50 mM)
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Figure 63 : Spectres RPE-spin trapping en solution du guaiacol, du vératrol, de 'Eug, du
méthyleugénol, de I'lsoEug et du méthylisoeugénol suite a une initiation radicalaire par le
systeme enzymatique HRP/H,0,

Ces premiers essais en solution initiés par le couple HRP/H,O, mettent en évidence la
formation d’intermédiaires radicalaires que génére le radical PhO". Il est intéressant de noter
que les spectres RPE sont trés similaires pour I'Eug, I'lsoEug et le guaiacol. Aprés une
identification et déconvolution manuelles, I'analyse de ces spectres a été affinée en utilisant
des scripts faits sous un environnement MatLab® (Mathworks) en utilisant la boite a outils
EasySpin® développée par Stoll et al.2>%5 Ceci a permis d’extraire le facteur g ainsi que les

hfccs des adduits de spin formés (Figure 64).

Deux adduits de spin ont ainsi été identifiés au vu des hfccs mesurées et confrontées aux
bases de données existantes, la littérature et les travaux antérieurs de piégeage de spin
effectués au laboratoire.?%14¢ e premier adduit de spin (Figure 64, spectre bleu avec ay = 21,1
G, an = 14,5 G, ap = 46,8 G) est typique d’'un adduit formé par le piégeage d’un radical centré
sur I'atome de carbone (R").89146.147 Cette génération de radical carboné peut s’expliquer par

la délocalisation électronique du radical PhO". Néanmoins, bien qu’un radical R" a été identifi€,
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il n’est pas possible a ce stade de déterminer ou celui-ci est localisé sur le squelette carboné
de I'Eug, de I'lsoEug ou du guaiacol. Ceci étant dit, les hfccs obtenues étant similaires pour
chacune de ces molécules laissent supposer que l'intermédiaire radicalaire carboné piégé
appartient au motif commun (guaiacol) de la structure de 'Eug et de I'lsoEug. Le second spin
adduit observé (Figure 64, spectre vert avec aq = 10,9 G, any = 13,7 G et ap = 50,2 G) serait
compatible avec le piégeage d’'un radical de type peroxyle (ROO") probablement di & une

réaction secondaire de la HRP avec I'H,0,.80.146-148

Eug (20 mM)
Expérimental DEPMPO (50 mM)
HRP/H,0; (5 U.mL""/ 32 mM)

Simulation

s ey

e Déconvolution des systéemes :

g = 2,0053

R ay=21,1G
Systéeme 1 an= 145G

ap = 46,8 G

e T

[P P g X
i - AN

g = 2,0054
1

N ay=109G

HMHW Systéme 2 o =1376

ap=50,2G

I ' 1 ' I ' I ! I ' I ' I ! 1
3440 3460 3480 3500 3520 3540 3560 3580
Champ (G)

Figure 64 : Simulation et déconvolution des systemes identifiés pour le spectre RPE
obtenu en solution avec Eug via l'initiation HRP/H>O,. Un radical centré sur le carbone
(spectre bleu) et un radical centré sur 'oxygéne de type peroxyle (spectre vert).

Dans un second temps, les composés ont été étudiés en solution sous illumination a 'aide
du simulateur solaire. Ainsi les solutions tamponnées (HEPES, pH = 6.8) de molécules cibles
(20 mM) en présence de ST (50 mM) ont été irradiées 5 minutes préalablement a I'acquisition
des spectres RPE (Figure 65). Pour 'Eug et I'lsoEug les résultats montrent des adduits de
spin similaires a ceux obtenus par voie enzymatique mais avec un rapport signal sur bruit (S/N)
moindre. Pour les analogues méthylés vératrol et méthylisoeugénol, aucun intermédiaire
radicalaire photo-induit n’a été observé. Néanmoins et de maniére surprenante, lirradiation
semble initier la photo-oxydation du méthyleugénol. Ceci peut potentiellement s’expliquer par
les études DFT discutées précédemment (cf. Chapitre 1, partie 1., p.39). En effet, ces
derniéres présentaient 'lEug comme ayant deux sites d’oxydation : (i) la fonction phénoxy,

mais également et de maniére préférentielle (i) le méthyléne de la chaine allylique. Ce dernier
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pouvant donner lieu a un autre radical capable d’évoluer, par délocalisation électronique, en
d’autres intermédiaires radicalaires carbonés qui ne sont pas les mémes que ceux proposés

apres formation du PhO" (Figure 66).

! ! Controéle (sans substrat)

I A AP sty i s A i il i At daindt. DEPMPO (50 mM)

hv (5 min)

Guaiacol (20 mM)
DEPMPO (50 mM)
hv (5 min)

Vératrol (20 mM)

PR A R A A A O SR A g ppiogien DEPMPO (50 mM)

hv (5 min)

Eug (20 mM)
DEPMPO (50 mM)
hv (5 min)

Méthyleugénol (20 mM)
DEPMPO (50 mM)
hv (5 min)

IsoEug (20 mM)
DEPMPO (50 mM)
hv (5 min)

Méthylisoeugénol (20 mM)
DEPMPO (50 mM)
hv (5 min)

I I
3520 3540 3560

I |
3500 3580
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Figure 65 : Spectres de RPE obtenus par spin trapping en solution du guaiacol, du
vératrol, de 'Eug, du méthyleugénol, de I'lsoEug et du méthylisoeugénol aprés une
exposition lumineuse de 5 min.
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Figure 66 : Possible photo-oxydation du méthyleugénol et ses formes de résonances

Enfin les molécules synthétisées contenant une substitution au *C (Chapitre 1) ont

également été testées en solution afin d’élucider si les positions substituées sont impliquées
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dans la formation d’espéces radicalaires carbonées identifiées. En effet, la présence
potentielle d’'un *C dans le voisinage de la sonde paramagnétique de I'adduit de spin
entrainerait un dédoublement du signal RPE et permettrait la mise en évidence de la position
radicalaire réactive. Les résultats ne montrent pas de nouvelle constante de couplage due a
la présence d’un *C au sein du spin adduit, que l'initiation radicalaire soit faite par le systéme
enzymatique (Figure 67) ou par irradiation (Figure 68). Ainsi, dans le cas des études en

solution, ces positions ne semblent pas étre celles impliquées dans ces réactions radicalaires.

104|Page



Chapitre 2 : Etudes des intermédiaires radicalaires et réactivité
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Figure 67 : Spectres de RPE combinés au spin trapping en solution du
Guaiacol, de 'Eug et de I'lsoEug commerciaux comparés a leurs analogues
substitués au *C avec une initiation radicalaire via le systéme enzymatique
HRP/H.0.. A noter que le (**C)-Guaiacol correspond au mélange 2,6-(*3C)-
Guaiacol et 1,3-(*3C)-Guaiacol dont la synthese est décrite Chapitre 1. Les
étoiles jaunes des structures moléculaires représentent les **C
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Figure 68: Spectres de RPE combinés au spin trapping en solution du
Guaiacol, de 'Eug et de I'lsoEug commerciaux comparés a leurs analogues
substitués au *C avec une initiation radicalaire via la photo-exposition des
échantillons (5 min). A noter que le (*3C)-Guaiacol correspond au mélange 2,6-
(*3C)-Guaiacol et 1,3-(**C)-Guaiacol dont la synthése est décrite Chapitre 1.
Les étoiles jaunes des structures moléculaires représentent les *3C
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2.2. Etude de RPE couplée au spin trapping dans des RHE

Suite aux études en solution, les mémes investigations ont été réalisées au sein de
matrices 3D plus complexes : des épidermes humains reconstitués (RHE). L’intérét de ces
travaux est de mettre en évidence la formation d’intermédiaires radicalaires réactifs induits par
I'exposition cutanée a un substrat sensibilisant (i.e., Eug et IsoEug). L'utilisation des RHE est
une méthode alternative aux tests sur les animaux permettant de mimer un scénario

d’exposition réelle de la peau a ces substrats.®010°

2.2.1. Les RHE : des matrices de cultures cellulaires mimant la peau

Ces études ont été effectuées sur les modéles 3D de RHE fournis par Cell Alternativ®
(France). Les RHE utilisés « AlternaSkin™ » sont reconstruits a partir d’'une culture
monocouche de kératinocytes et de fibroblastes (L929, SIRC), par utilisation d’'un sérum
d’origine végétale permettant la croissance de la matrice.'*° Les kératinocytes utilisés sont des
kératinocytes épidermiques humains normaux (NHEK, cellules primaires de prépuces) cultivés
sur une membrane en polycarbonate inerte de 0,6 cm? et a l'interface air-liquide permettant la
différenciation des cellules et la reconstruction d’un épiderme. Leur construction est ainsi
adaptée de la méthode de Poumay et al. publiée en 2004.1*° Le modéle ainsi obtenu présente
la méme structure et une composition physiologique au plus proche de I'épiderme humain
offrant ainsi une coupe histologique comparable (Figure 69).

In vivo L In vitro

chez ’lHomme Schematisation pour les RHE

Stratum corneum

r“‘rv 2y

gv. “wwf‘% Stratum granulosum

{ vv 1 b -8 Stratum spinosum
A S Ty o Pt \ .

IR T) y . ‘ o Lot Couche basale

Figure 69 : Comparaison des coupes histologiques entre la peau humaine (gauche) et
les RHE AlternaSkin™ (droite) au travers de la schématisation de leurs couches
cellulaires (figure modifiée venant de cellalternativ.fr)

Outre les coupes histologiques, la conformité de ces RHE est évaluée par un test de
viabilité cellulaire au bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tetrazolium (MTT).
Le dosage des marqueurs de I'inflammation ou encore de la perméation cutanée notamment

par un test de résistance électrique transépithéliale (TEER) sont également réalisés.
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2.2.2. Etude de RPE-spin trapping
Méthodologie expérimentale

La procédure générale des tests effectués au sein des RHE a été développée au sein du
laboratoire de Dermatochimie en collaboration avec le laboratoire POMAM (Institut de Chimie
de Strasbourg, UMR 7177).80151.152 Celle-ci a été adaptée dans notre cas avec des épidermes
différents, étant passé de Episkin® a Cell Alternativ® comme fournisseur pour des raisons de
prix, de logistique et de nouvelles potentielles collaborations entre les laboratoires. Dans un
premier temps, dés leur réception, les RHE maintenus dans un gel d’agarose pour le transport
sont replacés dans un milieu de culture & 37 °C riche en nutriments dans une plaque de 12
puits (1,5 mL par puit sous une hotte a flux laminaire en milieu stérile). Les RHE sont ensuite
maintenus dans un incubateur saturé en humidité a 37 °C sous une atmosphere a 5% en CO:
pendant 24 h. Sur trois jours ou ces RHE sont utilisables le milieu de culture doit étre remplacé
toutes les 24 a 48 h. Ce milieu peut tenir jusqu’a 72 h si un volume de 2,5 mL est appliqué. Il
est important d’éviter la formation de bulles d’air dans le milieu de maintenance, ainsi qu’a ne
pas « noyer » le RHE dans ce milieu. La nutrition des RHE ne doit se faire que par en dessous,

par voie systémique au travers de la membrane en polycarbonate.

Pour I'étude RPE, le RHE est retiré du milieu de culture et est tout d’'abord déposé, dans
son insert, dans une solution aqueuse de Dispase Il a une concentration de 2,4 U.mL"! pendant
5 minutes. Les cellules que composent le RHE étant adhérentes, cette procédure permet de
pouvoir décoller I'épiderme de sa membrane en polycarbonate et donc son extraction de
linsert. Ensuite, le RHE toujours dans son insert est déposé dans 1,5 mL de tampon HEPES
(servant comme milieu d’« essai »), pour ajouter le DEPMPO par voie topique (30 uL a 400
mM pour une dose/surface de 20 pmol.cm™), qui est ensuite incubé a 37 °C et dans une
atmospheére saturée en humidité avec 5% de CO, afin de permettre une diffusion homogéne
du ST au sein du RHE. Le ST étant déja sur place, ceci permet de piéger rapidement un radical
qui se forme dans le RHE. Passé ce temps d’incubation (ca. 15 min), le substrat testé est
appliqué de facon topique afin de mimer une exposition d’un individu. Ainsi, 30 uL d’une
solution de substrat sensibilisant dans de I'acétone sont appliqués de maniére homogéne sur
le RHE dans une concentration s’approchant des concentrations utilisées lors des tests
épicutanés d'un patient (patch test, cf Introduction générale). Dans le cas de I'Eug et de
'lsoEug cette concentration est de 100 mM afin d’obtenir une dose/surface de 5 pmol.cm=
(équivalent a un patch test a 2% dans le pétrolatum).*>®* Aprés 30 sec, le temps d’évaporation

de I'acétone appliquée, le RHE est décollé de son support puis est posé sur une cellule plate
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en quartz (Wilmad®, #WG-806-Q), qui apres fermeture est placée dans la cavité du

spectrométre afin d’obtenir la signature paramagnétique de I'échantillon (Figure 70).

TR NN -
/ -4 ﬁj 4 ] / 4 i
m g 15 min — =

e’ 37°C; 5% (O, 4 ot
Application topique Incubation Application topique Acquisition RPE
du ST (DEPMPO) du substrat sur le RHE
- 20 ymol.cm™2 posé sur la cellule plate

- 5 umol.cm?

Figure 70 : Schéma de la procédure générale classique permettant les tests
de RPE-spin trapping dans les RHE

Cette procédure développée préalablement au laboratoire pour les hydroperoxydes
sensibilisants dérivés de l'autoxydation de terpénes allyliques n'utilise pas d’initiateur
radicalaire externe supplémentaire®' : |a peau seule étant 8 méme d’induire la réactivité
nécessaire a une sensibilisation cutanée (i.e., donneurs d’électrons, ions métalliques, acides

aminés, enzymes...).
Résultats et discussion

En préambule des études de spin trapping sur les RHE en présence d’Eug et IsoEug, une
série d’expériences contrble a été réalisée permettant de confirmer 'absence de signal méme
parasite aprées I'application du ST ou du substrat seuls (Figure 71). Aucun signal de spin-adduit
n'a été détecté lors de ces expérimentations préliminaires dans les RHE. Il en a été de méme
lorsque les parametres expérimentaux clés ont été modifiés (i.e., changer le véhicule (solvant)

du substrat, les temps d’incubations ou la concentration du substrat appliqué).

Néanmoins et a contrario des études précédentes faites au laboratoire sur les
hydroperoxydes de terpénes allyliques, aucune signature RPE n’a été détecté dans nos

conditions expérimentales en présence d’Eug et IsoEug (Figure 71).

L’absence de signal pour ces premiéres études témoigne de I'absence d’une initiation
radicalaire efficace dans ces conditions. L’'Eug et I'lsoEug ont été décrits en tant que pro-
hapténes.>*%* Ces derniers ont besoin d’une action métabolique leur conférant la réactivité
nécessaire vis-a-vis des protéines cutanées. La question s’est donc posée de savoir si le
métabolisme d’'un RHE en I'état était a méme d'initier 'oxydation de ces dérivés phénoliques.
D’autant plus que ces molécules requiérent une activation préalable (la génération du radical
PhO") conduisant a leur activité antioxydante. D’autre part, les pré-hapténes sont des
Composeés nécessitant une activation extérieure pour devenir réactifs tels que la lumiére,

I'autoxydation a I'air etc... Ainsi, nous nous sommes interrogés sur la nécessité d’appliquer un
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stimulus extérieur a ces molécules au sein des RHE (e.g., 'implication d’'une enzyme, une
exposition solaire,...). Pour ce faire, nous avons cherché a favoriser I'action de ces dérivés
comme antioxydants au sein des RHE : (i) en dopant le métabolisme des RHE pour permettre
aux molécules de montrer une action comme pro-haptene, ou (ii) en exposant les RHE a une
illumination solaire aprés application des substrats d’études permettant de caractériser une
action de type pré-haptene provoquée par la lumiére.

