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Le taxol, produit naturel extrait de I'écorce de I'if du Pacifique (Taxus
brevifolia), posséde des propriétés anticancéreuses. Depuis 1993, il est autorisé
pour le traitement du cancer ovarien. Le taxol est administré aux patientes dont le
cancer résiste aux traitements standards. Les résultats cliniques démontrent que
ce médicament est fort prometteur d'autant plus qu'il semble également actif

contre le cancer du sein et du poumon.

Le taxol est retrouvé chez plusieurs espéces d'ifs. L'if sur lequel nous

travaillons est I'if du Canada ou Taxus canadensis. Ce conifere est un petit

arbuste olU les taxanes sont extraits & partir des aiguilles. Taxus canadensis a été

étudié pour la premiére fois en 1990 par I'Institut Nationnal de Cancer des Etats-
Unis (NCI). Lors de ces premiers travaux, le taxol ainsi que deux autres taxanes;

cephalomannine et 10-deacetylbaccatin Ill, ont été isolés.

La découverte de nouveaux taxanes présente un intérét pour les divers
aspects de I'étude du taxol. En effet, la découverte de nouvelles structures a,
entre autres, permis 'avancement dans les études de synthése organique ainsi
que dans les études sur I'activité biologique du taxol. L'aspect a lequel nous nous
intéressons est la biosynthése. Nous aimerions connaitre les voies
biosynthétiques menant a la formation du taxol. La découverte de nouveaux

taxanes peut nous aider a construire un schéma de biogénése du taxol.

La premiére partie de nos travaux de recherche consistait a trouver quels

autres taxanes sont produits par Taxus canadensis. Plusieurs nouveaux taxanes

ont été découverts. J'ai participé a l'isolement et a la purification de trois de ces

COMpPOSES. Les composés 7,9-deacetylbaccatin VI et 1B-hydroxy-7,9-



Xil

deacstylbaccatin | étaient de nouvelles structures tandis que le composé epi-taxol

était isolé pour |a premiére fois dans Taxus canadensis.

OAc OH

OAcH oH
18 Fg oM 1{ it §io on
1" o .!a 19
1110 9 I N i \I 7 J N 10 9N L
= a7 / N\ A5 g 6] ph” TN 1=
{13 17-:4’?16 o Acom=(13 V== 3l | 3 < e M8 8
ACOFETN 71 3 : / > £ AR Vs 3 3
\ v/ . /\ “\, P4 — 2 ; 4',-/ \OAC Ph/\‘/u\o \ y /~\¢/,L\
u"'_f“""h-‘-’ H < o / i 1 i ey 2, I
OH Y OH = [/o o H o \/
o8z % Ofe 20 o CEJBz one 2
7,9 DEACETYLBACCATIN Vi 18-HYDROXY-7,9-DEACETYLBACCATIN | EPI-TAXOL

Parallélement & ces travaux, nous avons développé une méthode pour
étudier la biosynthése du taxol & I'aide de la technique de "kinetic puise labelling".

Cette méthode consiste a ajouter un précurseur radioactif dans un homogénat

d'aiguilles de Taxus -canadensis et de suivre dans le temps lincorporation du

précurseur dans le taxol ainsi que dans les autres taxanes.

Nos travaux, quoique préliminaires, semble démontrer que le taxol se forme
au cours des premiéres heures d'incubation. Nous avons obtenu une
augmentation de l'incorporation du précurseur radioactif dans le pic au temps de

rétention du taxol apres cing heures d'incubation.

D'aprés nos travaux de biosynthése, le nouveau composé 7,9-
deacetylbaccatin VI ne semble pas étre un intermédiaire a la formation du taxol.
D'aprés sa structure chimique trés similaire au taxol, ce composé aurait pu étre
plausiblement un intermédiaire a la biosynthése du taxol. La radioactivité des
composés 1B-hydroxy-7,9-deacetylbaccatin | et epi-taxol n'a pu étre suivie étant
donné que ces composés sont retrouvés en trop faible concentration et que sur le
chromatogramme de I'extrait initial, leurs pics ne se différencient pas des autres

pics.



INTRODUCTION



Les taxanes sont des produits naturels retrouvés dans différentes espéces

d'arbres communément appelés l'if (Taxus sp.). Ces produits sont minoritaires et

ils sont concentrés au niveau des parties aériennes de la plante (écorce, tiges,
aiguilles). Les taxanes se distinguent par leur squelette-type qui est un diterpéne

a trois cycles (fig. 1).

Figure 1: Squelette-type de taxane

L'intérét pour les taxanes a surtout pris de I'ampleur vers la fin des années
60. Ceci coincide avec 'étude menée en 1964 par ['Institut Nationnal de Cancer
des Etats-Unis qui visait la découverte de nouveaux produits naturels

anticancéreux. Un taxane extrait de I'écorce de Taxus brevifolia, ultérieurement

identifié et appelé taxol (1), démontra une activité cytotoxique sur différents types
de tumeurs murines. Le taxol est caractérisé par son cycle oxétane en C-4(20) et
par sa chaine latérale (groupement N-benzoyl B-phenylisoserine) estérifiée en C-

13 (fig. 2).

Figure 2: Structure chimigue du taxol




Par la suite, les résultats des études cliniques sur le taxol s'avérerent trés
positifs. L'intérét pour le taxol augmenta d'autant plus lorsque Horwitz en 1979
démontra que le taxol était un agent antimicrotubulaire et que son action d'anti-
dépolimérisition sur les microtubules était unique (2). Le taxol est le seul produit

connu jusqu'a présent a posséder ce mode d'action.

Depuis 1993, le taxol est autorisé pour le traitement du cancer de l'ovaire,
une maladie qui cause la mort de plus de 1300 canadiennes chaque année.
Aujourd'hui, le taxol n'est qu'administré aux patientes qui ne répondent plus aux
traitements standards. Le taxol semble également prometteur contre d'autres

types de cancer dont le cancer du sein et du poumon.

L'inconvénient majeur du taxol réside dans son extraction laborieuse et peu
rentable. Le taxol est trés peu disponible sur le marché et donc trés dispendieux.
Les traitements au taxol doivent étre ainsi limités. Présentement, le taxol est

extrait a partir de Taxus brevifolia. A long terme, les ressources en taxol "naturel”

risquent de ne plus subvenir au besoin de la médecine.

Pour pallier a ce probleme, plusieurs groupes de chercheurs travaillent sur
la synthése ou sur la semi-synthése du taxol. D'ailleurs tout récemment, deux
groupes ont réussi a effectuer la synthése totale du taxol (3). Deux autres
alternatives sont également considérées et étudiées soient, la découverte de
nouveaux taxanes naturels possédant une activité biologique semblable ainsi que
la synthése ou la semi-synthése de composés analogues au taxol possédant la

méme ou une meilleure activité biologique que ce dernier.



Du point de vue fondamental, le taxol suscite également beaucoup
d'intéréts. Sa structure chimique est tout a fait spéciale. Hl serait fort intéressant
de comprendre les mécanismes impliqués dans la biosynthése du taxol.
Cependant, pour y parvenir, il faut tout d'abord connaitre les produits

intermédiaires menant a la formation du taxol.
Mes travaux de recherche ont comporté donc deux parties soient:

1) L'isolement de nouveaux taxanes a partir des aiguilles de Taxus canadensis

2) L'étude préliminaire de la biosyntheése du taxol a l'aide de la technique de

"Kinetic Pulse Labelling"

L'isolement de nouveaux taxanes peut nous aider a construire un schéma
de biogénése du taxol. Suite au développement d'une méthode pour I'étude de
biosynthése et suite a I'établissement du temps selon lequel le taxol se forme,
la biosynthése des autres taxanes pourra étre suivie de maniére plus approfondie
afin d'évaluer si, parmi ces taxanes, certains sont des intermédiaires & la

formation du taxol.
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1. INTRODUCTION

Le taxol a été isolé pour la premiére fois & partir de I'écorce de Taxus
brevifolia (1). Par la suite, plusieurs groupes de chercheurs l'ont isolé dans
différentes especes d'ifs. En 1990, I'Institut National de Cancer des Etats-Unis a
rapporté que les tiges et les aiguilles de différentes espéces de Taxus contenaient

également du taxol (4). Cette étude incluait Taxus canadensis (I'if du Canada).