Controle (sans substrat)
WWWWWWMWMWWW DEPMPO (20 pmol.cm?)

RHE

Eug (5 pmol.cm2)
DEPMPO (20 pmol.cm2)

RHE

e b At A AN N ANt S 0, Rp b8, pdt b NN DI (20 oo
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RHE

| ! I ! ]
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Figure 71: Spectres RPE préliminaires dans les RHE
exposés a I'Eug et a I'lsoEug en présence de DEPMPO

| | | | I
3400 3420 3500 3520 3540

2.2.3. Etude de RPE-spin trapping dans les RHE dopés
Méthodologie expérimentale pour le dopage métabolique des RHE avec de la HRP

L’absence de détection de spin-adduits par RPE au sein des RHE par application seule de
'Eug et de I'lsoEug laisse penser que le modele épidermique utilisé pour ces premieres
études ne serait pas métaboliqguement complet. Ces épidermes peuvent ne pas avoir un
environnement suffisamment oxydant pour que 'Eug et I'lsoEug puissent exercer leur réle
antioxydant. Ces modeles d’épidermes reconstruits per se peuvent étre dépourvus de
certaines protéines et/ou enzymes nécessaires au mimétisme du métabolisme in vivo. Dans
le cas ou I'Eug et I'lsoEug agiraient comme des pro-hapténes, une activation métabolique

serait nécessaire afin d’'induire une réactivité sensibilisante potentiellement radicalaire.

Dans cette optique et aprés discussion avec CellAlternativ® nous avons choisi de « doper »

enzymatiquement le modéle AlternaSkin™ afin d’obtenir un systéme plus abouti et proche de

110|Page



Chapitre 2 : Etudes des intermédiaires radicalaires et réactivité

ce qui peut se présenter in vivo. Dans cette approche, il a été montré par Walzer et Frenk que
les peroxydases endogénes sont impliquées dans de nombreuses pathologies cutanées.'®®
L’activité de ces peroxydases a été démontrée dans la peau par les cellules de Langherans
(i.e., cellules dendritiques) ou encore des kératinocytes épidermiques humains suprabasaux,
notamment dans le stratum spinosum et granulosum. Parmi les pathologies cutanées
identifiees comme impliquant ces peroxydases venant des cellules de Langherans, il est
possible de citer notamment la kératose actinique et le psoriasis, et celles engageant les
peroxydases provenant des cellules de Langherans et/ou des kératinocytes sont notamment
lichtyose vulgaire, la kératose séborrhéique, ou méme encore directement la dermatite

allergique de contact, soit '’ADC.%®

Afin donc d’identifier une potentielle implication des peroxydases dans la peau pour induire
une réponse radicalaire de 'Eug et de I'lsoEug, nous avons incorporé de la HRP par voie
systémique au sein des RHE utilisés. Pour ce faire, 48 a 72 heures avant I'utilisation de ces
RHE, de la HRP (30 U.mL?) a été ajoutée au milieu de culture (2,5 mL) et incubé (37 °C, 5%

de CO,, saturé en humidité) jusqu’a utilisation (Figure 72).

Voie topique
(par le dessus)

RHE

0 » HRP dans

"’\_/‘ le milieu de culture

—=

Voie systémique
(par le dessous)

Figure 72 : Schématisation de l'incorporation de la HRP dans les RHE par voie systémique

Le RHE a ensuite été traité comme décrit précédemment. Néanmoins, la question de la
fiabilité/viabilité de notre modéle s’est posée en préambule. Pour y répondre, des analyses de
conformité ont été effectuées en collaboration directe avec le laboratoire de Cell Alternativ®,
en suivant a posteriori la procédure d’'incorporation de HRP et en comparaison directe avec
un RHE vierge. Un test de viabilité cellulaire par MTT a été effectué, celle-ci étant directement
corrélée avec le potentiel irritant des composés chimiques.*®’ La viabilité cellulaire est mesurée
lors de I'action de la déshydrogénase succinique mitochondriale sur le MTT pour former un sel
formazan bleu, mesuré quantitativement aprés son extraction des tissus. Un dosage de la

densité optique de la solution colorée est mesuré par spectrophotométrie a 570 nm a l'aide
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d’un lecteur de microplagues Molecular Devices VMAX et les valeurs d’absorbance sont
enregistrées via le logiciel SOFTmax PRO v4.7.1. Ce simple dosage permet de connaitre la
guantité relative de cellules vivantes et métaboliguement actives. L’analyse statistique est
réalisée a l'aide du logiciel Graph Pad Prism v5.03. Une réduction de 50% de la viabilité
cellulaire étant synonyme d’irritation, les tests ont confirmé que la viabilité cellulaire n’est pas
impactée par l'incubation de la HRP (Tableau 6). En effet, la viabilité cellulaire aprés 48 h et
72 h de contact avec la HRP a 30 U.mL™ dans le milieu basal a été augmentée de 4,2% et
0,5% respectivement. Ces résultats montrent que non-seulement l'incorporation de la HRP
n’est pas irritante mais en plus elle n’abaisse en rien la viabilité du modéle.

Tableau 6 : Résultats des tests de viabilité cellulaire des RHE traités avec de la HRP de 48 a
72 h comparés a un RHE non-traité

Temps d’incubation Viabilité en %

Description de I’échantillon

avec la HRP par rapport au contréle
Contrble non-traité 100
48 h —
RHE traité 104,2
Contrble non-traité 100
72 h s
RHE traité 100,5

Dans un second temps, une mesure TEER a été effectuée sur les RHE dopés. La TEER
est une méthode permettant de mesurer 'impédance (en Ohm) de la barriére cutanée. Ceci
permet notamment d’avoir des informations sur la perméabilité et I'étanchéité de la peau via,
entre autres, ses jonctions serrées. Les mesures sont effectuées dans du PBS (Phosphate
Buffer Saline) sans Mg?* et Ca?* grace a un multimétre volt-ohm Merck Millipore, avant les
traitements, puis aprés 48 ou 72 h suite a I'exposition a la protéine HRP a 30 U.mL* dans le
milieu basal. Une hausse de TEER a été observée pour chacune des conditions et pour les
deux temps d’exposition (Tableau 7). Une analyse statistique (triplicata) a été réalisée afin de
déterminer la signification de la réduction ou 'augmentation de la viabilité des cellules traitées
avec chacun des échantillons par comparaison aux références, non traitées. D’aprés I'analyse
test, aucune différence significative n’a cependant été constatée entre les mesures de TEER
du témoin non traité et les mesures de TEER des épidermes traités avec la HRP a 30 U.mL?
dans le milieu a 48 h ou 72 h, restant largement dans les critéres d’acceptabilité du modéle.

Tableau 7 : Moyenne des résultats (triplicata) des mesures de TEER des RHE traités avec de
la HRP de 48 & 72 h comparé a un RHE non-traité comme référence

Temps _ TEER (Ohm) avant TEER (Ohm) aprés
- . Description de = =
d’incubation Péchantillon exposition a la HRP exposition a la HRP
avec la HRP (t0) (t48 ou t72)
Contréle non-traité 4,61 5,73
48h RHE traité 4,50 6,72
Contréle non-traité 4,54 4,84
72 h —
RHE traité 4,68 5,35
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Enfin, des coupes histologiques des modeles traités avec de la HRP ont été réalisées et
comparées a celles des RHE non-traités. Pour ce faire, les RHE AlternaSkin™ ont été fixés
dans du formaldéhyde a 10%, déshydratés par des bains successifs de différents solvants,
puis enrobés en paraffine. Ensuite, des coupes de 3 a 4 um d’épaisseur ont été réalisées au
microtome. Ces coupes ont ensuite été colorées dans des bains d’hématoxyline-éosine-
safran. Cette coloration associe I'hnémalun qui colore les noyaux en violet, I'éosine les
cytoplasmes en rose et le safran les fibres de collagéne en jaune, afin d’apprécier le profil

histologique des tissus (Figure 73).

48 h d’incubation sans HRP 48 h d’incubation de la HRP

72 h d’incubation sans HRP 72 h d’incubation de la HRP

Figure 73: Coupes histologiques des RHE aprés 48 h et 72 h
d’incubation avec de la HRP dans le milieu de culture et RHE controles

Ce travail a été effectué par un prestataire extérieur au laboratoire Cell Alternativ®
(Laboratoire Atlantic Bone Screen®). Il a été constaté que le stratum corneum des RHE traités
et non traités n’avait pas la morphologie habituelle. Celui-ci est apparu épaissi, fractionné et
endommageé (Figure 73). Ceci est attribué a la mesure TEER et I'application de PBS avant et
apres traitement pouvant endommager la surface des épidermes. Néanmoins, les RHE traités
et non-traités semblent avoir subi les mémes déstructurations du stratum corneum, laissant
les autres couches épidermiques intactes et laissant supposer que I'épiderme reste
histologiquement conforme bien que ces coupes nécessitent d’étre reproduites sans mesure
de TEER préalable.
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Résultats et discussion

Suite a l'incorporation de la HRP au sein du modéle de RHE, les expériences de RPE-spin
trapping avec I'application topique de 'Eug et de I'lsoEug dans des concentrations similaires
a celles utilisées lors des patch tests ont pu étre entreprises. Il est & noter que les modéles
RHE ont été complétés par ajout seul de HRP mais sans peroxyde d’hydrogéne (H202)

classiqguement utilisé pour I'activation de I'enzyme.
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Figure 74 : Comparaison des spectres RPE-spin trapping en solution en présence
HRP/H20: (haut) et dans des RHE dopés a la HRP (bas) de 'Eug et de I'lsoEug.

Les études de piégeage de spin menées sur ces RHE ont permis la détection de spin-
adduits, preuve de la formation d’'intermédiaires radicalaires (Figure 74). La présence de HRP
semble nécessaire et suffisante pour initier 'oxydation de 'Eug et de I'lsoEug. Cela étant, le
S/N obtenu dans des conditions expérimentales comparables est bien plus faible dans les

RHE : par nature, la complexité de la matrice épidermique offre de nhombreuses voies de
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réduction des spin-adduits comme de neutralisation des intermédiaires radicalaires.
Néanmoins, plusieurs signatures de spin-adduits ont pu étre détectées et caractérisées dans
les RHE traités avec de la HRP pointant vers les deux intermédiaires radicalaires identifiés en
solution en présence du couple HRP/H2O-: (i) un adduit caractéristique d’un radical carboné
avec ay =21,1 G, ay = 14,5 G, ap = 46,8 G et un autre compatible avec un radical oxygéné
de type peroxyle ou ay = 10,9 G, anx = 13,7 G, ap = 50,2 G (Figure 74).

Ces résultats mettent en évidence I'importance de I'action enzymatique des peroxydases
au sein des RHE nécessaire a la génération d’espéces radicalaires au sein de I'épiderme. Une
nature de pro-hapténe peut alors prendre tout son sens pour 'Eug et 'lsoEug. Par ailleurs,
'absence d'’utilisation d’H.O: pour initier ce systeme indique que la seule action métabolique
intrinséque, outre I'enzyme incorporée, est nécessaire a I'activation de 'Eug et de I'lsoEug.
En effet, les expériences de contréles en solution avaient montré que si I'H.O, n’était pas
introduit dans le milieu réactionnel contenant les dérivés phénoliques en présence de HRP et

de DEPMPO, aucune signature paramagnétique n’était observée.

En paralléle, sur ces RHE dopés, les mémes études ont été réalisées en utilisant le
guaiacol, le vératrol, le méthyleugénol et le méthylisoeugénol en comparaison directe avec les
expérimentations faites en solution. A ce stade, aucune des études menées dans ces
conditions avec ces molécules n’ont permis la mise en évidence de radicaux. Si ce résultat est
attendu pour les molécules dont '’hydroxyle phénolique est méthylé, empéchant la formation
d’un radical PhOr, il est plus surprenant pour ce qui est du guaiacol qui présentait en solution

une signature RPE similaire a 'Eug et I'lsoEug avec le systéme HRP/H>0-.

Pour finir avec les expériences sur les RHE dopés, les molécules d’Eug, d’'IsoEug ou de
guaiacol synthétisées en contenant des substitutions isotopiques dans des positions
spécifiques (i.e., (**C-MeO)-Eug, (**C-MeO)-IsoEug, B-(**C)-IsoEug et 0-(**C).-guaiacol) ont
également été testées. Le guaiacol contenant les substitutions isotopiques n’a pas montré de
signal a l'instar de son analogue non-substitué commercial. Aussi, de la méme maniére que
dans les tests en solution avec I'HRP/H,O; aucun spin-adduit issu d’'un radical centré sur un
13C n’a été observé, indiquant que ces positions ne sont pas celles qui ont été réactives pour
étre piégées par le DEPMPO. L'absence de signal dans le cas du guaiacol substitué était
prévisible, n’ayant pas pu identifier de signal de RPE avec le guaiacol commercial. On peut
rappeler ici que les études en solution ont montré un signal similaire pour le guaiacol, 'Eug et
lsoEug contenant ou non une substitution au *C, suggérant une réactivité similaire
impliquant le motif ortho-méthoxyphénol (Chapitre 2, Figure 67 et Figure 68). Cependant, ceci

n'a pas été observé dans les RHE pour ces molécules.
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2.2.4. Etude de RPE-spin trapping dans les RHE sous irradiation
Méthodologie expérimentale pour I’exposition solaire des RHE

L’exposition solaire, est connue pour étre largement impliquée dans différentes
pathologies cutanées.'® Dans le cas de 'ADC, la PADC est un cas de plus en plus récurant
dd a l'utilisation de filtres solaires sensibilisants de substances photo-actives (cf. Chapitre 3).
Il a été montré qu'une telle exposition puisse amorcer des dermatites allergiques ou tout du
moins l'accentuer dans le cas des réactions d’hypersensibilité telle que I'ADC, notamment
dans le cas de I'Eug.®1% Ceci est particulierement le cas lorsque la molécule sensibilisante
est un pré-hapténe, ou une transformation externe non-métabolique est nécessaire pour initier
une réponse immunitaire. Du fait de I'absence de signal RPE lors des études de piégeage de
spin avec les RHE non-dopés métaboliquement, nous nous sommes intéressés au cas d’une

exposition de I'épiderme au soleil en présence d’Eug et IsoEug.

Les expériences menées sont, en tout point, semblables a I'approche classique décrite
précédemment (i.e., non-dopés), mais comprenant une étape d’irradiation du RHE au sein de
la cellule plate avant I'acquisition RPE (Figure 75). Dans cette optique, le soleil devrait pouvoir

jouer le role d’initiateur radicalaire tel qu’il a été mis en évidence dans les études en solution.

Il est a noter qu’afin d’étre certains que les radicaux se forment au sein méme de I'épiderme
et non en surface, les RHE sont lavés apres incubation du ST avec du tampon HEPES avant

d’appliquer la molécule d’études. Ceci permet de minimiser, voire d’exclure, les réactions en

v —~ Ringage de "’
la surface ?
I du RHE
/ 4 _ 4
=
m X 15 min :
i

—— 37°C;5% co, d L
Incubation du ST Application topique
du substrat sur le RHE

posé sur la cellule plate

Irradiation solaire Acquisition RPE

Figure 75 : Schéma de I'approche expérimentale de I'étude RPE-spin trapping dans
les RHE en présence des molécules cibles et sous illumination par le simulateur solaire
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solution et en surface hors de la matrice épidermique afin de considérer uniquement les

réactions se produisant au sein du RHE.