Les ifs sont des coniferes de taille moyenne. Certaines espéces font

cependant exception comme par exemples; Taxus brevifolia est un arbre

gigantesque retrouvé 'Ie long de la c6te Pacifique et Taxus canadensis est un petit

arbuste rampant retrouvé notamment dans les foréts canadiennes.

Notre groupe travaille avec Taxus canadensis. Nous extrayons le taxol et

les autres taxanes a partir des aiguilles de la plante. Le taxol ainsi que deux
autres taxanes, cephalomaninne et 10-deacetylbaccatin Ill, ont été isolés pour la

premiére fois dans Taxus canadensis lors des travaux menés par Witherup en

1990 (4). Notre groupe travaille sur l'isolement et l'identification des autres

taxanes contenus dans cette espéce d'if.

Des travaux fort intéressants ont été réalisés par le groupe de Potier (5).

Ce groupe travaille avec l'if européen, Taxus baccata. lis ont isolé de cet arbre un

taxane identifié, 10-deacetylbaccatin Ill (5). Ce composé est un taxane majoritaire

dans Taxus baccata, soit dix fois la quantité de taxol. Ce taxane présente un

noyau presque identique au taxol (différence: OH en position C-10), cependant il

ne possede pas de chaine latérale en C-13 (fig.3).



Figure 3: Structure chimique du composé 10-déacétylbaccatin il

Cette chaine latérale est plus facile a synthétiser que le noyau diterpene
(6). En 1988, le groupe de Potier a réussi a attacher cette chaine au squelette de
10-deacetylbaccatin lll, pour ainsi former du taxol semi-synthétique (7).
L'avantage d'utiliser ce composé pour synthétiser du taxol est que son extraction
présente un meilleur rendement que le taxol, soit de 0.02% (du poids sec de la
plante) comparativement au rendement du taxol qui est de 0.003% (4). La semi-
synthése du taxol a l'aide de ce composé est une méthode intéressante pour
augmenter les ressources en taxol. La compagnie qui vend le taxol, Bristol-Myers
Squibb a d'ailleurs l'intention d'utiliser cette méthode pour régler partiellement le

probléme d'approvisionnement en taxol.

Une autre alternative est la semi-synthése de composés analogues au
taxol. Le groupe de Potier a préparé un composé semi-synthétique, qu'ils ont
appelé taxotére (fig.4). Le taxotére a été synthétisé a l'aide de 10-

deacetylbaccatin lll et d'une chaine latérale modifiée (8).



Figure 4: Structure chimique du taxotére

Les différences entre le taxol et le taxotéere se situent premiérement au
niveau de la chaine latérale, le groupement CeHs du taxol est remplacé par un
groupement OC(CHa)s. Au niveau du squelette, le groupement acétyl de la
position 10 est remplacé par un groupement OH (méme squelette que 10-
deacétylbaccatin 1ll). Ces deux modifications améliorent de 25% la solubilité dans
I'eau de la molécule (8). |l est important de noter que l'insolubilité du taxol dans

I'eau est le probléme majeur rencontré lors des études cliniques.

La cytotoxicité du taxotére a été testée sur différents types de cellules
murines dont des cellules P388 et J774.2. Ce composé s'est avéré 2.5 fois plus
toxique que le taxol (8). Son activité biologique est la méme que le taxol. |
intéragit avec le systéme microtubulaire en inhibant la dépolymérisation des
microtubules en tubuline. Le taxotére est présentement au stade d'essais

cliniques.

Tout récemment, deux groupes de chercheurs ont réussi a synthétiser

complétement le taxol, soit le groupe de Robert A. Holton de I'Université de



Floride (9) et celui de K.C. Nicolaou de l'Institut de recherche Scripps en
collaboration avec I'Université de Californie (10). Ces deux groupes travaillent
indépendamment et leur approche synthétique est différente. Ces travaux sont
trés intéressants, toutefois, ces synthéses nécessitent de nombreuses étapes ce

qui a pour effet de donner un faible rendement global.

De nombreux travaux sont en cours pour essayer de mieux connaitre cette
molécule qu'est le taxol. L'activité biologique ainsi que la biosynthése du taxol
sont entre autres, des aspects qui suscitent de nombreuses questions et qui

doivent étre grandement étudiés.
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2. CLASSIFICATION DES TAXANES

Les taxanes forment une classe unique de produits naturels. Cette classe
est caractérisée par le squelette tout a fait spécial des taxanes, dont la structure-

type est formée par un diterpéne a trois cycles (fig. 1).

Les tableaux 1 & 12 présentent une classification des différents taxanes
retrouvés naturellement dans les différentes espéces d'ifs (11). Dans ces
tableaux les taxanes sont tout d'abord classés selon la classification de Potier,
c'est-a-dire selon le type d'oxygénation retrouvé au carbonne 20 du squelette
terpénoique (12). Les taxanes sont par la suite subdivisés selon la présence ou
I'absence d'une chaine latérale estérifiée au squelette ainsi que selon le type de

cette chaine latérale.

La classification de Potier divise les taxanes en quatre groupes;
A) Les taxanes possédant un double lien exocyclique en C-4(20)

Ces taxanes sont retrouvés dans les tableaux 14 6. Ce groupe comprend
la majorité des taxanes. I est formé principalement de trois types de taxanes
soient des taxanes constitués uniquement du noyau diterpéne, des taxanes
possédant une chaine latérale basique en C-5 appelé chaine de Winterstein ainsi
que des taxanes possédant un autre type de chaine latérale, c'est-a-dire une
chaine cinnamoyle estérifiée également en C-5. |l est & noter que le tableau 5
présente des composés ayant une structure fort intéressante. Ces taxanes

possédent un pont oxido entre C-12 et C-17.



TABLEAU 1: Taxanes possédant un double lien exocyclique en C-4(20)

COMPOSES

5a,90,10B,13a-Tetraacetoxy-4(20),11-
taxadiéne

5a,9a,108,13a-Tetrahydroxy-4(20),11-
taxadiene

9a,10B-Diacetoxy-5a, 1 3a-dihydroxy-
4(20),11-taxadiéne

Sa,7B,9¢,108,13a-Pentaacetoxy-4(20),11-
taxadiene

78,8a,10B-Triacetoxy-2a,5c,13a~Trihydroxy-
(4)20,11-taxadiéne

20, 5¢,Dihydroxy-7,9¢,10B,13c-
Tetraacetoxy-(4)20,11-taxadiéne

2a,5a,9a¢,108,13a-Pentaacetoxy-(4)20,11-
taxadiéne

R1

OH

OH

OAc

R3

Ac

Ac

Ac

R

20

R4

OAc

OAc

QAc

.,
Y,
“,

R5

OAc

OH

QAc

OAc

OAc

OAc

OAc

R6

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

R7

OAc

OH

OH

OAc

OH

OAc

QCAc

ESPECES

T. baccata
T. baccata
T. mairei

T. mairei

T. cuspidata

T. baccata
T. baccata

T. mairei

T. baccata
T. mairei

Austrotaxus
spicata

Austrotaxus
spicata

T. baccata

REFERENCES

13
16

13
19
20

21

13

11



COMPOSES

Decinnamoyltaxinine J

20,5a,7B,108,13a~Hexaacetoxy-(4)20,11-
taxadiéne

2a~a-Methyl butyryloxy-5a-73,108-
triacetoxy(4)20,11-taxadiéne

Sa,Hydroxy-2a-a-Methyl butyryloxy-78,9,10
B-Triacetoxy-(4)20,11-taxadiéne

2a-a-Methyl Butyryloxy-5a-7p,9e,108-
Tetraacetoxy-(4)20,11-taxadiene

18,2a,5¢,9¢,108,13a-Hexahydroxy-
(4)20,11-taxadigne

2a-Benzoyloxy-Sa,108-Diacetoxy-1p,5q,13a
-Trihydroxy-(4)20,11-taxadiéne

2a-Benzoyloxy-10B,13a-Diacetoxy-18,5,9¢
-Trihydroxy-(4)20,11-taxadiéne

Brévifoliol

Taxinine A

Taxinine H

13-Acetylbrévifoliot
7,13-Diacetyl-7-Debenzoylbrévifoliol
7-Debenzoyl-108-Hydroxybrévifoiliol
7-Acetyl-10-Deacetyl-7-Debenzoylbrévifoliol
2c-Acetoxybrévifoliol