Résultats et discussion

Dans un premier temps les tests ont été réalisés en utilisant de 'Eug et de I'lsoEug a des
concentrations similaires a celles des tests épicutanés (5 umol.cm?). Ces expériences ont
permis d’observer, pour la premiére fois, des radicaux issus de molécules sensibilisantes dans
des RHE photo-exposés. En effet, des signatures spectrales similaires a celle observées en
solution pour 'Eug et 'lsoEug exposés au simulateur solaire ont été observées (Figure 76).
Aprés déconvolution de la signature spectrale ainsi obtenue, deux adduits de spin ont été
identifiés. Le premier est caractéristique d’'un radical centré sur le carbone, de hfccs
spécifiqgues an = 21,1 G, an = 14,5 G et ap = 46,8 G. Le second est compatible avec un radical
centré sur 'oxygéne de type peroxyle ou a4 = 10,9 G, an = 13,7 G et a» = 50,2 G. Si ces
résultats témoignent d’un caractére possible de pré-hapténe de I'Eug et de I'lsoEug, ils
tendent a suggérer un potentiel de sensibilisation cutanée exacerbé par une exposition

conjointe au soleil.

L’expérience a été menée également avec le guaiacol afin d’identifier si ce composé
commun aux deux mono-alkoxyphénols cibles en est I'origine (Figure 76). Elle montre une
signature RPE similaire a celle induite par 'Eug et I'lsoEug, confortant 'hypothése émise
selon laquelle un radical carboné (an = 21,1 G, an = 14,5 G et ap = 46,8 G) semble issu du
noyau aromatique. Ces conditions ont permis d’observer des spin-adduits dans les RHE a

partir du guaiacol contrairement a ce qui avait été observé dans les RHE dopés a la HRP.

Aprés avoir démontré la formation de radicaux au sein des RHE exposés conjointement
aux molécules cibles et au « soleil », des études similaires ont été effectuées avec les
composés analogues de 'Eug et de I'lsoEug substitués au **C comme décrits précédemment
dans ce chapitre. Malgré de nombreuses tentatives aucune nouvelle constante de couplage
due a la présence du **C n’a pu étre mise en évidence. Ces positions ne semblent donc pas
étre celles piégées par le DEPMPO, ceci étant en accord avec les analyses effectuées avec
des RHE dopés. En conséquence, le carbone en ortho- (6-C) reste ici le principal suspect a
I'origine de la formation du radical carboné. Néanmoins, le guaiacol substitué au **C sur cette
position ne montre pas non plus cette nouvelle hfcc. Bien que cela nous laisse sceptiques
guant a la réactivité de cette position, le guaiacol, contrairement a 'Eug et I'lsoEug, n’a pas
de substituant en para- (4-C). Ceci étant, les calculs DFT montrent que cette position para-
possede la plus grande densité électronique en plus de ne pas étre un carbone quaternaire,
c’est-a-dire la plus a méme de réagir. En revanche, le carbone para- étant quaternaire pour

'Eug et I'lsoEug, une réactivité différente n’excluant pas la position ortho- comme réactive
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peut étre envisagée, bien que les hfccs obtenues restent trés similaires du fait de la proximité

structurelle de ces molécules.
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Figure 76 : Comparaison des spectres RPE-spin trapping obtenus dans les RHE en
présence d’Eug, d'IsoEug et de Guaiacol exposés ou non au simulateur solaire

2.3. Etude de RPE-spin scavenging dans des RHE

Si le spin trapping permet d’apporter des informations substantielles quant a la nature des
différents intermédiaires radicalaires formés au sein des RHE, d’autres approches RPE
permettent de sonder la génération de radicaux. L’'une d’entre elles, utilisée dans ce travail,
est I'approche dite de spin scavenging. Elle permet notamment I'obtention d’'informations
cinétiques sur la génération de ROS et apparait ici des plus pertinentes : des radicaux centrés

sur 'oxygéne ayant été mis en évidence lors des études sur les RHE. Aussi, le fait que les
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RHE dopés par la HRP n’aient pas besoin de H>O- pour initier la formation de radicaux issus

de 'Eug et I'lsoEug nous conforte dans cette hypothése.

2.3.1. Méthodologie expérimentale

La procédure demeure relativement semblable a celle du spin trapping. Le RHE est retiré
du milieu de maintenance et est traité a la Dispase de type Il a 2,4 U.mL™* pendant 5 min. Ce
dernier est ensuite déposé dans 1,5 mL de tampon HEPES (10 mM, pH =6.8), ou le SC, CmP
ou CxP (30 yL a 100 uM) sont appliqués par voie topique. Le RHE est alors incubé 10 min (37
°C, 5% de CO,, atmosphére saturée en humidité) afin de permettre une distribution et une
répartition du SC globale au sein du RHE. Aprés I'incubation du SC, le substrat est appliqué
également de facon topique a une concentration proche de celles utilisées lors des tests
épicutanés. Apres 5 min d’incubation supplémentaire, 'épiderme est décollé de son support
puis déposé sur une cellule plate (Wilmad®, #WG-806-Q) en quartz, scellée et placée dans la
cavité du spectromeétre RPE (Figure 77). L’expérience de contrdle est ici primordiale : un milieu
cellulaire comme la matrice RHE étant réducteur par nature, le SC est soumis a une réduction
méme en I'absence de molécules cibles. Il convient donc de déconvoluer la perte du signal du

SC due a cette bioréduction de celle liée a la génération de ROS induite par 'Eug ou 'lsoEug.

Application topique
du SC sur le RHE

SC : 56 nmol.cm?
Substrat : 5 pmol.cm?

=
E 15 min
37°C;5% co,

( |t (=

Incubation*

RHE model

Episkin® *Incubation du SC : 10 min

Puis incubation du substrat : 5 min

Figure 77 : Schéma illustrant 'approche expérimentale RPE-spin scavenging dans les RHE

2.3.2. Résultats et discussion

Le CxP, ne pouvant pas par nature pénétrer les cellules de I'épiderme, a montré que
lsoEug est clairement capable de générer des ROS de facon extra-cellulaire. En effet, la
cinétique de décroissance de l'intensité RPE du SC (I/lp) est significativement plus rapide en
présence d’IsoEug et ceci sans autre action extérieure (Figure 78). Cette activité radicalaire
que posséde I'lsoEug a la différence de 'Eug, pourrait par synergie expliquer son potentiel

sensibilisant supérieur dans le cadre de 'ADC.
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Figure 78 : Suivi temporel de l'intensité RPE relative (I/lo) du CxP au sein de
RHE en présence d’Eug et d’'IsoEug

Bien que 'Eug semble ne pas présenter cette propriété qu'a son isomére, de générer des
ROS au niveau extracellulaire au sein de I'épiderme, une génération intracellulaire ne peut
étre exclue. Afin d’évaluer cette éventualité, des expériences de spin scavenging avec le CmP,
capable de pénétrer les cellules, ont été tentées a de multiples reprises. Cependant, les
résultats obtenus sont non-reproductibles contrairement a ceux du CxP et ne permettent donc
pas de conclure. Cette approche expérimentale nécessite encore d’étre optimisée afin

d’approfondir sur la formation des ROS induite par ces composés dans I'épiderme.

3. Réactivité de I'Eug et de I'lsoEug vis-a-vis d’acides aminés

La derniére partie de ce chapitre s’inscrit dans une optique de valorisation des travaux de
synthése menés (Chapitre 1) afin de caractériser la réactivité de 'Eug et I'lsoEug vis-a-vis
d’acides aminés. Pour rappel, les substances allergisantes doivent former des liaisons
covalentes avec les acides aminés endogénes pour former le complexe immunogéne
responsable de la sensibilisation cutanée. Cette étude porte donc sur I'exposition des

molécules cibles & des acides aminés. Préecédemment, il a été montré par spin trapping la
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propension de 'Eug et 'lsoEug a générer des espéces radicalaires en solution et dans les
RHE. La question qui se pose maintenant est de savoir si ces radicaux sont réactifs vis-a-vis

d’acides-aminés pour mener a I'hapténisation, élément déclencheur du systéme immunitaire.

3.1. Calculs théoriques de réactivité radicalaire avec un acide aminé

En préambule, afin d’illustrer cette possible hapténisation, des calculs de DFT ont été
entrepris afin d’évaluer I'aptitude des molécules cibles a réagir par recombinaison radicalaire
avec un acide aminé. Le radical carboné proposé précédemment (cf. Chapitre 1, partie 1.
Calculs théoriques, p.39) est délocalisé de maniére statistique principalement sur les positions
2,4, 6 de 'Eug et de I'lsoEug, ainsi que sur la position 3 pour I'lsoEug. Aussi, I'acide aminé
utilisé pour les calculs DFT a été la cystéine di a sa capacité bien connue de former un radical
thiyle responsable des nombreux mécanismes radicalaires peptidiques in vivo (e.g., le
glutathion dans les mécanismes de détoxification ou la formation de ponts disulfure) (Figure
79).
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Figure 79 : Formation potentielle d’adduits entre les radicaux carbonés
issus de 'Eug et de I'lsoEug avec la cystéine telle que prédite par DFT

Ces calculs ont été effectués par le Dr. Gourlaouen du Laboratoire de Chimie Quantique
(UMR 7177 Institut de Chimie, Université de Strasbourg, France) et les mémes parametres
gue ceux décrits dans le Chapitre 1 ont été utilisés. Les résultats obtenus montrent que le
couplage entre les radicaux carbonés issus de I’Eug et de I'lsoEug et la cystéine est toujours
favorable quel que soit la position radicalaire. Cependant, le carbone en ortho- 6-C (Figure 79)
reste la position la plus favorable dans le cas de I'Eug, suivie par celle portée par la chaine

propényle B-C de I'lsoEug (Tableau 8).
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Tableau 8 : Enthalpie libre (AG en kcal.mol?) de la réaction de recombinaison radicalaire entre
le radical thiyle de la cystéine et différentes positions radicalaires carbonées de 'Eug et de
I'lsoEug induites par délocalisation du radical PhO* préalablement formé

2-C 4-C 6-C B-C
Eug -16,5 - 15,9 -10,8
(2)-IsoEug -19,3 -11,7 -97 -22,3
(E)-IsoEug -16,9 -9,3 -8,6 -20,6

3.2. Etude de la réactivité radicalaire en solution

Afin d’évaluer si 'hapténisation est possible dans des conditions radicalaires semblables
a celles décrites dans ce chapitre (i.e., enzymatique ou photo-induite), des études inspirées
par le DPRA et le PPRA ont été initiés. Pour rappel, le DPRA validé par TOCDE est une
méthode d’évaluation in chemico du pouvoir sensibilisant d’'une espéce associée a la premiére
étape clé de nature chimique définie par 'AOP (cf. Introduction générale, Partie 3.4). Celle-ci
met en corrélation le potentiel de sensibilisation des composés avec leur réactivité vis-a-vis de
protéines en utilisant des peptides synthétiques. Les peptides synthétiques utilisés dans le
DPRA présentent un acide aminé réactif de type cystéine ou lysine dans leur séquence
permettant de cibler la réactivité de la chaine latérale de ces acides aminés.'® Le PPRA a été
développé par la suite pour évaluer des pro-hapténes par une activation enzymatique avec le
systeme HRP/H,0,%

3.2.1. Méthodologie expérimentale

Afin de simplifier I'étude et de valoriser l'insertion d’un isotope (i.e., *C) au sein de I'Eug
et de I'lsoEug, des essais de réactivité avec différents acides aminés ont été menés en
solution. Pour ce faire, nous nous sommes inspirés des tests de RPE-spin trapping en solution
décrites précédemment dans ce chapitre en remplacant le ST par I'acide aminé choisi. Ainsi,
'Eug et 'lsoEug ont été mis en solution dans un tampon HEPES (10 mM, pH 6,8) avec I'acide
aminé cible puis a été soit irradié avec le simulateur solaire, soit mis en présence du systeme
HRP/H,0; (Figure 80).

122 |Page



Chapitre 2 : Etudes des intermédiaires radicalaires et réactivité

Acide aminé Substrat
somm) Qg (20mMm)

Tampon HEPES
pH 6.8

Aﬁaﬁox

radicalaire
HRP (5 U/mL)
H,0, (32 mM)

1

Activité enzymatique Irradiation

Figure 80 : Procédures générale de préparation des échantillons pour les
études de réactivité de 'Eug et de I'lsoEug avec des acides aminés
Suite a cette approche le milieu réactionnel a ensuite été analysé par spectrométrie de
masse. Initialement, les études ont été effectuées avec les composés cibles disponibles de
facon commerciale. Dans un deuxiéme temps, les expériences ont été réalisées avec les
composés substitués au °C, permettant de modifier le rapport m/z de I'adduit potentiel formé.
L’augmentation d’'une valeur de 1 pour le rapport m/z (lorsque z =1) par rapport a I'adduit
majoritairement observé pour les composés non substitués doit permettre de témoigner de la

formation de I'adduit entre la molécule cible et 'acide aminé.

Les acides aminés choisis pour cette étude étaient protégés avec un groupement acétate
(Ac) sur la fonction amine N-terminale et sous forme d’ester méthylique ou éthylique (Me ou
Et) sur la fonction acide carboxyliqgue C-terminale. Ceci permet de ne pas tenir compte de la
potentielle réactivité de ces fonctions autrement impliqguées dans les liaisons peptidiques
nécessaires a la formation des protéines. Les acides aminés protégés qui ont été choisis pour
cette étude sont la cystéine (Cys), le tryptophane (Trp), la tyrosine (Tyr), I'histidine (His) ou la

lysine (Lys) (Figure 81). Ces acides aminés ont été choisis car ils sont connus pour étre

NH,
/=N
AcHN COOMe

impliqués dans les différents mécanismes d’hapténisation.

AcHN™ “COOMe AcHN™ “COOEt AcHN™ “COOMe AcHN™ “COOMe
Ac-Cys-Me Ac-Trp-Et Ac-Tyr-Me Ac-Lys-Me Ac-His-Me
177 g.mol™ 274 g.mol" 237 g.mol! 202 g.mol! 211 g.mol!

Figure 81 : Structure et poids moléculaires des acides
aminés utilisés pour les études de réactivité
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3.2.2. Résultats et discussion

Les premiers tests ont été réalisés avec 'Eug et I'lsoEug commerciaux afin d’identifier les
acides aminés potentiellement intéressants pour cette étude. Dans ce cadre, trois acides
aminés ont montré un intérét particulier, la Cys, le Trp et la Lys (Tableau 9).

Tableau 9 : Rapports m/z observés pouvant correspondre a la formation d’'une liaison entre
I'acide aminé étudié et 'Eug ou I'lsoEug

Eugénol Isoeugénol
Acide aminé Irradiation (3 h) HRP/H,0> Irradiation (3 h) HRP/H,0>
Ac-Cys-Me [M+H]" : 340,12 [M+H]* : 340,12 [M+H]* : 340,12 [M+H]* : 340,12
Ac-Tyr-Me - - -
Ac-Trp-Et [M+H]* : 437,21 [M+H]* : 437,21 [M+H]* : 437,21 [M+H]* : 437,21
Ac-Lys-Me - [M+H]* : 365,13 -
Ac-His-Me - - -

M = adduit non ionisé entre 'acide aminé et Eug ou IsoEug de poids moléculaire 164 g.mol?

Comme attendu suite aux calculs théoriques, un adduit avec la Cys semble pouvoir se
former avec 'Eug ou dans le cas de I'lsoEug quel que soit l'initiation radicalaire utilisée
(enzymatique ou par irradiation). En effet, un m/z compatible a la formation d’un adduit entre

la Cys et les molécules d’études (m/z = 340,12) a été observé.

De la méme maniére, le Trp connu pour étre fortement capable de réagir de maniére
radicalaire'® a montré une signature compatible avec la formation d’une liaison entre I'acide

aminé et 'Eug ou I'lsoEug (m/z = 437,21).

La Lys, principalement connue pour mener a des réactions a transfert de deux électrons
de type nucléophile-électrophile, a pu montrer I'apparition d’'un signal pouvant correspondre a
la formation d’un adduit Lys-Eug (m/z = 365,13). Mais cet adduit n'a été détecté que suite a
I'activation enzymatique de I'Eug par le systéme HRP/H,O_, mais non par pas photo-activation
(Tableau 9). Aucun m/z compatible avec un adduit Lys-IsoEug n’a été mis en évidence. De
méme, ni les études avec I'His et la Tyr, qui pourtant présente une fonction phénolique a

l'instar de 'Eug et de I'lsoEug, n'ont été concluantes.

Afin de déterminer si les signaux observés correspondent a la formation d’adduits entre
'acide aminé concerné et 'Eug ou I'lsoEug, les expériences avec la Cys et le Trp ont été
réitérées avec de 'Eug et de I'lsoEug tous deux substitués au **C sur la position méthoxyle.

Cette substitution devrait permettre l'identification du méme signale que celui observé
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précédemment mais avec un rapport m/z augmenté de 1 si I'adduit contient le motif Eug ou

IsoEug. Ces résultats sont resumés dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Rapports m/z observés pouvant correspondre a la formation d’'une liaison entre
I'acide aminé étudié et 'Eug ou I'lsoEug, tous deux substitués au **C sur la fonction méthoxy

Eugénol Isoeugénol
Acide aminé Irradiation (3 h) HRP/H,0, Irradiation (3 h) HRP/H,0,
Ac-Cys-Me [M+H]* : 341,13 - - [M+H]* : 341,21
Ac-Trp-Me [M+H]* : 438,22 [M+H]* : 438,23 [M+H]* : 438,23 [M+H]* : 438,22
Ac-Lys-Me - [M+H]* : 366,12 - -

M = adduit non ionisé entre 'acide aminé et le (*3C-MeO)-Eug ou le (*3C-MeO)-IsoEug de poids

moléculaire 165 g.mol?

Ainsi, la comparaison des spectres de masse obtenus dans des conditions similaires, mais
avec le substrat contenant ou non un 3C, permet de justifier de la liaison entre la molécule et
'acide aminé, comme montré dans la Figure 82 avec I'lsoEug et la Cys par activation

enzymatique.

IsoEug (20 mM)
Ac-Cys-Me (50 mi)
HRP/H;0; (5 U.mL" / 32 mM)

(13C-MeQ)-IsoEug (20 mM)
Ac-Cys-Me (50 mi)
HRP/H;0; (5 U.mL" / 32 mi)
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Figure 82 : Comparaison des spectres obtenus par spectrométrie de masse
(ESI-uTOF) des essais de I'lsoEug ou du (**C-MeO)-IsoEug en solution avec
de la Ac-Cys-Me et le systeme initiateur HRP/H>O, montrant le déplacement
d’une valeur de 1 du m/z en fonction de I'espéce isotopique utilisée

La liaison entre la Cys et I'lsoEug a notamment été mise en évidence aprés I'activation
par 'HRP/H;O:; : un pic de m/z de 341,21 est apparu concomitant & la disparition du pic avec

un m/z de 340,12. En revanche, sous irradiation aucun signal de m/z de 341 n’est apparu. A
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contrario, pour 'Eug en présence de Cys, un pic de m/z a 341,13 est observé aprés exposition
au simulateur solaire uniqguement. Il a également été montré que le Trp se lie bien a 'Eug et
a l'lsoEug au vu de lapparition du nouveau pic correspondant & un m/z de 438,22
accompagné de la perte du signal associé a un m/z de 437,21. Cette observation a été faite
quel que soit la méthode d'initiation radicalaire. Enfin, la Lys semble uniqguement capable de

réagir avec I'Eug et exclusivement lorsque soumis a une activation enzymatique.

4. Bilan

Les différentes expériences présentées dans ce chapitre apportent de nombreuses
informations vis-a-vis de la compréhension du comportement que peuvent avoir 'Eug et
I'lsoEug lors d’évenements radicalaires produits dans la peau. En préambule, des études en
solution de RPE-spin trapping ont été effectuées sur ces molécules en utilisant deux modes
d’initiation radicalaire distincts. Le premier utilise le systéme enzymatique HRP/H,O; avec une
réactivité¢ connue pour les dérivés phénoliques agissant alors en tant qu’antioxydant et
permettant ainsi de générer en premier lieu le radical PhO". Le second utilise simplement un
apport d’énergie par photo-irradiation via une exposition solaire normalisée (simulateur solaire
de spectre AM 1.5). Ces études ont permis en effet de mettre en évidence la génération de :
(i) un radical centré sur le carbone et (ii) un radical centré sur 'oxygéne dont les constantes
de couplages hyperfines sont compatibles avec un radical peroxyle (ROO"). Ces résultats ont
ensuite été comparés avec différents composés cibles synthétisés (cf. Chapitre 2) en
contenant des *C substitués aux positions potentiellement clés indiquées par les calculs DFT.
Malheureusement, le dédoublement de la signature RPE, témoin de la présence d’un *C dans
le voisinage de la sonde paramagnétique et d’'un couplage hyperfin correspondant, n’a pu étre
détecté. Ceci tend a indiquer que les positions substituées jusque-la ne sont pas porteurs du
radical réactif formé et piégé en solution. D’autres molécules ont été testées tel que le guaiacol,
brique de base commune a la structure de 'Eug et de son isomere et qui présente la méme
signature RPE que ces derniers. Mais la encore, le guaiacol substitué au **C sur sa position
ortho-, seule position carbonée clé sur les composés cibles dont la synthése n’a pu étre mené

a son terme, n'apporte pas la constante de couplage supplémentaire suspectée.

Aussi, de maniére intéressante, les molécules méthylées sur les fonctions phénoliques
montrent que la structure de I'Eug est susceptible de générer les mémes signatures
radicalaires par photo-exposition sans pour autant passer par le radical PhO". Des études plus
approfondies nécessiteraient d’étre menées sur cette particularité. Par aprés, le transfert
expérimental sur les matrices épidermiques telles quelles n’a pas permis de mettre en

évidence des intermédiaires radicalaires induits par 'Eug et 'lsoEug.
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Cependant, aprés avoir réussi a intégrer une peroxydase (la HRP) dans le modéle de RHE
afin de booster son métabolisme enzymatique sans pour autant altérer les épidermes, nous
avons démontré qu’une signature spectrale similaire a celle observée en solution a été
obtenue dans les RHE induits par 'Eug et I'lsoEug. Cela n’a pas été le cas du guaiacol, coeur
commun structurellement parlant des deux molécules cibles, ol aucun adduit de spin n’a été
détecté dans ces conditions. Ceci tend a démontrer la nature pro-hapténe de 'lEug comme de
'lsoEug, illustré par 'amélioration de la réactivité métabolique sans action supplémentaire (en
absence de H»0,) de la matrice pour s’approcher aux conditions réelles de présence de

peroxydases dans la peau.

Dans un esprit similaire, un caractéere potentiel de type pré-hapténe a aussi pu étre avance.
En effet, une simple « exposition au soleil » nous a permis de caractériser la présence
d’intermédiaires radicalaires induits par les molécules cibles. Ce résultat expérimental ouvre
également la porte a de multiples investigations dans le cadre d’étude des phénomeénes de
photo-allergie de contact : des résultats préliminaires sont présentés dans le Chapitre 3 de ce
manuscrit. L'étude de I'Eug, de I'lsoEug et méme du guaiacol dans les RHE photo-exposés
a également montré une signature radicalaire similaire a celle obtenue en solution mais ne

présente pas de nouvelles constantes de couplages pour les analogues substitués au C.

Finalement, concernant les analyses de 'Eug et de l'lsoEug par RPE, les radicaux
possiblement peroxyles identifiés lors des initiations radicalaires en solution apparaissent
similaires a ceux observés dans les RHE dont le systéme enzymatique a été enrichi avec de
la HRP. De fagon intéressante, la formation de ces adduits de spin a été obtenue en absence
d’'H.O, permettant d’avancer I'hypothése que ces molécules soient capables d’induire la
génération de ROS au sein des RHE. Des études RPE par spin scavenging au sein des RHE
ont permis de mettre évidence I'aptitude de I'lsoEug, a contrario de 'Eug, a générer des ROS
de maniére extracellulaire. Combiné aux propriétés cytotoxiques supérieures de I'lsoEug par
rapport a celles de 'Eug, ce résultat peut expliquer le pouvoir de sensibilisation cutanée accru

de 'lsoEug comparé a celui de 'Eug.

Enfin, les travaux trés préliminaires de réactivité conduits a I'aide de la spectrométrie de
masse ont montré une possible réaction de 'Eug et de I'lsoEug soumis a des initiations
radicalaires avec certains acides aminés. Nous nous sommes basés sur 'avantage obtenu du
changement de poids moléculaire issu d’'une substitution isotopique au sein de la structure
des molécules cibles. Il a pu étre montré au travers de cette étude que les deux composeés,
'Eug et I'lsoEug, sont capables de se coupler avec le Trp. Aussi, il a également été prouvé
que via un systeme enzymatique de type HRP/H,O;, I'lsoEug se lie a la Cys alors que sous

irradiation cette capacité disparait. Ceci est contraire a ce qui est observé pour I'Eug qui se lie
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a la Cys sous irradiation et non pas par le systéme oxydant HRP/H>O, dans ces conditions.
Le Trp et la Cys étant connus pour réagir au travers de mécanismes radicalaires, les résultats
obtenus seraient cohérents avec I'hapténisation par voie radicalaire de protéines contenant

ces acides aminés par 'Eug et I'lsoEug.
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Experimental part: Chapter 2

Materials & methods

Reagents, solvents and solutions

The spin-trap DEPMPO was synthesized as reported in literature!*®!4° with reactants

purchased from Sigma Aldrich®.
The spin scavengers CxP and CmP were purchased from Sigma Aldrich.

HEPES buffer (10 mM, pH 6.8) was prepared with 1.19 g HEPES in 400 mL deionized water,
4 g NaCl and 0.1 g KCI. To attain pH 6.8, NaOH pellets were added. If the pH went too high,
it was lowered back by carefully adding HCI until the pH remained stable to 6.8. Deionized

water was added for a final volume of 500 mL.

The horseradish peroxidase enzyme (HRP) was purchased from Sigma Aldrich as a

lyophilized powder. The batch used had an enzymatic activity per mass of 164 U.mg™.

Dispase Il was purchased from Sigma Aldrich as a lyophilized powder with an enzymatic
activity per mass of 0.5 U.mg™. A new solution of Dispase Il for removing the RHE from the
polycarbonate membrane was prepared for every week a range of RHE experiments was
scheduled. This solution was prepared in HEPES buffer diluted in water (75 : 25) to have an

enzymatic activity of the solution of 2.4 U.mL™.
Equipment

EPR acquisitions were performed at room temperature (295 K) with an EPR X-Band
spectrometer (EMXplus, Bruker Biospin GmbH, Germany) equipped with a high sensitivity
resonator (Bruker Biospin GmbH, Germany). The g calibration was performed using “strong
pitch” Bruker standard (isotropic g factor of 2.0028). The spectrometer was operated at 9.87
GHz and the principal experimental parameters were: 10 scan accumulation, microwave power
5 mW in solution and 10 mW in RHE, modulation amplitude 2 G, sweep time 40 s. The EPR
spectra were analyzed using simulation computed using labmade script based on Easyspin
toolbox under Matlab (Mathworks) environment. The different figures were then made using

OriginPro®.

Solar simulator Oriel Sol 3A with Xenon lamp to give a AM 1.5 spectrum. The distance to have

the irradiance of the sun felt on earth is 30 cm.

RHE models used, AlternaSkin™, are purchased from Cell Alternativ. They are sent on
Monday to receive the range of RHE on Tuesday. Upon receipt, RHE maintained in agarose

gel need are put in a new culture medium (1.5 mL/well for a 12-well plate). The culture medium
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should be freshly prepared by warming it to 37 °C and adding a complement provided with the
maintenance medium (volume of the complement 1/200 to the maintenance medium). The
RHE are then left for 24 h in an incubator (37 °C, 5% CO- in a saturated humidity atmosphere).
After this time, the medium must be replaced every 24 h (1.5 mL/well) to 48-72 h (2.5 mL/well).
In the case of HRP incorporation, the latter is added to the culture medium at a concentration
of 30 U.mL™. Please note that the reliability of the RHE model is only guaranteed for 3 days
(to be used from Wednesday to Friday).

General procedure for the assays in solution

Stock solutions were prepared for the target compounds (133.3 mM, organic solvent), the spin
trap (333.3 mM in HEPES) and in the case of enzymatic activation the horseradish peroxidase
(33.3 U.mLtin HEPES) and hydrogen peroxide (233.3 mM in HEPES).

15 uL of spin-trap solution were mixed with 15 pL of target compound, and in the case of
enzymatic activation 15 uL of horseradish peroxidase and hydrogen peroxide. HEPES buffer
was added to the solution for the final volume completed to 100 uL. This way, final
concentrations in the reaction mixture were 50 mM spin trap, 20 mM of target compound and
in the case of enzymatic activation 5 U.mL? of horseradish peroxidase and 32 mM of hydrogen
peroxide. The reaction mixture was subjected to stirring, further introduced into a glass

capillary tube (Hirschmann, 20 yL), sealed on both ends and EPR spectra registered.
General procedure for the assays in RHE for Spin Trapping

For the experimentation, the RHE (AlternaSkin™, Cell Alternativ, 0.6 cm?) was first put in
Dispase Il solution for 5 min. Then the RHE was pre-treated with DEPMPO (400 mM, 30 pL)
in dimethylsulfoxide/HEPES 1:1 and incubated during 15 min (37 °C, 5 % CO,). After this time,
pre-treated RHE were placed in an EPR tissue cell equipped with a silica window (Willmad,
#ER162TC-Q) and substrate (100 mM in acetone, 30 uL) was topically applied to the epidermis
taking care to ensure that the solution was only applied to it. The EPR tissue cell was then

closed and EPR spectra were registered as soon as possible.

In the case of photo-tests, the pre-treated RHE was washed in a bath of HEPES solution before
the topical application of the substrate. After the first acquisition (t0), the RHE was put under

the sunlight simulator through the tissue cell for 10 min before the next acquisition (t10)

In the case of doped RHE, 48-72 h before the experiment, HRP was put in the culture medium

(30 U.mL™?). Then the following experimental procedure was the one described above
General EPR-spin scavenging procedure for the assays in RHE

The RHE (AlternaSkin™, Cell Alternativ, 0.6 cm) were first put in Dispase Il solution for 5 min.