Taxchinin A

R1

OH

OH

OH

OH

H
OH"
OH
OH
OH
OH

C(CH3)20H

CAc

OAc

OCOiBu

OCOIiBu

OCOiBu

OH

OCOCsHs

OCOCsHs

OAc

OAc

OAc

OAc

R3

Ac

Ac

Ac

T X T x =X &

R4

OAc

OAc

OAc

OAc

OAc

OCOCseHs

H

H
OCOCsHs
OAc
H
OAc
OCOCsHs

OAc

R5

OAc

OAc

OAc

OAc

OH

OAc

OH

OAc

OAc

OAc
OAc
OAc
OAc
OAc
OAc

OAc

Ré

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac
Ac
Ac
H
H
Ac

OCOCeHs

R7

OAc

OAc

OH

OH

OAc

OH
OH
OH

ESPECES

T. brevifolia
Austrotaxus
spicata

T. baccata
T. baccata

T. mairej

T. baccata

T. baccata

T. chinensis

T. chinensis

T. chinensis

T. brevifolia

T. cuspidata
T. chinensis

T. cuspidata
T. wallichiana
T. wallichiana
T. wallichiana
T. wallichiana
T. baccata

T. chinensis

REFERENCES

22
21

13
13

19

13
13
23
23
23

24

25
26

25
27
27
27
27
28

29

12



COMPOSES

Taxchinin D

Taxchinin G

R1

C(CHa)20H

C(CH3)20H

OAc

OAc

R3

R4

OAc

OAc

RS

OAc

OAc

Ré

OCOCsHs

H

R7

OAc

OH

ESPECES

T. chinensis

T. chinensis

REFERENCES

30
30

13



TABLEAU 2 : Taxanes possédant un double lien exocyclique en C-4(20) et une chaine de Winterstein en C-5

OAc R4
H R

R

“ 1% NMEZ
"OJS/L
CgHs

B g 20 Rs
Rz
COMPOSES R1 R2 R3 R4 R5 R6 ESPECES REFERENCES
Austrospicatine H H OAc OAc OAc OAc Austrotaxus 21
spicata
2B,Deacetylaustrospicatine H H OAc OAc OAc OH Austrotaxus 21
spicata
7p,Deacetytaustrospicatine H H OH CAc OAc OAc Austrotaxus 21
spicata
7B,Sa, Bisdeacetylaustrospicatine H H OH OH OAc OAc Austrotaxus 21
spicata
28,79~ H H OH OH OAc OH Austrotaxus 21
Trisdeacetylaustrospicatine spicafta
2'8-Deacetoxyaustrospicatine H H OAc OAc OAc H Austrotaxus 21
spicafa -
2a,Acetoxyaustrospicatine H QAc OAc OAc OAc OAc Austrotaxus 21
spicata
2a-Acetoxy-28- H OAc OAc OAc OAc OH Au§trotaxus 21
deacetylaustrospicatine spicata
Comptonine H H OAc OAc =0 OH Austrotaxus 20
spicata
2a-Hydroxy-2'- H OH OAc OAc OAc H Austrotaxus 21

deacetoxyaustrospicatine spicata



COMPOSES

Taxine B

Taxine |

Taxine |l

R1

OH

OH

OH

OAc

OAc

R3

R4 RS
OH =0
OAc =0
OAc =0

R6

ESPECES
T. baccata
T. baccata
T. baccata

T. baccata

REFERENCES
31
32,33
28

28

15



TABLEAU 3 : Taxanes possédant un double lien exocyclique en C-4(20) et une chaine cinnamovyle en C-5

ORy OAc

1

Ry

Hspm.

o}
| L
H CyHs
By l 20
Ry

COMPOSES R1 R2 R3 R4 RS ESPECES
Sa-Cinnamoyloxy-9¢,108,13a- H H H Ac OAc T. mairei
triacetoxy-taxa-4(20),11-diéne T. chinensis
Sa-Cinnamoyloxy-2c,13a- H OH H Ac OH T. chinensis
dihydroxy-Sa, 10p-diacetoxy-
4(20),11-taxadiene
Sa-Cinnamoyloxy-10B-hydroxy- H OAc H H OAc T. chinensis
2a,8a,13a-triacetoxy-taxa-
4(20),11-taxadiene
Sa-Cinnamoyloxy-2e,9¢:, 108,13 H OAc H Ac OAc T. mairei
a-tetraacetoxy-4(20),11-
taxadiene
2a-Benzoyloxy-5a- OH OCOCsHs H Ac OH T. chinensis
cinnamoyloxy-9ca,10p-diacetoxy-
1B,13a~dihydroxy-1B,130~
dihydroxy-4(20),11-taxadiene
Taxinine H OAc H Ac =0 T. haccata

T. chinensis

T. cuspidata

T. mairei

REFERENCES
34
35

35

35

e

23,46

36,37,38
26
25
16

16



COMPOSES

Taxinine E
Taxinine J
2a-Deacetoxytaxinine J

Taxinine B

O-cinnamoyl-taxicin |

O-cinnamoyl-taxicin |

COMPOSES
5-Cinnamoyl-8-
acetitaxicin-

5-Cinnamoyl-10-
acetyttaxicin-|

5-Cinnamoyl-10-
acetyltaxicin-ll

R1

OH

CH

£ L LT T

OH

OH

OAc

OAc

CAc

OH

OAc

R3

OAc

OAc

OAc

R4

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

R3

Ac

R4

Ac

Ac

ESPECES

T. baccata

T. baccata

T. baccata

RS ESPECES
OAc T. cuspidata
OAc T. mairei
OAc T. cuspidata
=0 T. mairei
T. cuspidata
T. mairei
=0 T. baccata
=0 T. cuspidata
REFERENCES
42
42
42

REFERENCES

39
40
39
41
39
18
36

25

17



COMPOSES RA R2

2-Dehydro-5- H =0
cinnamoyl-9-
acetyltaxicin-I|

2-Dehydro-5- H =0
cinnamoyl-10-
acetyltaxicin-1i

R3

Ac

R4

H

Ac

ESPECES

T. baccata

T. baccata

REFERENCES

42

42

18



TABLEAU 4 : Taxanes possédant un double lien exocyclique en C-4(20) et un double lien en C-10

COMPOSES

Austrotaxine

2-Deacetylaustrotaxine

2'-Deacetoxy-austrotaxine

28,13c,14p-
Trisdeacetylaustrotaxine

- 7B,9u-Diacetoxy-5a,13a,14p-
trihydroxy-10-oxo-(4)20,11-
taxadiene

Taiwanxan

R1

Ry

OAc

OAc

R3

OAc

OAc

OAc

QAc

OAc

R4

g-OAc

RS

OAc

OAc

OAc

OH

OH

H

O NMe;
CgHs
Ry
a
R6 R7
Ac OAc
Ac OH
Ac H
H OH
H -
CO'bu -

ESPECES

Austrotaxus
spicata

Austrotaxus
spicata

austrotaxus
spicata
Austrotaxus
spicata

Austrotaxus
spicata

T. mairei
T. mairei

REFERENCES
21
21

21

20

20

23

19



TABLEAU 5 : Taxanes possédant un double lien exocyclique en C-4(20) et un pont oxido en C-12(16)

OAc OAc

1

R3 OAc

(o}
i "OR, =
H i H CgHs
! 20
ORy 3
COMPOSES R1 R2 R3 ESPECES REFERENCES
Taxagifine Ac a H T. cuspidata 45
' T. chinensis 46 47
T. baccata 48,49
2a-Deacetyl-5a-decinnamoyitaxagifine H H H T. chinensis 35,50
Sa-Decinnamoyltaxagifine Ac H H T. chinensis 46,47
5a-Acetyl-5a-decinnamoyl-taxagifine Ac Ac H T. chinensis 46,47
Taxinine M Ac H OCOCeHs T. brevifolia 51

Taxacin Ac a OCOCsHs T. cuspidata 45



TABLEAU 6 : Taxanes possédant un double lien exocycligue en C-4(20) et un pont entre C-3 et C-11

COMPOSES

Taxinine K
Taxinine L
Spicadeledonine

5-Cinnamoyl-10-
acetylphotataxicin |

OH

OAc

OAc

OAc

OH

OAc OR;

R3

Ac

R4

OAc

OAc

OAc

OH

O N(CHj)2

CeHs
OH

- a

ESPECES

T. cuspidata
T. cuspidata

Austrotaxus
spicata

T. baccata

REFERENCES

25
25

20

52

21
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B) Les taxanes possédant un époxyde en C-4{(20)

Les taxanes du groupe B sont présentés dans les tableaux 7 et 8. Ony
retrouve quelques taxanes constitués uniquement du noyau diterpéne, mais la
majorité posséde une chaine latérale attachée en C-5 de type cinnamoyle ou de
type Winterstein. Quelques taxanes de ce groupe possédent un acide nicotinique

estérifié en C-9. Ce type de taxanes a jusqu'a présent, été isolé seulement a

partir d'Austrataxus spicata.




COMPOSES

Baccatin |

Sa-Deacetylbaccatin |

1B-Hydroxybaccatin |

1B-Hydroxy-Sa-deacetylbaccatin |
1B-Acetoxy-Sa-deacetylbaccatin |

1B-Hydroxy-78-deacetoxy-7a-

hydroxy-baccatin |

Spicatine

a-Acetyl-10B-deacetyl-spicatine

10B-Deacetylspicatine

TABLEAU 7 : Taxanes possédant un époxyde en C-4(20)

ORs oR; R,
] f

AFO"‘
“MOR,
.
R, s 20
OAc
R1 R2 R3 R4
H Ac OAc H
H -H OAc H
OH Ac OAc H
OH H OAc H
OAc H OAc H
OH Ac H CH
H a H H
H a H H
H a H H

RS

Ac
Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ré

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

ESPECES

T. baccata

T. baccata

T. wallichiana
T. baccata

T. mairei

T. yunnanensis
T. mairei

T. baccata
Austrotaxus

spicata

Austotaxus
spicata

Austrotaxus
spicata

REFERENCES

53
53
54
53
55
55
56

57
20
20

20

23



TABLEAU 8 : Taxanes possédant un époxyde en C-4(20) et une chaine latérale en C-5

R‘u..

COMPOSES

Spicatine

9a-Acetyl 10p-deacetylspicataxine
Nicaustrine
N-Demethyl-nicaustrine
5a-0-(3'-methylamino 3'-

phenylpropionyl) nicotaxine

5a-O-(3'-amino 3'-phenylpropionyl)
nicotaxine

Nicotaxine

OR1 OR,

R1 R2
a H
a Ac
a b
a b
a b
a b
H b

i\4 -~ ""OR,
H\S

R3

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

R4

OAc

OAc

OAc

OAc

0 RsNRs

RS

CHs

CHs

CHs

R6

CHa

CHs

CHs

CHs

CH3

ESPECES
Austrotaxus
spicata

Austrotaxus
spicata

Austrotaxus
spicata

Austrotaxus
spicata

Austrotaxus
spicata

austrotaxus
spicata

Austrotaxus
spicata

REFERENCES
20
20
20
20
20
20

20

24
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C) Les taxanes possédant un cycle oxétane

Ce groupe est de loin le plus intéressant car il comprend le taxol ainsi que
son précurseur semi-synthétique: 10-deacetylbaccatin Ill. C'est dans ce groupe
que l'on pourrait inclure tous les analogues du taxol préparés semi-

synthétiquement tel que, le taxotére.

Le tableau 9 regroupe les taxanes sans chaine latérale dont notamment
baccatin et ses dérivés. Dans le tableau 10, on retrouve les taxanes possédant
en C-13 une chaine latérale fort complexe "(groupement N-benzoyl-B-
phénylisosérine). Cette chaine latérale ainsi que le cycle oxétane sont d'ailleurs
associés a l'activité biologique de ces taxanes (58). Ce dernier tableau présente
également une série de dérivés xylosy! du taxol et de céphalomanine, tous isolés

de I'écorce de Taxus baccata.

Tout récemment, deux taxanes fort intéressants ont été isolés de Taxus
mairei. lls sont présentés dans le tableau 11. La découverte de ces deux taxanes
vient appuyer I'hypothése émis par Halsall (59). Ce dernier proposait cette
structure-type comme intermédiaire a la formation du cycle oxetane. C'est pour
cette raison que ces taxanes sont appelés des pré-oxétanes et qu'ils sont classés

dans ce groupe-ci méme s'ils ne possédent pas comme tel, le cycle oxétane.



COMPOSES

Baccatin [V
1B-Acetylbaccatin IV

1p-Dehydroxybaccatin IV

1B-Dehydroxy-4a-Deacetylbaccatin [V
Baccatin Vi

1B-Dehydroxybaccatin VI

Baccatin Vil
COMPOSES R1
Baccatin 1il OH

TABLEAU 9 : Taxanes possédant un cycle oxétane

R1-

OH

QAc

OH

Ac

Ac

Ac

Ac
COCsHs

COCsHs

COCsH11

R3

Ac

Ac

Ac

ESPECES

T. baccata
T. yunnanensis

T. baccata
T. mairei

T. mairei
T. baccata
T. baccata
T. mairej
T. mairei

T. baccata

ESPECES

T. baccata
T. wallichiana

REFERENCES

60

55

REFERENCES

57
54,61
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COMPOSES

10-Deacetylbaccatin Il

19-Hydroxybaccatin 11

1-Deahydroxybaccatin il
18-Hydroxy-7-epibaccatin 11!
Baccatin V

10-Deacetyl-10-oxobaccatin V

R1

OH

OH

OH

CH

OH

OH

OH

OH

R3

OH

OH

OH

R4

OH

OH

RS

Ac

Ac

Ac

Ac

ESPECES

T. baccata

T. yunnanensis
T. brevifolia

T. baccata

T. yunnanensis
T. wallichiana
T. yunnanensis
T. chinensis

T. baccafta

T. chinensis

REFERENCES

49
37
22
49
37
62
37
63
59

63

27



TABLEAU 10 : Taxanes possédant un cycle oxétane et une chaine latérale en C-13

COMPOSES

Taxol

7-epitaxol

10-Deacetyltaxol

1-(B-xylosyl)-taxol
1-(B-xylosyl)-10-Deacetyltaxol

10-(B-Hydroxybutyryl)-10-
Deacetyltaxol
Cephalomannine

10-Deacetyl-cephalomannine

7-(B-xylosyl)-cephalomannine

R1

OH

OH

OH.

OH

OH

OH

I £ X =X

R3

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

R4

CeHs

CsHs

CeHs

CeHs
CsHs

CeHs

Y

ESPECES

T. brevifolia
T. brevifolia
T. wallichiana
T. wallichiana
T. baccata
T. brevifolia

T. wallichiana
T. baccata

T. baccata
T. baccata
T. baccata
T. baccata
T. wallichiana
T. baccata
T. wallichiana

T. baccata

T. baccata

REFERENCES

57

57

57
54,61

62
s7

57
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COMPOSES R1 R2 R3 R4 ESPECES
. A
7-(B-xylosy})-10- a H H /__< T. baccata
Deacetylcephalomannine
10-(3-Hydroxybutyryl)-10- OH H b /__<Lk T. baccata
Deacetylcephalomannine -
7-(B-xylosyl)-taxol C a H Ac CsH11 T. baccata
7-(B-xylosyl)-10-Deacetyltaxof C a H H CsH11 T. baccata
X
CeHs r_n-l o
CSHM O\-r
OH
COMPOSES ESPECES REFERENCES
10-Deacetyl-10-oxo-7-epitaxocl T. brevifolia 65

REFERENCES

57

57

57

57

29



TABLEAU 11 : Taxanes possédant un cycle pré-oxétane

AcOw-(13

H H OH 20
OCOCgH;
COMPOSES R1 R2 ESPECES REFERENCES
5a,78,9¢,10B, 13a-Pentaacetoxy-2a-benzoyloxy-4a-c- Ac H T. mairei 66
dihydroxytax-11-ene
78,9c,10B,13a,20-pentaacetoxy-2a-benzoyl-4a,5a- H Ac T. mairei 66

dihydroxytax-11-ene
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D) Les taxanes possédant une double liaison endocyclique entre C-4 et C-20

Ce groupe ne posséde qu'un seul représentant: Taxine A. Sa structure
differe légérement du squelette de base de tous les taxanes connus jusqu'a

présent.



TABLEAU 12 : Taxanes possédant une double liaison endocyclique entre C-4 et C-20

o MNCH:
CeHs
OH
COMPOSES ESPECES REFERENGES
Taxine A T. baccata 67,68

32



33

3. ACTIVITE BIOLOGIQUE

3.1 HISTORIQUE

La toxicité de I'if est connue depuis fort longtemps. D'aprés certains
mythes, cette toxicité était connue dés I'Antiquité (69). On raconte, entre autres,

que les Gaulois utilisaient des feuilles d'ifs pour empoisonner leurs fléches.