Then the RHE was pre-treated with the spin scavenger (CxP) in dimethylsulfoxide (100 uM,
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30 pL) 1:1 and incubated for 10 min (37 °C, 5 % CO,). After this time, the target compound
(100 mM in acetone, 30 uL) was topically applied to the epidermis and incubated for 5 min (37
°C, 5 % COy). The RHE was then placed in an EPR tissue cell equipped with a silica window
(Willmad, #ER162TC-Q). EPR spectra were then recorded with the previously described EPR
equipment. In here, the principal experimental parameters values were: microwave power 5

mW, modulation amplitude 1 G.
Control experiments for EPR-Spin trapping

Control experiments were crucial to confirm that the observed EPR signatures depend solely
on the oxidation systems studied on the target molecules. These controls were carried out in
solution by probing each experimental parameter.

Control experiments for spin trapping in solution with HRP/H,0O>

No target compound:
DEPMPO (50 mM), HRP (5 U.mL™), H,0, (32 mM) in HEPES

No H,O, with eugenol:
Eug (20 mM), DEPMPO (50 mM), HRP (5 U.mL™) in HEPES

No H,O, with isoeugenol:
IsoEug (20 mM), DEPMPO (50 mM), HRP (5 U.mL") in HEPES

No HRP with eugenol:
Eug (20 mM), DEPMPO (50 mM), H,O, (32 mM) in HEPES

No HRP with isoeugenol:
IsoEug (20 mM), DEPMPO (50 mM), H,0O, (32 mM) in HEPES

No HEPES Buffer with eugenol:

Eug (20 mM), DEPMPO (50 mM), HRP (5 U.mL™?), H,0, (32 mM) in water
No HEPES Buffer with isoeugenol:

IsoEug (20 mM), DEPMPO (50 mM), HRP (5 U.mL™), H,0, (32 mM) in water

r T T T T T T 1
3440 3460 3480 3500 3520 3540 3560 3580

Champ

Control experiments for spin trapping in solution with photo-exposed:

No target compound:
DEPMPO (50 mM), 5 min photo-exposure in HEPES

- o No target compound and no HEPES Buffer:
DEPMPO (50 mM), 5 min photo-exposure in water

No HEPES Buffer with eugenol:
Eug (20 mM), DEPMPO (50 mM), 5 min photo-exposure in water

cormrsaen NN\l \ (N AAPRNNINN presig sopaerne= N HEPES Buffer with isoeugenol:

IsoEug (20 mM), DEPMPO (50 mM), 5 min photo-exposure in water

No HEPES Buffer or water and no target compound:
DEPMPO (50 mM), 5 min photo-exposure in acetonitrile

vttt N ANt A\ s fN\ p N\ i puvemes - NO HEPES Buffer or water with eugenol:

Eug (20 mM), DEPMPO (50 mM), 5 min photo-exposure in acetonitrile

W-M\/w/\/\/\/\/d\/../\/\/\/\,—./\,.«..w No HEPES Buffer or water with isoeugenol:

r T T T T T T ' |soEug (20 mM), DEPMPO (50 mM), 5 min photo-exposure in acetonitrile
3440 3460 3480 3500 3520 3540 3560 3580
Champ
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Controls carried out with the HRP/H20- showed the necessity to have the tandem together

with the target compounds to observe radicals.

The photo-exposed controls pointed to have both the photo-mediated energy and the target
molecules to detect radicals, while the sole illumination was not sufficient enough to react
directly with DEPMPO.

In all cases, HEPES buffer seemed not to be involved in the EPR signature.
Synthesis procedures

Synthesis of DEPMPO

D— HP(O)(OEt), W,,O m-CPBA o
P(OEt) W’/
/ > 2 3
N EtOH N CHCI,4 *N® FIOEY),
r.t., 5 days -5°C,18 h b
<)
2-Methylpyrroline 16 : 84% DEPMPO : 32%

Diethyl-(2-methyl-2-pyrrolidinyl)phosphonate: 16

HP(O)(OEt), 0
D_ » E>L|=(0Et)2
N N

EtOH N
r.t., 5 days

2-Methylpyrroline 16 : 84%

Diethylphosphite (31.2 mL, 241.2 mmol, 1.2 eq) was slowly added to a solution of 2-
methylpyrroline (20.0 mL, 201 mmol, 1.0 eq) in ethanol (60 mL) in a round bottom flask under
an argon atmosphere. The reaction mixture was stirred for 7 days at room temperature. Then
the solvent was evaporated under reduced pressure to give a brown oil. A solution of
hydrochloric acid (10 % in water, 200 mL) was added and the solution was washed with
dichloromethane (3 x 80 mL). The aqueous phase was basified with a saturated solution of
sodium carbonate until pH 9. The aqueous phase was extracted with chloroform (3 x 100 mL).
Combined organic phases were dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under

reduced pressure to give the pure product.

Yield and aspect: 84% (37.35 g, 168.8 mmol) as a yellowish oil
Formula: CoH20NO3P MW: 221.24 Da

CAS: 157230-68-7

TLC: Rf = 0.6 (CH2CI2/EtOH 9:1) ; Rev: PMA/Ce
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IH NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 1.27 (td, 2 x 3H, 3Jun = 6.9 Hz, “Jup = 1.5 Hz, 2 x
OCH,CHs), 1.30 (d, 3H, 3Jip = 15.8 Hz, Me), 1.53-1.85 (m, 2 x 2H, CH,CH,CH.N), 2.12-2.21
(m, 1H, NH), 2.91-3.03 (m, 2H, CH.N), 4.08-4.14 (m, 2 x 2H, 2 x OCH,CHs)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 16.6 (d, 3Jc.p = 6.2 Hz, 2 x -OCH2CHz3), 24.3 (d, 2Jcp =
6.2 Hz, Me), 25.8 (d, 3Jc.p = 5.0 Hz, CH,CH2N), 34.6 (d, 2Jc.r = 3.8 Hz, CH.CH,CH:N), 47.2 (d,
3Jcp = 6.3 Hz, CH2N), 59.4 (d, Ycp = 163.7 Hz, Cquatemaire), 62.2 (d, 2Jc.p = 4.4 Hz, OCH,CHb),
62.4 (d, 2Jc.p = 4.4 Hz, OCH,CHs)

5-Diethoxy-phosphoryl-5-methyl-1-pyrroline-N-oxyde: DEPMPO

/0 m-CPBA o
WP(OE")Z EE— F(OEt),
u CHCl, N®
-5°C,18 h 5
©
16 DEPMPO : 32%

Diethyl-(2-methyl-2pyrrolidinyl)phosphonate (15.0 g, 67.8 mmol, 1.0 eq) was dissolved in
chloroform (150 mL). The temperature of the solution was maintained under -5 °C. A
suspension of 3-chloroperbenzoic acid (77 %, 31.0 g, 135 mmol, 2 eq) in chloroform was slowly
added. The green solution became milky. A saturated solution of sodium carbonate (130 mL)
was added and the solution was vigorously stirred. After 45 min, a clear green color appeared.
Organic phases were washed with a sodium chloride saturated solution (150 mL), dried over
magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude product was
purified by silica gel chromatography (dichloromethane/ethanol 9:1) and 5- diethoxy-
phosphoryl-5-methyl-1-pyrroline-N-oxyde (DEPMPO) was obtained as an orange oil (5.10 g,
21.7 mmol, 32 %).

Yield and aspect: 32% (5.10 g, 21.7 mmol) as a yellowish oil

Formula: CoH1sNO4P MW: 235.22 Da

CAS: 157230-67-6

TLC: Rf = 0.6 (CH2CI/EtOH 9:1) ; Rev: PMA/Ce

'H NMR (500 MHz, CDClI3) & (ppm): 1.29 (td, 2 x 3H, 3Jun = 6.9 Hz, *Jup = 1.5 Hz, 2 x
OCHCHs), 1.63 (d, 3H, 3Jup = 15.8 Hz, Me), 1.99-2.09 (m, 1H, CH,CH,CHN), 2.49-2.57 (m,

1H, CH,CH,CHN), 2.69-2.76 (m, 1H, CH,CHN), 2.77-2.84 (m, 1H, CH.CHN), 4.12-4.17 (m, 2
x 2H, 2 x OCHzCHs), 6.86 (td, 1H, 3JH.H = 2.8 Hz, 4JH.p = 2.8 Hz, CHN)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 16.5 (d, 3Jcr = 6.2 Hz, 2 x -OCH,CHj3), 20.9 (Me), 25.9
(CHzCHN), 31.1 (CHzCHzCHN), 62.9 (d, ZJc.p =75 HZ, OCHzCHs), 64.1 (d, 2Jc.p =74 HZ,
OCHZCHE}), 758 (d, l\]C-P = 1537 HZ, Cquatemaire), 1349 (CHN)
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1. La photo-allergie de contact

Ce troisieme et dernier chapitre de ce manuscrit de thése est centré sur I'étude de la
formation radicalaire photo-induite. En effet, ces travaux de these ont permis de développer
une approche expérimentale originale, centrée sur la spectroscopie RPE et visant a
comprendre les événements dermatologiques menant notamment a 'ADC pour les composés
cibles que sont 'Eug et I'lsoEug. Il a notamment pu étre mis en évidence qu’il est possible
d’exposer a la lumiére solaire ces composés cibles dans des modéles RHE, afin d’en étudier
la propension a générer des intermédiaires radicalaires et leurs potentiels effets sur les

chaines latérales d’acides-aminés induits par cette irradiation.

C’est ce lien entre le « soleil » et TADC qui a tout naturellement poussé les recherches
bibliographiques, ainsi que les discussions menées au sein du groupe, a se diriger vers une
nouvelle thématique d’étude liée a la photo-allergie de contact (PADC). La PADC, comme
'ADC, est une pathologie cutanée résultant d’'une réaction d’hypersensibilité retardée.
Cependant, dans le cas de la PADC la molécule sensibilisante devient réactive par action de
la lumiére. Elle nécessite, en conséquence, une étape au préalable de photo-activation afin
de pouvoir déclencher une réponse immunitaire. La lumiére peut, en effet, permettre diverses
réactions photochimiques au niveau moléculaire (e.g., une photo-oxydation) menant a
I'hapténe réactif.152-16¢ Dans le cas de composés a priori non-sensibilisants la lumiére est donc
un élément déclencheur qui peut survenir avant ou aprés exposition de la molécule sur la
peau. Cette photosensibilisation est connue pour intervenir suite a Il'utilisation de divers
produits de la vie de tous les jours allant des médicaments aux produits cosmétiques et filtres

solaires.

In fine, nous nous sommes donc demandés s'’il ne serait pas possible d’évaluer le
comportement des photo-allergénes de contact de la méme maniére que précédemment, en
les appliqguant sur des RHE soumis ensuite a une irradiation. Afin de valider cette approche
expérimentale et d’étudier I'étendue de son potentiel d’application, j’ai eu 'occasion d’encadrer

plusieurs stagiaires de Master sur ce sujet.

1.1. Les photo-allergenes étudiés : les dérivés de benzophénone
Parmi les principaux photo-allergéenes les plus largement mis en cause dans la PADC, on
citera en particulier les dérivés de type benzophénone (BP) connus notamment pour étre

sujets a la photo-oxydation décrite ci-dessus.*3116:162
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1.1.1. Labenzophénone (BP) et ses propriétés photochimiques

La BP est un composé aromatique contenant deux noyaux phényles sur une fonction
carbonyle. Le BP posséde une bande d’absorption dans les environs de 350-365 nm.13167
C’est un composé photo-actif qui est surement le photophore organique le plus utilisé
aujourd’hui pour ses propriétés photochimiques. L’'état photoexcité du photophore BP peut se
relaxer a [I'état fondamental de plusieurs maniéres, menant par exemple a la
photosensibilisation, a une cycloaddition [2+2], a une abstraction d’hydrogéne ou encore a une
recombinaison radicalaire.!*® Par absorption d’un photon, la BP passe de son état singulet
fondamental a un état triplet conduisant & une forme biradicalaire de la molécule : le biradical
benzophénone (BP™), résultat de la rupture homolytique de la liaison-1T portée par la fonction
carbonyle (Figure 83).1131%8 De par ses caractéristiques intrinséques, le BP est impliqué dans
de trés nombreuses applications allant de la chimie de surface et des polyméres aux
bioconjugaisons ciblées, la chimie protéomique et la cartographie in vivo voire la chimie des
interfaces de contact.!'® Dans le travail présenté ici, nous nous sommes focalisé sur sa faculté
de photosensibilisation.

BP a I'état initial singulet BP aprés photo-excitation,
a I'état triplet (biradical)

[ ]
o) hv 0]
> 0
Transition :
n— *
BP BP**

Figure 83 : Schéma réactionnel illustrant la génération photo-
induite de I'état triplet du biradicalaire BP* (transition n-1*)

L’exposition de la BP a la lumiére méne a I'excitation n-m* permettant de faire passer un
électron de l'orbitale HOMO (orbitale du doublet non-liant, n) vers l'orbitale LUMO (orbitale
anti-liante de la liaison 11, 11*). Une transition 1-1m* aurait aussi pu étre envisagée mais de codt
énergétique plus conséquent. Si cette transition de I'état fondamental vers un état singulet
second (S;) est réalisée, elle tend par des conversions internes a rapidement revenir vers le
premier état singulet excité (S:) : I'état aprés la transition n-1r*. A ce stade, le niveau S; peut
soit relaxer par fluorescence selon le diagramme de Jablonski (Figure 84), soit profiter d’'un
mécanisme de conversion inter-systéeme permettant de peupler le second état triplet excité

(T2) trés proches en énergie.*® Il a été montré par Yabumoto et al. que les états S; et T, sont
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isoénergétiques expliquant notamment leur haut rendement quantique et leur transition
presque instantanée de I'état S; vers I'état T..1%° Dans cette configuration électronique, de
rapides conversions internes conduisent finalement la BP dans son premier état triplet excité

(T1) avant d’effectuer un probable retour a I'état fondamental par phosphorescence (Figure
84).113,167,168
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Figure 84 : Diagramme de Jablonski de la BP menant a la formation du biradical BP™

Outre la phosphorescence, c’est au travers de son état triplet que la BP est active aprés
photo-excitation sous la forme biradicalaire BP™. Les orbitales n’étant pas complétes et de
niveaux d’énergies différents, c’est le BP™ qui est a la base de nombreuses réactions photo-
induites. Les réactions photochimiques faisant suite a I'état triplet de la BP, comprennent (i)
I'abstraction d’hydrogéne, (ii) la formation de I'oxétane de Patterno-Blichi résultant de I'addition
a une double liaison C=C, ou (iii) la dimérisation des états triplets.'*® Cette liste non exhaustive
des réactions potentielles atteste de la large capacité photo-réactive de la BP pouvant se

produire au travers d’intermédiaires radicalaires.

1.1.2. Le kétoproféene (KP), un anti-inflammatoire non-stéroidien

Le KP est une molécule dérivée de I'acide propionique, comportant un noyau BP comme
substituant. Le KP est connu pour étre utilisé dans de nombreux produits médicamenteux de
type anti-inflammatoires présentant 'avantage d’étre non-stéroidiens. Cette propriété anti-
inflammatoire du KP vient de sa capacité a inhiber la production de prostaglandine, molécule
de la famille des cytokines et médiateur principal du message inflammatoire.*’® Ainsi, le KP
est utilisé sous forme de gel pour les traitements localisés (e.g., blessures et traumatismes
musculaires ou ligamentaires) mais aussi sous forme de gélule ou pilule pour des traitements
plus diffus (e.g., les céphalées). Néanmoins, depuis les années 80, le KP est aussi devenu
connu des dermatologues en raison du nombre de patients toujours croissant qui ont été

diagnostiqués comme étant photosensibles a cette substance. Le KP est devenu par la suite
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d’autant plus populaire que les symptémes cliniques induits suite a sa photo-exposition sont a

la fois séveres et persistants (Figure 85).115116.171

Devleeschouver et al.