Comme mentionné précédemment, l'intérét pour les produits contenus dans
I'if a surtout pris de I'ampleur vers la fin des années 60, lors de I'étude menée par
Institut National de :Cancer (NCI) des Etats-Unis. Ce programme visait la
découverte de produits naturels possédant des propriétés cancéreuses. Lors de

cette étude, un extrait de I'écorce de Taxus_brevifolia démontra une trés grande

toxicité envers plusieurs types de cellules murines leucémiques (1). En 1971,
I'agent responsable de cette toxicité fut isolé et appelé taxol (1). Etant donné les
problémes d'approvisionnement en taxol ainsi que son insolubilité dans l'eau, le
taxol ne fut pas immeédiatement considéré comme un agent anticancéreux
potentiel et les études cliniques sur le taxol prirent un certain temps a étre

développées (70).

L'intérét pour le taxol augmenta d'autant plus lorsqu'il fut démontré que le
taxol posséedait une activité biologique unique (2). Le taxol est un agent

antimicrotubulaire qui agit en inhibant la dépolymérisation des microtubules. Tous

les agents antimicrotubulaires connus jusqu'a présent agissent, contrairement au

taxol, en inhibant la polymérisation des microtubules.
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La phase | des études cliniques s'amorca au début des années 80 (71).
Ces études ont permis de déterminer la dose optimale de taxol nécessaire pour
les traitements ainsi que la méthode d'administration du taxol aux patientes. Les
problémes majeurs rencontrés au cours de cette phase étaient dus a l'insolubilité
du taxol dans I'eau. Le taxol doit donc étre administré avec des adjuvants ce qui

cause parfois des problémes d'allergies et de nombreux effets secondaires (11).

La phase |l débuta en 1985 (11). Les résultats s'avérérent spectaculaires
comparativement & d'autres traitements anticancéreux.  Les meilleurs résultats
notés furent contre le cancer ovarien. Ces essais démontrérent un taux de
réponses positives allant jusqu'a 30% (71,72). Ces résultats étaient trés
encourageants d'autént plus que le taxol n'était qu'administré aux patientes ayant
un cancer trés avancé ou un cancer résistant aux autres traitement standards. Le
taxol a été autorisé pour le traitement du cancer de l'ovaire en 1993. |l est
présentement au stade d'essais cliniques pour d'autres types de cancer dont le

cancer du poumon et du sein (73).

3.2 LE TAXOL:; UN AGENT ANTIMICROTUBULAIRE

Comme mentionné précédemment, le taxol intéragit avec le systéme
microtubulaire des cellules (2). Les microtubules sont formés par la
polymérisation de diméres de protéines, appelés tubuline. Cette polymérisation a

lieu lors de la division cellulaire.

La figure suivante présente les différentes étapes de cette division

cellulaire, appelée "mitose" (74).
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3.2.1 Etapes de la mitose (fig.5)

Au cours de la premiére phase (la prophase), les contours du noyau
s'estompent, tandis que la masse d'acides nucléiques (ADN) qu'il contient
s'individualise en chromosomes. Simultanément le centrosome, petit organite
présent dans le cytoplasme de la cellule se dédouble en deux centrioles. Ces
deux centrioles s'éloignent 'un de I'autre pour aller occuper les deux péles de la
cellule. Puis entre les deux centrioles s'édifient les microtubules, organisés en

fuseau et constitués de tubuline.

Ensuite appar;eﬁt la deuxiéme phase (la métaphase), au cours de laquelle
les chromosomes sont disposés au centre de la cellule et forment ce qu'on appelle
la "plaque équatoriale”. Chaque chromosome est attaché par son centromére
aux microtubules. C'est au cours de cette phase que les chromosomes vont se

dédoubler pour former deux chromosomes-fils.

Pendant la troisiétme phase (anaphase) les deux chromosomes-fils se
séparent et migrent vers des podles opposés, guidés par les faisceaux de
microtubules. Enfin la derniére étape avant la cytocinése (division de la cellule en
deux cellules-filles) est la télophase. Durant cette étape les chromosomes-fils se
rassemblent aux pdles de la cellule et en méme temps les microtubules du fuseau
se désagrégent, c'est-a-dire qu'ils se dépolimérisent en tubuline pour permettre

par la suite la division cellulaire.
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FIGURE 5: Le cycle de la mitose -
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3.2.2 Activité biologigue du taxol

Le taxol se lie aux microtubules (75). Les microtubules deviennent alors
trés stables et leur dépolymérisation qui a lieu a la télophase, est inhibée. La
division cellulaire ne peut donc étre complétée, elle se termine au stade de la
télophase. Méme la présence de facteurs induisant ordinairement la
dépolymeérisation comme par exemples, une basse température ou la présence
d'ions de calcium, ne provoqueront pas le désassemblage des microtubules
(2,75). Un autre effet du taxol sur les microtubules est qu'il réduit le temps de
polymérisation de la tubuline en microtubules. De plus, il induit cette
polymérisation méme en l'absence de GTP, un facteur habituellement nécessaire

pour que cette réaction ait lieu (2).

La cytotoxicité du taxol sur les cellules cancéreuses semble directement
reliée a cette activité biologique. L'hypothése la plus populaire sur les causes de
cette cytotoxicité est que le taxol en se liant aux microtubules, empécherait leur
dépolymérisation. la division cellulaire serait bloquée au stade de la télophase et
la multiplication des cellules cancéreuses seraient ainsi inhibées (76). Certains
auteurs suggerent qu'il existe fort probablement dans les cellules animales, des
molécules intéragissant avec les microtubules selon lesquelles s'apparentent

certains alcaloides de plantes tels le taxol et la colchicine (2).

Pour posséder une cytotoxicité, les taxanes doivent nécessairement étre
munis d'une chaine latérale en C-13 comme celle du taxol (58). Cette chaine
latérale peut cependant étre modifiée a certaines positions sans toutefois faire
perdre la toxicité de la molécule (ex: le taxotére). La chaine latérale seule n'a par

contre, aucun effet sur les microtubules. Le cycle oxetane et le groupement
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benzoate en C-2 du squelette des taxanes semblent également nécessaires a la

cytotoxicité des taxanes (58).

Des travaux ont démontré que les taxanes sans chaine latérale, présentent
également une affinité avec la tubuline, sans toutefois inhiber la dépolymérisation
des microtubules (58). Il semblerait donc que le squelette des taxanes
s'attacherait a la tubuline et que la chaine latérale stabiliserait les microtubules
(68). Par contre jusqu'a présent aucune information n'est connue sur les sites

d'attachement des taxanes a la tubuline.

D'autres hypotheses ont été émises sur ['activité biologique du taxol. Le
taxol en se liant sur la tubuline pourrait altérer la régulation des canaux calciques
situés sur la membrane cellulaire. Le calcium joue un role important lors de la
polymérisation et la dépolymérisation de la tubuline (11). Donc l'altération de
cette régulation, causerait le déréglement de la division cellulaire. Une autre
hypothése est que le taxol n'agirait pas seulement sur les microtubules. Tout
récemment, il a été démontré que le taxol activait les macrophages murins qui, on
le sait, possédent une action tumoricide. Le taxol, en plus de son action
cytotoxique sur les cellules cancéreuses via les microtubules de ces cellules,

pourrait également induire les défenses du systéme immunitaire (77).

Beaucoup de travaux restent a faire afin d'élucider toutes les questions

générees par cette activité biologique unique que posséde le taxol.
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4. BIOSYNTHESE DES TAXANES

4.1 BIOGENESE DES TAXANES

Les taxanes sont des composés terpénoiques constitués de trois cycles. La
biosynthése des terpenes fait partie du vaste champs d'étude de la biosynthése
des produits naturels. La figure 6 montre les différentes voies métaboliques

générant les produits naturels (78).

La biosynthése des terpénes est aujourd'hui trés bien connue grace aux
travaux de Bloch et de Lynen (79). Leurs travaux ont démontré que tous les
terpéndides étaient formés a partir d'unités d'isopentényl-pyrophosphate (IPP).
Les terpénes seraient tous formés a partir de la condensation d'une molécule de
diméthylallyl-pyrophosphate,  c'est-a-dire une  molécule  d'isopentényl-
pyrophosphate ayant subi I'action d'une isomérase ainsi que d'une ou plusieurs
molécules d'isopentényl-pyrophosphate, selon le type de terpénes (mono, sesqui,
diterpéne). Comme il est indiqué a la figure 7, les diterpénes seraient formés a
partir d'une molécule de diméthylallyl-pyrophosphate et de trois molécules
d'isopentényl-pyrophosphate pour former du géranyl-géraniol-pyrophosphate (79).
Les taxanes sont fort probablement le résultat d'une cyclisation de ce composé

(80). La biogénése des taxanes peu étre résumée comme & la figure 8.

Potier a émis ['hypothése que la cyclisation du géranyl-géraniol-
pyrophosphate pourrait se faire de deux far;ons et ainsi donner lieu a la formation
de taxanes de différents groupes (12). La figure 9 présente cette hypothése. Lors

des mémes travaux, Potier a également présenté un schéma de biogénése sur les
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3.2.2 Activité biologique du taxol

Le taxol se lie aux microtubules (75). Les microtubules deviennent alors
trés stables et leur dépolymérisation qui a lieu a la télophase, est inhibée. La
division cellulaire ne peut donc étre complétée, elle se termine au stade de la
télophase. Méme Ila présence de facteurs induisant ordinairement la
dépolymérisation comme par exemples, une basse température ou la présence
d'ions de calcium, ne provoqueront pas le désassemblage des microtubules
(2,75). Un autre effet du taxol sur les microtubules est qu'il réduit le temps de
polymérisation de la tubuline en microtubules. De plus, il induit cette
polymérisation méme en l'absence de GTP, un facteur habituellement nécessaire

pour que cette réaction ait lieu (2).

La cytotoxicité du taxol sur les cellules cancéreuses semble directement
reliée a cette activité biologique. L'hypothése la plus populaire sur les causes de
cette cytotoxicité est que le taxol en se liant aux microtubules, empécherait leur
dépolymérisation. la division cellulaire serait bloquée au stade de la télophase et
la multiplication des cellules cancéreuses seraient ainsi inhibées (76). Certains
auteurs suggeérent qu'il existe fort probablement dans les cellules animales, des
molécules intéragissant avec les microtubules selon lesquelles s'apparentent

certains alcalgides de plantes tels le taxol et la colchicine (2).

Pour posséder une cytotoxicité, les taxanes doivent nécessairement étre
munis d'une chaine latérale en C-13 comme celle du taxol (58). Cette chaine
latérale peut cependant étre modifiée a certaines positions sans toutefois faire
perdre la toxicité de la molécule (ex: le taxotére). La chaine latérale seule n'a par

contre, aucun effet sur les microtubules. Le cycle oxetane et le groupement
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benzoate en C-2 du squelette des taxanes semblent également nécessaires a la

cytotoxicité des taxanes (58).

Des travaux ont démontré que les taxanes sans chaine latérale, présentent
également une affinité avec la tubuline, sans toutefois inhiber la dépolymérisation
des microtubules (58). Il semblerait donc que le squelette des taxanes
s'attacherait a la tubuline et que la chaine latérale stabiliserait les microtubules
(58). Par contre jusqu'a présent aucune information n'est connue sur les sites

d'attachement des taxanes 3 la tubuline.

D'autres hypothéses ont été émises sur l'activité biologique du taxol. Le
taxol en se liant sur la tubuline pourrait altérer la régulation des canaux calciques
situés sur la membrane celiulaire. Le calcium joue un réle important lors de la
polymérisation et la dépolymérisation de la tubuline (11). Donc l'aitération de
cette régulation, causerait le déréglement de la division cellulaire. Une autre
hypothése est que le taxol n'agirait pas seulement sur les microtubules. Tout
récemment, il a été démontré que le taxol activait les macrophages murins qui, on
le sait, possédent une action tumoricide. Le taxol, en plus de son action
cytotoxique sur les cellules cancéreuses via les microtubules de ces cellules,

pourrait également induire les défenses du systéme immunitaire (77).

Beaucoup de travaux restent & faire afin d'élucider toutes les questions

génerées par cette activité biologique unique que posséde le taxol.
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4. BIOSYNTHESE DES TAXANES

4.1 BIOGENESE DES TAXANES

Les taxanes sont des composés terpénoiques constitués de trois cycles. La
biosynthése des terpenes fait partie du vaste champs d'étude de la biosynthése
des produits naturels. La figure 6 montre les différentes voies métaboliques

générant les produits naturels (78).

La biosynthese des terpénes est aujourd’hui trés bien connue gréce aux
travaux de Bloch et de Lynen (79). Leurs travaux ont démontré que tous les
terpéncides étaient formés a partir d'unités d'isopentényl-pyrophosphate (IPP).
Les terpénes seraient tous formés a partir de la condensation d'une molécule de
diméthylallyl-pyrophosphate,  c'est-a-dire une  molécule  d'isopentényl-
pyrophosphate ayant subi I'action d'une isomérase ainsi que d'une ou plusieurs
molécules d'isopentényl-pyrophosphate, selon le type de terpénes (mono, sesqui,
diterpéne). Comme il est indiqué a |a figure 7, les diterpénes seraient formés a
partir d'une molécule de diméthylalIyl-pyrophosphéte et de trois molécules
d'isopentényl-pyrophosphate pour former du géranyl-géraniol-pyrophosphate (79).
Les taxanes sont fort probablement le résultat d'une cyclisation de ce composé

(80). La biogénése des taxanes peu étre résumée comme 2 la figure 8.

Potier a émis [I'hypothése que la cyclisation du géranyl-géraniol-
pyrophosphate pourrait se faire de deux facions et ainsi donner lieu a la formation
de taxanes de différents groupes (12). La figure 9 présente cette hypothése. Lors

des mémes travaux, Potier a également présenté un schéma de biogénése sur les
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mécanismes de formation des taxanes des groupes A, B et C (fig. 10). Les
taxanes du groupe B, c'est-a-dire les taxanes possédant un époxyde seraient les
intermédiaires a la formation du cycle oxétane des taxanes du groupe C dont le
taxol fait partie. Cette hypothése présentée a la figure 11 fut émise entre autres
par Halsall et ses collaborateurs (59). Cette hypothése est trés intéressante car
tout récemment, deux taxanes ayant la structure type de l'intermédiaire proposé
ont été isolés a partir de Taxus mairei (66). Ces deux taxanes forment le groupe
des pré-oxétanes. Cette découverte vient appuyer les hypothéses de Halsall et

de Potier (59,12).

4.2 BIOSYNTHESE DES TAXANES

421 Biosynthése du noyau diterpéne

Malgré toutes ces hypothéses, jusqu'a présent trés peu de travaux ont été
publiés sur la biosynthése des taxanes, surtout en ce qui attrait a la biosynthése

du noyau terpenoique des taxanes.

Le groupe de Zamir a été le premier a confirmer gue le noyau terpénoique
du taxol était formé de l'acétate et du mévalonate, tandis que la chaine latérale
était formée & partir de la phénylalanine (fig.12). Ces travaux (81) consistaient &
incuber ces précurseurs marqués radioactivement en présence daiguilles

broyées, d'homogénat ou de petites branches de Taxus canadensis.

L'incorporation dans le taxol était ensuite mesurée. Un des volets des travaux de
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recherche présentés dans les prochaines sections consiste a poursuivre cette

étude mais en utilisant la technique de "Kinetic Pulse Labelling".

Strobel et ses collaborateurs ont également noté I'incorporation de I'acétate
et de la phénylalanine dans le taxol, lors de leur étude sur les facteurs influencant

la production de taxol dans Taxus brevifolia (82). Cette étude a été effectuée a

I'aide de morceaux d'écorce de I'if du Pacifique incubés en présence de différents

précurseurs marqués radioactivement et d'inhibiteurs de synthése de stérols.

4.2.2 Biosynthése de la chaine latérale

Il y a quelques décennies Winterstein a obtenu, par hydrolyse acide d'un
mélange de taxanes éppelé taxine, un acide qu'il a appelé Winterstein (83,84).

Cet acide est retrouvé dans la chaine latérale de quelques taxanes, dont taxol et

cephalomannine. Par la suite, des études ont démontré que dans Taxus baccata.
I'acide de Winterstein était formé a partir de phénylalanine (85). Le précurseur
marqué (DL-phénylalanine 3-14C) a été incorporé et transformé en acide de

Winterstein (fig.13).