= 7 (DOI : 10.1111/j.1600-0536.2007.01296.x)
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Figure 85: Symptdmes (ici une dermatite vésiculo-bulleuse)
pouvant résulter de la PADC a une creme contenant du KP

Il a été montré que le KP peut se dégrader sous l'effet de la lumiére produisant divers
intermédiaires radicalaires (Figure 86). En partant du principe qu’il est nécessaire que le KP
se lie directement a une protéine cutanée apres irradiation afin d’enclencher un PADC, les
intermédiaires radicalaires photo-induits sont d’autant plus des suspects potentiels. Ces
intermédiaires radicalaires ont été montrés comme étant réactifs car capables de réagir avec
un antioxydant (RH), de dimériser, de s’oxyder en réagissant avec des ROS, etc... (Figure
86).115117.172 Ayssi, Nakajima et al. ont notamment attribué a l'irradiation du KP le rdle de photo-
activateur de l'oxygéne et caractérisé la production de ROS via la présence du radical

superoxyde (O2") mis en évidence par spin trapping.1’?

Par ailleurs les travaux de Karlsson et al. ont également montré que les produits issus de
la photo-excitation du KP réagissent rapidement (ca. 3 min d'’irradiation) avec de I'éthanol
utilisé comme solvant.*® Ceci laisse supposer une plus grande variété de délocalisations
électroniques possibles au sein de la structure aromatique du noyau BP. En effet, ils ont été
capables de caractériser par spectrométrie de masse, trois adduits issus trés probablement
du biradical BP™. Il est a noter qu’une irradiation supérieure a 3 min engendrait la dégradation

de I'adduit formé a partir de la position phénylique (Figure 87).11°
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Figure 87 : Produits issus de la photo-excitation du KP dans de I'éthanol et
proposition d’'un schéma réactionnel impliquant des intermédiaires radicalaires

Il est intéressant de noter qu’il a été mis en évidence par les dermatologues que suite a la
photosensibilisation de patients au KP, ces mémes patients peuvent développer dans certains
cas une photo-allergie dite « croisée » a d’autres allergénes.!!’ C’est-a-dire qu’'un patient
sensibilisé au KP réagi aussi a ces substances sans jamais y avoir été exposé. Ce sont, entre
autres, les travaux de Le Coz et al. qui ont mis en évidence cette réaction croisée via
I'utilisation de photo-tests épicutanés (photo-patch test).!® Parmi les molécules identifiées on
peut citer d’autres composés possédant un coeur BP photo-actif comme 'oxybenzone (OBZ)
et indirectement 'octocryléne (OCT, cf. Chapitre 3, Partie 1.1.3, p. 140), ainsi que des dérivés
propioniques tels que I'acide tiaprofénique ou le suproféne (Figure 88). Ces derniers (i.e., OCT,
tiaproféne et suproféne) possédent un coeur relativement proche a la BP, pouvant toujours
étre photo-actif di a la forte délocalisation sur le noyau aromatique.*!6 Néanmoins, de facon
intéressante Le Coz et al. soulignent que cette réactivité croisée semble étre indépendante de
la partie acide propionique des molécules. En effet, les patients ne montrent aucune PADC
croisée entre le KP et libuproféne, le fénoproféne, I'alminoproféne ou encore le

flurbiproféne. 116

Ces différentes observations suggérent qu’un cceur photo-actif de type BP au sein de la

structure de ces photo-allergénes soit responsable de la PADC croisée.
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Figure 88: Composés possédant des similitudes structurelles avec le KP
reconnus (droite) ou non (gauche) pour leur aptitude a induire une PADC croisée

1.1.3. L’octocryléne (OCT) et I'oxybenzone (OBZ), les filtres solaires

Dans ce contexte notre approche expérimentale initiée et décrite précédemment apparait
des plus pertinentes pour I'étude de 'OCT et 'OBZ. Ces deux molécules sont largement
utilisées comme filtres solaires vue leur aptitude a absorber les UV. De fait, elles sont
largement présentes dans la formulation de nombreuses crémes solaires, et de par leur
fonction se retrouvent fréquemment exposées au soleil. Concrétement, la photosensibilisation
antérieure d’un individu a un dérivé sensibilisant analogue (e.g., le KP suite a un traitement
médicamenteux) peut devenir handicapant lorsque lindividu s’expose au soleil aprés

application de créme solaire. 114116.173

L’OCT ne posséde pas per se un noyau BP, mais posséde une double liaison reliant une
fonction nitrile et une fonction ester d’octanyle. Il demeure que c’est cette structure analogue
a celle de la BP qui est soupgonnée d’étre responsable des réactions photo-allergiques
croisées.!® Lors de sa dégradation, 'OCT est capable de produire de la BP par coupure
oxydante de sa double liaison ou par hydrolyse suivie d’'une rétro-aldolisation (Figure 89).118
En d’autres termes, I'OCT photo-exposé donne-t-il la méme signature radicalaire que la BP ?
D’autre part, I'implication d’intermédiaires radicalaires aprés photo-excitation de I'OCT peut-
elle étre remise en cause du fait du caractére aromatique de la molécule, associé aux

propriétés de photo-absorption ?

A contrario, 'OBZ est un composé directement dérivé de la BP possédant une fonction
méthoxy et une fonction hydroxyle de type phénol sur 'un de ses cycles aromatiques (Figure

88). La présence de ces groupements électrodonneurs favorise la production du biradical BP™.
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L’'étude de cette molécule permettrait ainsi d’apporter des informations pouvant se corréler

directement avec la BP et par conséquent expliquant I'origine de la PADC croisée.

Nc\)L

Hydrolyse Rétroaldolisation
OH +
Crotonisation Aldolisation o

BP
Figure 89 : Schéma proposé de rétro-aldolisation de I'OCT menant a la formation de BP

1.2. L’objectif : étude des systémes photo-exposés

L’objectif de cette partie du travail a été de sonder I'aptitude de la BP, du KP, de 'OCT et
de 'OBZ a générer des espéces radicalaires lorsqu’exposés au soleil. Ainsi, de la méme
maniere que lors du Chapitre 2, ces études portent sur des analyses RPE-spin trapping en
solution irradiée a I'aide du simulateur solaire, élargies a l'utilisation des RHE. Dans ces deux
approches expérimentales, le simulateur solaire Oriel Sol 3A (décrit Chapitre 2) est utilisé afin
de simuler une exposition au soleil lorsque la peau est préalablement exposée a ces
molécules. Le reste de la procédure reste identique a celle décrite dans le Chapitre 2 que ce
soit en solution ou dans des RHE, adaptant simplement les temps d’irradiation ou les

concentrations en substrat (Figure 90).

Test en solution irradiée Test dansun RHE irradié
DEPMPO { Ringage de —
(50 mM) ‘s? Substrat * la surface F i
m du RHE
/ — = —)
\ | Tampon HEPES n .
' pH68 a T 15 min -
= 37°C;5% (O, —={0h
Application topique Incubation du ST Application topique
du ST (DEPMPO) du substrat sur le RHE
- 20 pmol.cm? posé sur la cellule plate
-. L]
4 Wh | !
e
Irradiation
Irradiation Acquisition RPE

Figure 90: Description schématique illustrant les modes opératoires pour la
préparation de I'échantillon en solution irradié (gauche) ou pour le RHE irradié (droite)
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2. Résultats et discussion
2.1. Etude de la BP par RPE-spin trapping

2.1.1. En solution
Le DEPMPO ainsi que la BP ont été mis en solution dans un tampon HEPES (10 mM, pH
6.8). Le milieu a été « exposé au soleil » initiant la formation de radicaux et, en conséquence,

d’adduits de spin avec le DEPMPO permettant leur détection et leur identification par RPE.

De maniére surprenante, les tests en solution ne montrent pas de formation de signature
paramagnétique et donc d’adduits de spin issus du piégeage de radicaux oxygénés et/ou
carbonés. Des acquisitions ont été effectuées a différents temps d’exposition a la lumiére
jusqu’a une durée maximale dirradiation de 30 min dans le but de pouvoir identifier la
formation potentielle d’adduits en fonction du temps. L’acquisition RPE a donc été réalisée
apres 30 sec, 1 min, 2 min, 3 min, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min et 30 min d’irradiation. Aucun

spin-adduit n’a été observé dans ces conditions.

Plusieurs explications peuvent étre proposées : (i) Il est possible d'imaginer que la BP
puisse se dégrader sous l'effet de la lumiére formant des diméres diamagnétiques via des
intermédiaires radicalaires, avant méme leur réaction avec le DEPMPO ; (ii) I'approche en
solution peut étre trop minimaliste et suite & sa photo-excitation la BP a besoin d’'un élément
ou facteur supplémentaire non-présent dans la solution, n’initiant donc pas de formation

radicalaire ; (iii) la derniére hypothése serait qu’aucun radical ne se forme.

2.1.2. Dans des RHE

Afin de vérifier si les observations faites en solution restent vraies au plus prés d’un
scénario d’exposition réel a ces photo-allergénes, une étude RPE-spin trapping a été menée
avec des RHE en présence de BP suivie d’une irradiation. La concentration de ST appliquée
est identique a celle utilisée lors des études décrites dans le Chapitre 2. Une dose de 2,2
umol.cm de BP a été appliquée topiquement aux épidermes, équivalente a celle utilisée lors

des photo-patch tests au KP (1% dans le pétrolatum).%3

Contrairement aux études en solution, 'expérimentation faite sur les RHE sous irradiation
a permis I'obtention d’'une une signature RPE montrant la formation d’un adduit de spin. Malgré
un rapport signal sur bruit (S/N) modeste, une simulation du spectre expérimental a pu étre
réalisée apres une exposition de 5 min conduisant aux hfccs:ay=13,1G;av=14,0G et ap

= 47.1 G, caractéristiques d’'un radical oxygéné de type d’hydroxyle (HO") (Figure 91).146:174
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BP (2,2 pmol.cm?)
DEPMPO (20 umol.cm?)
RHE

DEPMPO (20 umol.cm?)
RHE hv (5 min)

BP (2,2 pmol.cm)
DEPMPO (20 umol.cm)
RHE hv (5 min)

Simulation
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Figure 91 : Simulation globale (spectre rouge, caractéristique d’'un spin-adduit issu
du piégeage d’'un radical ROS de type HO": g = 2,0058 ; ayn = 13,1 G ; ay = 14,0
G et ap = 47.1 G) du spectre de RPE expérimental dans un RHE obtenu pour la BP
(2,2 ymol.cm) en présence de DEPMPO (20 pmol.cm?) aprés 5 min d’irradiation

La présence de ROS de type HO® semble corroborer I'hypothése émise précédemment
sur I'approche paraissant comme trop minimaliste des études en solution, et la nécessité d’'un
autre paramétre pour détecter un adduit de spin. Il est connu que I'exposition prolongée de la
peau a la lumiére solaire forme des ROS, non-visibles dans notre étude lors de I'expérience
de contréle sans BP.197110 Ainsi, lirradiation du modéle en présence de BP semblerait
favoriser la production de ROS. Ceci dit, la simple production de ROS comme le radical HO*
ne peut a elle seule initier le mécanisme immunitaire de la PADC. Elle peut étre néanmoins
impliguée dans des événements dermatologiques produits par la BP sur une peau exposée

au soleil.

2.2. Etude du KP par RPE-spin trapping
2.2.1. En solution
Du fait de ses multiples délocalisations radicalaires, le KP est le cas le plus complexe parmi

les molécules étudiées dans ce chapitre (Figure 87).
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Dans un premier temps, I'étude RPE menée en solution apres irradiation dans un tampon
HEPES (10 mM, pH 6,8) en présence de DEPMPO a permis I'obtention d’une signature
spectrale et correspondant a la superposition de plusieurs adduits de spin. Apres simulation
et déconvolution du spectre expérimental, au moins deux adduits de spin ont été identifiés. Le
premier systeme (spectre simulé bleu, Figure 92) semble mettre en évidence la présence d’'un
radical carboné (ay = 21,5 G ; ay = 15,0 G ; ap = 48,5 G)8%1%¢ tandis que le second systeme
(spectre simulé vert, Figure 92) indique la présence d’'un radical oxygéné (an = 11,1 G ; an =
13,1 G ; ap = 50,4 G)4¢

KP (10 mM)
Expérimental DEPMPO (50 mM)
hv (5 min)

Simulation

-------------------------------------------------------------------------- Déconvolution des systéemes :
g = 2,0059

R ay=21,5G
_JWV\/\/\/\I\/\/\/\W Systéme 1 ay=15,0 G

ap=48,5G

g = 2,0060
ay=1,1G
ay=13,1G
ap=50,4G

Systéme 2

I 4 I ' I 4 I ' I ! I ! I ! I
3440 3460 3480 3500 3520 3540 3560 3580
Champ (G)

Figure 92 : Simulation globale (spectre rouge) et déconvolution (spectres
bleu et vert) du spectre de RPE expérimental obtenu en solution avec le KP
(10 mM) en présence de DEPMPO (50 mM) aprés photo-exposition (5 min)

Quand bien méme ces résultats ne permettent pas de distinguer la nature exacte du radical
carboné piégé (i.e., fonction carbonyle et/ou porté par la position benzylique), c’est une
introduction pertinente pour les études avec les RHE. D’autre part, la signature RPE de I'adduit
de spin correspondant au piégeage d’un radical oxygéné est compatible avec un radical de
type peroxyle (ROO’).}#¢ Ce dernier pourrait résulter de la production du radical anion

superoxyde proposé comme étant un produit issu de la photo-dégradation du KP (Figure 86).

l44|Page



Chapitre 3 : Photo-allergie et radicaux

2.2.2. Dans des RHE

L’étude du KP au sein de RHE irradiés a mis en évidence des radicaux similaires a ceux
observés en solution. En effet, aprés I'application de KP a un dose surface de 1,6 pmol.cm?
(équivalente aux photo-patch tests a 1% dans le pétrolatum)?® sur des RHE pré incubés avec
du DEPMPO, et aprés 5 min d’irradiation : (i) un radical centré sur le carbone (spectre simulé
bleu, Figure 93 ; an =21,1 G ;an=14,6 G ; ap = 47,3 G) et (ii) un radical centré sur 'oxygéne
de type ROO" (spectre simulé vert, Figure 93 ; a1 =12,0G ; an= 13,8 G ; ap = 46,3 G) ont été

détectés. Les variations des hfccs observées peuvent étre attribuées a la différence

d’environnement des adduits de spin générés.