Les récents travaux de Floss (86) ont démontré que la chaine latérale du
taxol était formée via la voie métabolique de la phénylalanine (fig.14). Ces
travaux consistaient & marquer radioactivement les intermédiaires des deux voies
métaboliques proposées (voies de la phénylalanine et de l'acide cinnamique) et
d'incuber séparement ces précurseurs en présence d'écorce de Taxus brevifolia

selon la méthode décrite par Strobel (82).

Lors de lincubation de la B-phénylalanine et de la phénylisosérine une

incorporation a été notée dans les chaines latérales du taxol et de
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cephalomannine. De plus, d'aprés le spectre de masse de la chaine latérale du
taxol, il semblerait que la B-phénylalanine et la phénylisosérine auraient été
incorporées dans le cycle benzoyl présent sur cette chaine latérale. La
conclusion des travaux de Floss est donc que la chaine latérale se forme via la
voie métabolique de la phénylalanine (voies a/d ou voies d/e de la figure 14) et

non via l'acide cinnamique.
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FIGURE 7: BIOGENESE DES TERPENES (79)
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FIGURE 8: SCHEMA DE LA BIOGENESE DES TAXANES
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FIGURE 9: LA BIOGENESE DES TAXANES SELON POTIER (12)
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FIGURE 10: HYPOTHESE SUR LA FORMATION DES TAXANES A, B ET C (12)
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FIGURE 14: HYPOTHESE DES DEUX VOIES METABOLIQUES MENANT A LA
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5. TECHNIQUE DE "KINETIC PULSE LABELLING"

La technique de "kinetic pulse labelling" (KPL) a été developpée par Calvin
lors de ses études sur la photosynthése (87,88). Cette technique consiste a
fournir aux algues un précurseur marqué aux radioisotopes (14C0) et de suivre
dans le temps l'incorporation du précurseur dans les différents produits extraits
des algues. Le principe de base de cette technique est en fait de pouvoir suivre a

l'aide de la radioactivité, 'ordre dans lequel sont formés in vivo différents

métabolites.

Cette technique qui n'a toutefois pas été trés exploitée a des études de
biosynthése a été, par la suite, utilisée pour étudier la biosynthése des
terpéndides (89) et des alcaldides (90) chez les plantes. Elle a également servi &
l'étude de la biosynthése de métabolites secondaires produits par les

champignons dont Penicillium patulum (91) et Fusarium culmorum (92).

La figure 15 présente un bel exemple des résultats d'un "Kinetic Pulse

Labelling" effectué avec Fusarium culmorum (92). Cette expérience a été

effectuée a l'aide d'un systéme de CLHP (chromatographie liquide a haute
performance) muni d'un moniteur a radioactivité. Les pics représentés sur les
chromatogrammes indiquent donc la radioactivité de chaque composé. Ce qui est
intéressant de noter sur ces chromatogrammes est qu'au méme moment ou la
formation de 3-acétyl-déoxynivalénol (3-ADN) a eu lieu, c'est-a-dire lors de
'augmentation du pic de radioactivité de 3-ADN, certains pics (2,3 et 4)

diminuaient. Cela indiquait donc aux auteurs de cet article, que ces pics pouvaient
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étre des métabolites intermédiaires lors de la biosynthése de 3-ADN, ce qui fut

effectivement prouvé par la suite.

La technique de KPL est une méthode rapide permettant de différencier les
intermédiaires biosynthétiques des composés ne menant pas au produit final
("dead-end metabolites") . Toutefois cette technique demeure qualitative. Pour
une étude plus rigoureuse, il est nécessaire de fournir aux plantes ou aux
champignons selon le cas, l'intermédiaire biosynthétique marqué pour s'assurer
que celui-ci est bien transformé en un autre intermédiaire ou en le produit final du

métabolisme étudié.



FIGURE 15: Etude de biosynthése du composé 3-acétyldeoxynivalénol (3-ADN) dans

Fusarium culmorum, effectuée a I'aide de Ia technique de "Kinetic Pulse
Labelling" (92).
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1. ISOLEMENT DE NOUVEAUX TAXANES

1.1 Plantes utilisées

Les plantes de Taxus canadensis (aiguilles et petites tiges) utilisées dans

cette expérience provenaient d'une forét située dans la localité de St-Jean (sud de
Montréal). Ces plantes ont été récoltées aux mois d'octobre 1991 et novembre
1992. Aprés leur récolte, les plantes ont été placées dans une chambre froide (en
I'absence de lumiere) dont la température était d'environ 4°C. Les plantes ont été
placées dans des contenants remplis de terre humide jusqu'a leur utilliéation. Ces

conditions permettaient de garder les plantes fraiches.

1.2 Extraction des taxanes

1.2.1 Méthode no. 1

Les aiguilles et les petites tiges (120 grammes de plantes fraiches) ont tout
d'abord été broyées (broyeur de marque Sunbeam, modele Osterizer 10). Les
plantes broyées ont par la suite, été placées dans un extracteur & soxhlet avec du
dichlorométhane (11) pendant 24 heures. Le solvant a été retiré et du nouveau
solvant a été ajouté afin de poursuivre I'extraction pour une autre période de 24
heures. Le solvant des deux extractions, apres filtration (filtres Whatman no.1), a
été évaporé sous vide (évaporateur de marque Buchi, modéle RE121, muni d'un

bain a température contrélée, modéle 461).

1.2.2 Méthode no. 2

Les aiguilles et les petites tiges (170 grammes de plantes ééches) ont été

broyées (Sunbeam, modéle Osterizer 10). Les plantes broyées ont été placées
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dans un erlenmeyer de deux litres et un mélange de 1500 mi contehant du
méthanol et du dichlorométhane (1:1) a été ajouté. L'erlenmeyer a été agité
(agitateur a environnement contrélé de marque New Brunswick Scientific) pour
une période de 24 heures, a la température de la piece. Le solvant a été retiré et
du nouveau solvant a été ajouté aux plantes afin de poursuivre |'extraction pour
une autre période de 24 heures. Le solvant des deux extractions a été filtré (filtres

Whatman no.1) puis évaporé.

1.3 Elimination des lipides

Apres |'évaporation, le résidu a été dissous dans un mélange d'eau et de
méthanol, selon un rapport de 1:1. La quantité de solvant utilisée était en
fonction de la solubilisation du résidu {environ 200 mi pour la méthode no.1 et 500
mi pour la méthode no. 2). La solution a été transvidée dans une ampoule a
décanter, de I'hexane a été ajouté et le tout a été bien mélangé. Aprés la
séparation des deux phases, la fraction hexane, contenant entre autres les
produits lipidiques de la plante, a été éliminée. Ces étapes ont été répétées
jusqu'a ce que la fraction hexane ne présente plus une coloration verte, c'est-a-
dire lorsque la majeure partie des lipides (ex: la chlorophylle) a été éliminée ( de

1000 & 2000 ml d'hexane au total)

La fraction polaire (MeOH et H20) a ensuite été extraite avec du
dichlorométhane, solvant dans lequel les taxanes sont trés solubles. L'extraction
a été répétée jusqu'a ce la fraction polaire ne présente plus de coloration (de 1000
a 2000 ml de CHzClz au total). Les fractions de dicholorométhane récupérées ont
été asséchées quelques minutes avec du sulfate de magnésium, filtrées (filtres

Whatman no.1) puis évaporées.
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1.4 Fractionnement de l'extrait par chomatographie sur colonne

1.4.1 Méthode no.1

La méthode suivante a déja été décrite par Whiterup et al (4). Les résidus
de la fraction de dichorométhane (2.42 grammes) ont été solubilisés dans de
l'acétate d'éthyle (40 ml). Cette solution a étée mélangée a 48.5 grammes de
Celite-545 (Fisher Scientific), puis le tout a été transvidé dans un ballon. Le
ballon a été placé & I'évaporateur & rotation & une température d'environ 40°C
(Buchi, modéle RE121, muni d'un bain & température contrélée, modéle 461).
Aprés I'évaporation cdmpléte de l'acétate d'éthyle, la celite contenant les résidus a
été compactée dans une colonne de 3 cm de diamétre contenant un "lit" de célite
fraiche (environ 2.5 cm). Les solvants suivants ont ensuite été passés a travers la
colonne: hexane (600 mi), CH2Cl2 (400 ml), MeOH (400 ml), EtOAc (400 mi). Un
débit d'air était fourni au haut de la colonne afin d'obtenir un débit de solvant
d'une goutte par minute ( "Flash chromatography”). Le taxol et les autres taxanes
étaient retrouvés dans la fraction de CH2Clz. L'analyse par CLHP analytique des
deux fractions suivantes (MeOH et EtOAc) a été effectuée dans le but de s'assurer

que tous les taxanes avaient été elués dans la fraction CH2Cl.