KP (1,6 pmol.cm??)
Expérimental DEPMPO (20 pmol.cm?)
hv (5 min)

Simulation

Déconvolution des systémes :

g = 2,0059
ay=21,1G
ay=14,6 G
ap=47,3G

Systéme 1

g = 2,0060
ay=120G
ay=13,8G
ap=46,3G

Systéme 2

I I
3420 3440 3460

Champ (G)

Figure 93 : Simulation globale (spectre rouge) et déconvolution (spectre bleu et vert)
du spectre de RPE expérimental dans un RHE obtenu pour le KP (1,6 umol.cm™) en
présence de DEPMPO (20 ymol.cm2) aprés 5 min d’irradiation

I I I 1
3480 3500 3520 3540

L’absence de radicaux carbonés dans le cas de la BP et la présence de radicaux carbonés
dans le cas du KP peuvent laisser supposer que le radical carboné piégé n’est probablement
pas porté par le noyau BP du KP. Par ailleurs, l'identification de radicaux oxygénés est
compatible avec la photo-ionisation comme voie de photodégradation possible du KP (Figure
86). Elle conduit a la génération d’'un radical centré sur le carbone de type benzylique. Pour
confirmer ceci, une substitution de cette position au 13C et la mise en évidence d’'une nouvelle

hfcc correspondante peut s’avérer des plus pertinente.
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L’intermédiaire radicalaire centré sur le carbone (Systéme 1, Figure 93) est un candidat a
linitiation d’'une PADC au KP. Une signature spectrale similaire obtenue avec les autres
espéces (e.g., OCT, Figure 88) permettrait de justifier I'existence de la PADC croisée sans
exclure qu’elle soit engendrée par un mécanisme indirect. En effet, les travaux de Karlsson et
al.'*® ont montré que le KP peut jouer un role de photosensibilisateur. En présence de dérivés
d’acides aminés de type lysine et tryptophane il peut alors induire une réaction entre les deux
acides aminés conduisant a la formation d’'un complexe. Ce dernier peut étre reconnu comme

ne faisant pas partie du soi et déclencher la réaction du systéme immunitaire (Figure 94).1°

302
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Figure 94 : Photo-réaction proposé par Karlsson et al. entre des résidus de type
tryptophane (bleu) et de type lysine (rouge) soumis aux UV en présence de KP2

2.3. Etude de ’OBZ et de I’OCT par RPE-spin trapping
2.3.1. En solution

L’étude dans une solution HEPES (10 mM, pH 6,8) de lirradiation des échantillons
contenant de 'OBZ ou de 'OCT a montré des résultats bien différents pour ces deux filtres
solaires. A l'instar de la BP et malgré de nombreuses tentatives a différents temps d’exposition
et différentes concentrations d’'OBZ, aucune signature spectrale n’a été obtenue. Dans le cas
de 'OCT, une signature par RPE a été obtenue mais aprés un temps d’exposition plus long a
la lumiére relativement aux autres molécules étudiées. En effet, si aucune signature n’est
visible aprés dix minutes d’exposition, un signal RPE apparait aprés 15 min et c’est apres 20
min d’illumination qu'il est clairement possible d’identifier au moins deux adduits de spin
(Figure 95). L’'un des deux tend rapidement a disparaitre aprés des temps d'’irradiation plus

longs (30 min) (Figure 95).
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Figure 95 : Spectres de RPE-spin trapping de 'OCT (10 mM) en
solution avec du DEPMPO (50 mM) a différents temps d’irradiation

Afin de caractériser les especes formées, une simulation du spectre expérimental a 20 min
d’exposition solaire a été effectuée afin d’en faire une déconvolution des systémes. Un radical
carboné est clairement mis en évidence par son adduit de spin (spectre bleu, Figure 96 ; an =
21,2G ;an=14,6 G ; ap = 47,5 G) ainsi qu’'un radical centré sur 'oxygéne (spectre vert, Figure
96; an = 12,4 G; av = 14,0 G; ap = 47,7 G). Néanmoins, au moins un autre systéeme est
également visible, cependant nous n’avons pas été en mesure de le(s) simuler et le(s)

caractériser correctement (croix, Figure 96).

Ces résultats préliminaires témoignent d’une réactivité différente pour les deux filtres
solaires. Tandis que le comportement en solution de 'OBZ est similaire a celui observé avec
la BP, 'OCT montre la production de radicaux carbonés suite & une photo-activation de la

molécule.
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OCT (10 mM)
Expérimental DEPMPO (50 mM)
hv (20 min)

Simulation

Déconvolution des systémes :
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ay=14,6 G
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Figure 96 : Simulation globale (spectre rouge) et déconvolution (vert et bleu) du spectre
RPE expérimental obtenu pour les RHE en présence d’OCT (10 mM) et exposé 20 min
au spectre d’émission solaire en présence de DEPMPO (50 mM)

2.3.2. Dans des RHE

L’étude RPE-spin trapping dans des RHE irradiés n’a détecté aucune production
radicalaire suite a I'application de 'OBZ dans des doses similaires a celles des photo-patch
tests (10% dans le pétrolatum, correspondant a une dose par surface de 17,5 pymol.cm?).153
Ce résultat est surprenant s’il est comparé a la production potentielle de radicaux oxygénés
gue présente la BP dans des RHE irradiés, mais est en accord avec ce qui a été obtenu en

solution.

Les expériences menées dans des RHE irradiés suite a I'application de 'OCT a une dose
similaire aux photo-patch tests (10% dans le pétrolatum, soit une dose par surface de 11
umol.cm)* donnent une signature RPE compatible avec celle obtenue en solution dans des
proportions différentes (Figure 97, systéme 1 en bleu et systeme 2 en vert). Sur la base des
seuls résultats des RHE il aurait été difficile de conclure attendu du treés faible S/N, a la limite
de la détection. L'analyse du spectre RPE a été néanmoins possible en se basant sur la
signature précédemment obtenue en solution. Cela dit, certains signaux identifiables n’ont pas

pu étre attribués.

La caractérisation de radicaux centrés sur le carbone est compatible avec l'implication
d’intermédiaires radicalaires dans la PADC a 'OCT. Cependant, des études plus approfondies

sont nécessaires afin d’identifier 'espéce radicalaire mise en jeu (études DFT, substitutions

148 | Page



Chapitre 3 : Photo-allergie et radicaux

isotopiques). Aussi, ces analyses supplémentaires de calculs théoriques pourraient également

nous éclairer sur les signaux correspondants au(x) systéme(s) non-identifiés.

OCT (10 mM)
DEPMPO (50 mM)
hv (20 min)
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Figure 97 : Comparaison des spectres expérimentaux RPE-spin trapping de 'OCT en
solution ou dans un RHE en présence de DEPMPO

3. Bilan

Cette étude a permis de valider notre approche expérimentale pour I'étude de la PADC.
En effet, I'utilisation de RHE préalablement exposés a des molécules photo-actives en tandem
avec lutilisation d’'un simulateur solaire a permis dobserver la formation d’espéces

radicalaires au sein de I'épiderme, propres a la molécule étudiée.

Dans les conditions expérimentales utilisées, la capacité de la BP a générer des radicaux
OXygénés a été mise en évidence dans les matrices épidermiques, a contrario des
investigations menées en solution. L'approche en solution étant trop éloignée d’un scénario
réel d’exposition par trop simpliste, un environnement cutané (RHE) semble ici nécessaire

pour induire une photoréaction de la BP.

Le KP a montré sa propension a générer des radicaux oxygénés et carbonés dans des
RHE a des temps d’exposition courts (quelques minutes). La partie BP du KP ne donnant pas

des radicaux carbonés dans nos expériences, I'hypothése que ceux-ci soient plutot de type
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benzyle pourrait étre émise, i.e., localisés sur le substituant propionique apres
décarboxylation. Cependant, cette hypothése nécessite d’étre validée en effectuant une

substitution isotopique sur cette position.

De la méme maniére, la génération de radicaux carbonés et oxygénés au sein des RHE
exposés au simulateur solaire et en présence d’OCT a été mise en évidence. Ces espéces
radicalaires sont trés similaires a celles identifiées en solution, mais elles ne sont détectables
qu’aprés une exposition plus longue a la lumiere (>10 minutes) comparé a ce qui est observé

avec le KP.

Pour finir, aucun intermédiaire radicalaire n’a été détecté dans les études menées en

présence d’OBZ quel que soit I'approche : en solution comme dans les RHE.

Pour conclure sur ces études trés préliminaires, bien que n’ayant pas permis d’élucider
l'origine de la réactivité croisée des molécules étudiées dans le cadre de la PADC, elles ont
legitimé notre approche expérimentale quant a I'étude d’événements dermatologiques photo-

induits
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Experimental part: Chapter 3

Materials & methods

Most of the procedures and materials were described in Chapter 2: preparation of HEPES

buffer, Dispase Il solution or DEPMPO ; the sunlight simulator used ; the RHE model used.
The target compounds (BP, KP, OCT and OBZ) were purchased from Sigma Aldrich®.

EPR acquisitions were performed at room temperature (295 K) with an EPR X-Band
spectrometer (EMXplus, Bruker Biospin GmbH, Germany) equipped with a high sensitivity
resonator (Bruker Biospin GmbH, Germany). The g calibration was performed using “strong
pitch” Bruker standard (isotropic g factor of 2.0028). The spectrometer was operated at 9.87
GHz and the principal experimental parameters were: 10 scan accumulation, microwave power
5 mW in solution and 10 mW in RHE, modulation amplitude 2 G, sweep time 40 s. The EPR
spectra were analyzed using simulation computed using labmade script based on Easyspin
toolbox under Matlab (Mathworks) environment. The different figures were then made using

OriginPro®.
General procedure for studies in solution

Stock solutions were prepared for BP (50, 100 or 250 mM in acetone), KP (50 mM in acetone),
OBZ (50, 100 or 250 mM in acetone), OCT (50 mM in acetone) and DEPMPO (250 mM in
HEPES (10 mM, pH 6.8)).

20 L of spin-trap (DEPMPO) stock solution were mixed in an Eppendorf with 20 pL of target
substrate (BP, KP, OBZ or OCT) stock solution. HEPES buffer (10 mM, pH 6.8) was added to
the solution for a final volume completed to 100 uL. This way, final concentrations in the
reaction mixture were 50 mM DEPMPO and 10, 20 or 50 mM of target compound. The reaction
mixture was subjected to stirring, then the open Eppendorf was photo-exposed for different
periods of time (min). The resulting mixture was further introduced into glass capillary tube

(Hirshmann, 20 yL), sealed on both ends and EPR spectra registered.

General procedure for studies in RHE

The RHE (AlternaSkin™, Cell Alternativ, 0.6 cm) were first treated systemically with a Dispase
Il solution (2.4 U.mL?) during 5 min. Then, the RHE was pre-treated with DEPMPO in
dimethylsulfoxide/HEPES 1:1 (400 mM, 30 pL) and incubated during 15 min (37 °C, 5 % CO,).
After this time, pre-treated RHE was taken out from the insert and washed in a bath of HEPES

before being placed in an EPR tissue cell equipped with a silica window (Willmad, #ER162TC-
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Q). The target substrate was then topically applied (30 pL in acetone) with a concentration
depending on the compound to get the same dose per area used in the photo-patch tests: 44
mM for BP (2.2 ymol.cm2), 32 mM for KP (1.6 ymol.cm?), 350 mM for OBZ (17.5 ymol.cm™)
and 220 mM for OCT (11 pmol.cm?). The EPR tissue cell was then closed, sealed and EPR

spectra recorded initially without photo-exposition (to, blank), and after each illumination time.
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Contexte

L'eugénol et l'isoeugénol sont deux alkoxyphénols présents dans de nombreuses huiles
essentielles des plantes capables de les biosynthétiser et en sont les principaux agents
odorants et gustatifs. lls sont utilisés dans de nombreux secteurs industriels en tant que
fragrances (e.g., cosmétique, aromathérapie, parfumerie...).*® En plus de ces propriétés, ces
deux composés sont caractérisés pour (i) leurs propriétés antioxydantes-cytoprotectrices (e.g.,
contre les pathogénes alimentaires'?), mais aussi (i) leurs activités prooxydantes-cytotoxiques
bien connues des dermatologues spécialisés en allergie de contact, ce qui contraint I'industrie

a étiqueter leur présence sur les produits cosmétiques et parfumés.314

L’allergie de contact demeure aujourd’hui une pathologie dont souffre prés d’'une personne
sur cing vis-a-vis d’au moins un allergéne cutané. Cette expression d’'immunotoxicité est
considérée comme étant la plus fréquente chez 'Homme.®>% |’allergie de contact représente
donc un vrai probleme de santé publique, car elle impacte de facon significative la qualité de
vie des travailleurs ou des usagers exposés aux espéces sensibilisantes. La prévalence de
cette pathologie incurable tendant toujours a augmenter, il est primordial de comprendre et

prédire le potentiel sensibilisant des produits chimiques avant leur mise sur le marché.

Dans le cas de l'eugénol et de lisoeugénol leur noyau de type alkoxyphénol est
probablement a 'origine de leurs propriétés cytotoxiques, dans certains cas dérivées de leur
action antioxydante. En effet, il est connu des composés phénoliques de pouvoir étre oxydés
en radical phénoxyle (PhO") en réduisant d’autres radicaux libres (action antioxydante).
Historiquement, c’est la forme finale d’oxydation des alkoxyphénols (i.e., quinone ou
méthyléne quinone) qui a été incriminée comme étant responsable de leur toxicité. Cependant,
ces dérivés phénoliques se sont avérés capables de réagir au travers dintermédiaires
radicalaires, notamment dans le cas de la formation de lignines.5%%? En effet, I'électron non-
apparié du radical PhO" peut se délocaliser au sein du noyau aromatique et des chaines
conjuguées formant ainsi divers intermédiaires radicalaires carbonés. Ces radicaux sont
susceptibles de réagir avec des protéines de la peau pour former un complexe antigénigue

enclenchant la réponse d'immunotoxicité cutanée caractérisant I'allergie de contact.

L’objectif de ce travail de thése a donc visé a allier la compréhension de la réactivité
antioxydante en établissant des frontieres menant a I'action cytotoxique et allergisante des
molécules. Pour ce faire, I'investigation de la formation d’intermédiaires radicalaires réactifs
dans la peau dans des conditions conventionnelles d’exposition et propices a leur formation

(e.g., milieu oxydant, systéme métabolique, photo-exposition...) a été menée.
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Synthése et conclusions

La premiére étape de notre démarche expérimentale a été de synthétiser les molécules
d’intérét, I'eugénol et l'isoeugénol, contenant des substitutions au *C sur des positions
sélectionnées a partir d’études bibliographiques et de calculs de DFT. Ces positions sont a
méme de porter I'électron non-apparié réactif aprés délocalisation électronique du radical
PhO'. Les positions suivantes ont ainsi été mises en exergue : (i) la position méthoxyle, (i) la
position ortho- non-quaternaire (6-C) et (iii) la position conjuguée sur la fonction propénylique
de I'isoeugénol (3-C). Néanmoins, la position benzylique de I'eugénol (a-C) et la position para-
des deux molécules restent deux cibles éventuelles dont le développement de la stratégie de
synthése menant a la substitution au °C a été effectué. Cette approche permet une
caractérisation circonstanciée de l'intermédiaire radicalaire par RPE!!! ou spectrométrie de

masse.

La production de I'eugénol et de I'isoeugénol substitués au **C sur les positions méthoxyles
((*3*C-MeO)-Eug et (**C-Me0)-IsoEug), ainsi que la synthése de I'isoeugénol substitué au *C
sur la position propényle (B-(*3C)-IsoEug) ont pu étre effectuées sans difficulté notable. A
contrario, le développement de la synthése permettant I'insertion d’'un **C au sein de la position
ortho- n'a pas été concluante. Seul le motif commun de type guaiacol a été synthétisé
contenant une substitution isotopique sur les deux positions ortho- (2,6-(*3C)-guaiacol) afin de
constituer un « motif de référence ». Cependant, un mélange a été obtenu contenant en plus
de la molécule cible ce qui pourrait étre son isotopomeére (1,3-(*3C)-guaicol). C’est donc ce

mélange, dont la purification a été limitante, qui a été utilisé lors de nos études.

by

Pour la seconde étape de ce travail de thése, nous avons cherché a étudier le
comportement radicalaire des molécules cibles commerciales afin de les comparer aux
analogues isotopiques mentionnés précédemment. Cette partie s’est ainsi consacrée a
I'évaluation et la caractérisation de radicaux libres réactifs formés a partir des molécules cibles.
Différents environnements se rapprochant progressivement des conditions réelles d’exposition
ont été évalués. Puis, nous nous sommes interrogés sur la possible réactivité des
intermédiaires radicalaires observés sur des acides aminés interlocuteurs privilégiés de la

biochimie radicalaire peptidique.

En préambule, des études RPE-spin trapping a I'aide de DEPMPO ont été effectuées en
solution et en utilisant deux modes d’initiation radicalaire distincts. Le premier est un systéme
oxydant enzymatique HRP/H,O, permettant de mimer les peroxydases présentes in vivo. Ce
binbme est connu pour réagir avec les dérivés phénoligues menant au radical PhO* avant toute

autre délocalisation électronique.#:142 e second se base sur I'apport d’énergie par exposition
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du systeme au « Soleil » en utilisant un simulateur solaire normalisant son spectre d’émission
et irradiance a la surface de la Terre. Ces deux systemes ont mis en évidence a partir de
I'eugénol, de I'isoeugénol ou encore du guaiacol, la génération d’au moins deux types de spin-
adduit : (i) un issu du piégeage d’un radical centré sur le carbone et (ii) un autre compatible
avec un radical centré sur 'oxygéne et possédant des hfccs similaires a celles d’un radical
peroxyle (ROO").8 Cette signature de RPE a pu ainsi servir de référence en vue d’un transfert

de procédure expérimentale sur des épidermes humains reconstitués (RHE).

L’approche RPE-spin trapping au sein des RHE n’a pas permis de mettre en évidence la
production d’intermédiaires radicalaires induits par I'eugénol, I'isoeugénol ou le guaiacol
contrairement a ce qui avait été observé avec des hydroperoxydes de terpénes allyliques.&1%°
L’introduction d’un stimulus dans I'environnement épidermique a été nécessaire. Ceci s’est
traduit expérimentalement par (i) un « dopage » du RHE avec de la HRP, pour compléter
laspect enzymatique des modéles d’épiderme utilisés, ou (ii) une photo-initiation par
exposition des RHE a la lumiére du simulateur solaire en présence des composés cibles. Avec
ces deux approches, nous avons identifié une signature RPE similaire a celle observée en
solution pour I'eugénol et l'isoeugénol. Le guaiacol, par contre, a eu le méme comportement
dans les RHE photo-exposés uniquement. L’incorporation de la HRP comme la photo-
exposition n‘ont pas montré de signes de dégradation du modéle de RHE validant ainsi nos
deux approches. Conséquemment nos études ont mis en lumiére la dualité de ces molécules
comme pro- ou pré-hapténe selon les conditions nécessitant une activation enzymatique ou

photo-induite, respectivement.

Les analyses RPE-spin trapping avec les analogues substitués n’a pas permis de montrer
de nouvelle hfcc témoignant de la réactivité des positions carbonées substituées au **C,
excluant a priori le méthyle de la fonction méthoxyle ainsi que le carbone conjugué de la
fonction propénylique pour l'isoeugénol (3-C). Dans le cas du guaiacol, les positions 1-C, 2-C,
3-C et 6-C peuvent également étre écartées, mais si les positions ortho- (i.e., 2-C et 6-C) ne
semblent pas réactives, elles peuvent I'étre dans le cas de I'eugénol et de I'isoeugénol.
Structurellement similaire, le guaiacol ne posséde pas de substituant en para- limitant par effet
stérique la réactivité de cette position (4-C). Méme si, comme pour 'eugénol et I'isoeugénol,
les calculs DFT menés sur le guaiacol ont montré que cette position porte la plus grande
densité électronique apres génération du radical PhO’, la présence d’un substituant en para-
semble étre déterminante. Le carbone ortho- (6-C) de I'eugénol et de I'isoeugénol demeure
notre principal suspect car il présente la plus grande valeur de densité électronique pour un
carbone non-quaternaire. Aussi, le carbone 6-C est aromatique au méme titre que le carbone
para- (4-C) du guaiacol proposant un « environnement équivalent a la sonde » pouvant

expliquer les similitudes de signature RPE entre les différentes molécules commerciales.
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De maniére intéressante, les analyses RPE-spin trapping de I'eugénol et de 'isoeugénol
au sein de RHE enrichi avec de la HRP sans ajout de H>O, ont permis d’identifier la formation
de radicaux oxygénés (compatibles a des peroxyles) laissant supposer une production de
ROS. Des études de RPE-spin scavenging ont été effectuées au sein des RHE sans activation,
montrant I'aptitude de I'isoeugénol a produire des ROS de maniére extracellulaire dans cette
matrice cutanée. Cette propriété n’a pas été mise en évidence dans le cas de I'eugénol et
pourrait étre une base d’explication vis-a-vis de la différence de cytotoxicité que posséde

I'isoeugénol par rapport a I'eugénol.*4

La réactivité de I'eugénol et I'isoeugénol avec des acides aminés susceptibles de réagir
par voie radicalaire a également été évaluée par spectrométrie de masse. Le tryptophane et
la cystéine, connus pour réagir au travers de mécanismes radicalaires, ont notamment réagit
avec les deux composés. Les adduits observés ont été validés par la variation de 1 de la valeur

de m/z lorsque les molécules contenant une substitution au *C ont été utilisées.

Suite a I'approche expérimentale de photo-irradiation décrite ci-dessus, la troisiéeme partie
de ce travail s’est centrée sur I'étude de la photo-allergie de contact. La méthodologie de RPE-
spin trapping sous illumination a été adaptée pour I'étude de photo-allergenes. Ainsi, des
molécules photo-actives connues pour étre impliquées dans des allergies croisées et
possédant un noyau photo-actif de type benzophénone ont été sélectionnées: la

benzophénone, le kétoproféne, 'oxybenzone et I'octocryléne.

Il a été montré que ces quatre composés ne réagissent pas de la méme maniére vis-a-vis
d’'une production d’intermédiaires radicalaires dans une matrice cutanée photo-exposée. La
benzophénone produit un signal provenant d’un radical oxygéné seulement dans les RHE
irradiés, et non pas en solution. Lorsque ce résultat a été comparé a deux autres
benzophénones différemment substituées (i.e., le kétoproféne, substitué d’'une fonction acide
propionique, et 'oxybenzone, substituée des fonctions hydroxyle et méthoxyle) les résultats
obtenus sont trés éclectiques. L’'oxybenzone ne montre aucune signature RPE quel que soit
la matrice irradiée utilisée. A contrario, le kétoproféne montre une production d’intermédiaires
radicalaires carbonés et oxygénés induite par la lumiére en solution et reproductible dans les
RHE avec des temps d’illuminations courts (ca. 5 min). De la méme maniére, pour 'octocryléne
les signatures RPE obtenues aprés photo-exposition ont montré la production de radicaux
carbonés et oxygénés avec des temps d’exposition plus longs (ca. 20 min) que pour le
kétoprofene. Il a été proposé dans la littérature que la dégradation de I'octocryléne par retro-

aldolisation conduit a la libération de benzophénone, responsable de sa cytotoxité.!!®

Cependant, nos études ont montré que des espéces réactives carbonées sont photo-induites
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par I'octocrylene contrairement a la benzophénone. Ceci implique que la photoréactivité de

ces photo-allergenes est bien plus complexe et nécessite d’études plus approfondies.

Perspectives

Afin de finaliser les études de réactivité radicalaire des deux composés cibles, il serait
intéressant d’optimiser et d’effectuer les derniéres synthéses des isotopomeéres d’intéréts.
Aussi, il serait intéressant d’effectuer d’autres études valorisant ces synthéses de substitution
au 3C. L’une de ces études pourrait se porter sur la réactivité avec les acides aminés suivie
par RMN-HRMAS (high resolution magic angle spinning) au sein des RHE, comme il a été
récemment montré pour la paraphénylénediamine.®® Une autre, serait d’effectuer une étude
par RPE impulsionnelle (ESEEM/HYSCORE) des spin adduits obtenus aprés spin trapping
dans les modeéles utilisés précédemment. Cette approche permet de sonder les couplages
plus faibles qu’en cw-RPE (et donc des distances plus grandes) entre I'électron non-apparié
et le noyau *C. Une derniére approche serait d’utiliser la RPE en combinaison avec la
spectrométrie de masse afin d’élucider plus précisément la structure moléculaire des espéces

réactives formées.

D’un autre cbété, l'enrichissement des RHE avec de la HRP pour compléter leur
métabolisme ouvre une porte vers de nouvelles opportunités de complexification des modéles
alternatifs utilisés (e.qg., insertion de nouvelles enzymes). Par ailleurs, I'incorporation de la HRP
dans les RHE prouve de la capacité de I'eugénol et de I'isoeugénol a pouvoir agir comme pro-
hapténes. Ce modéle pourrait, en conséquence, apporter des informations sur la nature

potentielle en tant que pro-hapténe d’autres molécules allergisantes.

De la méme maniére, les études avec des RHE exposés a la lumiére d’'un simulateur
solaire ont illustré une nature possible de pré-hapténe des composés cibles. Cependant, ces
études devraient étre optimisées en jouant sur plusieurs paramétres expérimentaux tels que
le contrble de la température du milieu (augmentant Iégérement par effet de l'irradiation), la
possibilité d’irradier in situ la cavité du spectrométre RPE, des mesures de cinétiques en
modulant d’avantage les temps d’irradiation, I'utilisation de mélanges (molécules pouvant
réagir en concert), etc... Enfin, il serait important d’évaluer par exposition au « Soleil » le
comportement de molécules sensibilisantes dont le mécanisme d’hapténisation n’est pas bien
compris. Peut-étre des résultats surprenants mettant en jeu des espéces radicalaires
pourraient étre dévoilés. Les études de photo-exposition menées en solution et dans des
RHE, y compris celles trés préliminaires conduites avec des photo-allergénes connus, ouvrent
la voie vers une nouvelle thématique de recherche visant a comprendre les pathologies

dermatologiques photo-induites.
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En paralléle, les études de RPE-spin scavenging ont mis en évidence la production de
ROS a partir de I'eugénol et de I'isoeugénol. Cependant, les analyses ont été conduites dans
des RHE sans stimulus supplémentaire. Il pourrait étre donc intéressant de comparer les
résultats obtenus avec ceux en utlisant un modéle épidermique irradié ou « dopé »
enzymatiquement. Par ailleurs, seul le spin scavenger qui a permis d’obtenir des résultats
reproductibles au sein des RHE est celui ne pouvant pas pénétrer dans les cellules. De cette
facon, il serait intéressant de tester de nouvelles sondes afin d’avoir une vision plus large sur

la compréhension de la production de ROS induite par I'eugénol et I'isoeugénol.

Pour finir, Herling et al. ont montré qu’il est possible de faire de I'imagerie RPE a partir de
la signature spectrale du spin scavenger pour localiser dans la peau la production de ROS
sous irradiation.'° Il serait donc trés intéressant d’étendre nos études a I'imagerie RPE in vivo
afin d’identifier ou les espéces radicalaires se forment dans la peau at ainsi pouvoir approfondir

la compréhension de leurs mécanismes d’action.
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Outre les références bibliographiques, d’autres outils de référence ont été

utilisés pour la conception de figures ou le traitement de données :

>

>

Les molécules et structures chimiques ont été réalisées sur ChemDraw®

Les figures biologiques ont été réalisées a 'aide des banques d’'images mises
a disposition par BioRender® ou par Servier® (Servier Médical Art, SMArt)

Les RMN ont été traitées a I'aide du logiciel MestReNova®

Les spectres RPE ont été enregistrés avec le logiciel Xenon®

Les spectres RPE ont été simulés avec la boite a outils Easyspin sur MatLab®
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d’événements dermatologiques :

Nouvelle approche par RPE pour étudier les espéces
radicalaires induites par des xénobiotiques dans la peau

L'eugénol et l'isoeugénol sont des composés présents dans de nombreuses huiles essentielles et sont largement
utilisés dans les cosmétiques et la parfumerie pour leurs propriétés odorantes. Ces deux composés sont caractérisés
par (i) leurs propriétés antioxydantes et cytoprotectrices, mais aussi (ii) leurs activités prooxydantes et cytotoxiques
bien connues des dermatologues spécialisés dans I'allergie de contact, ce qui contraint l'industrie européenne a
étiqueter leur présence sur les produits cosmétiques manufacturés.

Afin de combiner la compréhension de la réactivité des antioxydants avec |'établissement des frontieres menant a
I'action allergisante de ces molécules, I'objectif de ce travail était d'étudier la formation potentielle d'intermédiaires
radicalaires réactifs dans la peau et de comprendre leurs mécanismes d'action.

Dans ce contexte, le travail de recherche s'est articulé autour des axes suivants : (i) synthése d'eugénol et
d'isoeugénol contenant des substitutions isotopiques ciblées (*3C), (i) utilisation de la résonance paramagnétique
électronique combinée a des sondes de spin (i.e., spin trapping et spin scavenging) sur des modeéles d'épiderme
humain reconstitué, histologiquement similaires a la peau humaine, afin d'évaluer ce qui pourrait se passer in vivo,
(iii) utilisation de techniques alternatives permettant d'apporter des informations complémentaires pour valoriser
I'enrichissement isotopique (études de réactivité sur les acides aminés) et (iv) validation de I'utilisation d'un systeme
d'irradiation épidermique par une étude préliminaire sur des composés photo-sensibilisants.

Mots-clés : (Iso)eugénol, substitution isotopique, résonance paramagnétique électronique, allergie de contact,
antioxydants, piégeage de spin, épiderme humain reconstitué, photo-exposition, systéme enzymatique, mécanismes
radicalaires

Eugenol and isoeugenol are compounds present in many essential oils and are widely used in cosmetics and
perfumery because of their odorant features. Both compounds are identified for (i) their antioxidant-cytoprotective
properties, but also (i) their prooxidant-cytotoxic activities well known to dermatologists specialized in allergic contact
dermatitis, which compels the European industry to label their presence on cosmetics manufactured products.

In order to combine the understanding of antioxidant reactivity with the establishment of boundaries leading to the
allergenic action of these molecules, the objective of this work was to investigate the potential formation of reactive
radical intermediates in the skin and to understand their mechanisms of action.

In this context, the research work was articulated around the following axes: (i) synthesis of eugenol and isoeugenol
containing targeted isotopic substitutions (*3C), (ii) use of electron paramagnetic resonance combined with spin
probes (i.e., spin trapping and spin scavenging) on reconstructed human epidermis models, histologically similar to
human skin, in order to evaluate what could happen in vivo under conditions close to human exposure, (iii) use of
alternative techniques allowing to bring complementary information valorizing isotopic enrichment (reactivity studies
on amino acids) and (iv) validation of the use of an epidermal irradiation system by a preliminary study on photo-
sensitizing compounds.

Keywords : (Iso)eugenol, isotopic substitution, electron paramagnetic resonance, allergic contact dermatitis,
antioxidants, spin trapping, reconstructed human epidermis, photo-exposition, enzymatic system, radical
mechanisms
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