Le solvant de Ia fraction contenant les taxanes a été évaporé. Le résidu
obtenu a été solubilisé dans une petite quantité d'acétate d'éthyle et mélangé a de
la célite-545 ( environ 10 grammes). Le tout a été placé a I'évaporateur (40°C)

afin d'éliminer toute trace d'acétate d'éthyle.
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Entre temps, une colonne de 3 cm de diameétre a été compactée de 12 cm
de silicagel 60 (EM Science). La grosseur des particules de Silicagel était de
0.040-0.063 mm et de 230-400 de méches. La celite contenant l'extrait a été
compactée au dessus du silicagel. Un gradient de solvants (hexane et acétone)
variant de 5% a été passé a travers la colonne. Le premier mélange de solvants
était constitué de 75% d'hexane (300 ml) et 25% d'acétone (100 ml). Les
mélanges suivants étaient constitués d'un rapport de solvants de: 70:30 (300 ml
au total), 65:35 (300 ml), 60:40 (300 ml) et ainsi de suite jusqu'a ce que le solvant
soit constitué a 100% d'acétone (300 ml). Toutes les fractions ont été alalysées
par CLHP analytique. Les taxanes étaient identifiés a I'aide de leur temps de

rétention et leur spectre UV.

Les taxanes étaient concentrés dans les fractions 3 et 4, soit lors de
I'élution des gradients de solvants constitués des rapports de 6535
(hexane:acétone) et 60:40 (hexane:acétone). Les fractions ainsi obtenues ont été

évaporées et les extraits ont été pesés (fr3; 137 mg et fr4 : 72 mg).
1.4.2 Méthode no. 2

L'extrait obtenu aprés ['élimination des lipides (16.1 grammes) a été
solubilisé dans une petite quantité d'acétate d'éthyle. Cette solution a été
transvidée dans un ballon contenant 120 grammes de célite-545 et le tout a été
bien mélangé avant de procéder a |'évaporation de l'acétate d'éthyle. La celite
contenant l'extrait a ensuite été compactée dans une colonne contenant 150
grammes de Silicagel. Les mélanges suivants ont été passés a travers la

colonne;
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- 2000 ml de mélange de dichlorométhane et d'acétate d'éthyle (85:15)
- 2000 ml de mélange d'hexane et d'acétone (65:35)
- 800 mil de mélange d'hexane et d'acétone (60:40)

- 800 ml de mélange d'hexane et d'acétone (55:45)

Un débit d'air a été appliqué a la partie supérieure de la colonne afin
d'obtenir en débit de solvant d'une goutte par minute (“flash chromatography"). Le
solvant était collecté dans des erlenmeyers de 125 ml, chaque erlenmeyer
(chaque fraction) contenait environ 76 ml de solvant. Les taxanes étaient
concentrés dans les fractions ou le gradient d'élution était de 65:35
(hexane:acétone). Les fractions collectées lors de ['élution des mélanges suivants
ont été analysées pér CLHP analytique, afin de s'assurer gu'il n'y avait plus
présence de taxanes. Le solvant des fractions contenant les taxanes a été

évaporeé.

1.5 Séparation et purification par chromatographie liquide a haute performance

Les produits de la plante contenus dans les fractions intéressantes ont tout
d'abord été séparés par CLHP semi-préparatif afin d'effectuer une premiére
purification. L'avantage de travailler en CLHP semi-préparatif est que I'on peut

injecter une plus grande quantité de produits a la fois.

La séparation a été réalisée & I'aide d'un instrument de Waters modéle
Delta Prep 3000, relié a un détecteur UV modéle Lambda-Max 481 a longueur
d'ondes ajustable et & un enregistreur de Perkin-Eimer modéle 024. Deux
colonnes ODS-2 Mag-9 (Whatman) & phase inversée étaient reliées en série

(9.4mm X 500 mm) et le débit de la phase mobile était de 3 ml/ min. Cette phase
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mobile était constituée d'un mélange de deux solvants soit de I'eau déionisée et
de I'acétonitrile (grade CLHP). La séparation a été effectuée a l'aide d'un gradient
de solvants linéaire de 70 minutes. Initialement, le rapport de solvants était de
75:25 (eau: acétonitrile) alors qu'aprés 70 minutes I'acétonitrile constituait 100%
de la phase mobile. Le détecteur UV était ajusté & 227 nm. Les échantillons
étaient solubilisés dans du méthanol a une concentration approximative de 20 mg

Imi, filtrés (filtre de 0.45um) puis injectés manuellement.

La purification des composés a été effectuée a l'aide d'un systéme de
CLHP analytique. L'instrument de Perkin Elmer modéle 250 était muni d'un
systéme de pompes binaires. L'appareil était reli€ a un détecteur UV a
photodiode modéle 235 de Perkin Eimer, & une imprimante de méme modéle ainsi
gu'a un ordinateur NEC APC IV permettant l'analyse des données. La séparation
a été effectuée a l'aide de deux colonnes a phase inversée ODS-2, partisil-10 de
Whatman. Les deux colonnes étaient reliées en série (4.6 X 500 mm). L'injection
des échantillons était effectuée manuellement et le débit de la phase mobile a été
réglé a 1.0 mi/min. Les conditions de séparation étaient les mémes que celles de
la méthode préparative, a 'exception du gradient qui était de 50 minutes. Les
échantillons ont été solubilisés dans du méthanol et une quantité maximale de 1

mg était injectée a la fois.

1.6 Lyophilisation

Aprés la purification des composés, l'acétonitrile a été évaporé. Les
composés ont ensuite été refroidis dans de la glace séche (avec quelques traces
d'acétone) puis ils ont été placés a la lyophilisation (lyophilisateur de Virtis

equipment modéle 10MR-ST) toute une nuit afin d'éliminer ['eau.
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1.7 Caractérisation

Les composés purifiés ont, par la suite, été envoyés a I'Université McGill
afin de procéder a des tests de RMN (Résonnance Magnétique Nucléaire) et de
MS (Spectrométrie de Masse) pour la caractérisation de leur structure. Ces tests
ont été effectués par les Dr. Francoise Sauriol et Orval Mamer . L'interprétation
respective des analyses a été effectuée par les chimistes du groupe aidés du Dr,

Zamir, Dr. Sauriol et Dr. Mamer.
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2. TECHNIQUE DE "KINETIC PULSE LABELLING"

Deux méthodes ont été utilisées pour I'application de cette technique. La
premiére méthode consistait a ajouter le précurseur radioactif & un mélange
d'aiguilles broyées et de solution nutritive alors que la seconde méthode, le
précurseur radioactif a été ajouté a un homogénat préparé a partir des aiguilles de
la plante. Ces méthodes ont été choisies en se référant a des travaux précédents
(81), effectués par un membre du laboratoire. Ces travaux consistaient a
comparer l'incorporation des précurseurs dans le taxol a partir de trois méthodes
soient 1), 2) les deux méthodes choisies pour [|'application de la technique de
KPL et 3) une méthode selon laquelle de petites branches étaient trempées dans
une solution nutritive bontenant les précurseurs. L'incorporation des précurseurs
lors de I'utilisation des techniques 1 et 2 s'est averée supérieure a celle utlisant la
méthode 3. La méthode utilisant les petites branches aurait pu présenter certains
avantages étant donné e fait que les tissus de la plante ne sont pas
endommageés. Cependant cette méthode requiert une trés grande quantité de
précurseurs radioactifs et, de plus, elle engendre un trés faible rendement

d'incorporation dans le taxol.

2.1 Technigue de "KPL" utilisant une préparation d'aiquilles broyées.

2.1.1 Plantes utilisées

Les plantes de Taxus canadensis utilisées dans cette expérience
provenaient d'une forét située dans la localité de St-Jean (sud de Montréal) . Ces
plantes ont été récoltées a la fin du mois de mai 1993. Aprés leur récolte, les

plantes ont été placées dans une chambre froide (en I'absence de lumiére) dont la
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température était d'environ 4°C. Les plantes ont été placées dans des contenants
remplis de terre humide jusqu'a leur utilisation. Ces conditions permettaient de

garder les plantes fraiches.

Dans cette expérience, seules les nouvelles pousses ont été utilisées.
Ces nouvelles pousses se distinguent trés bien par leur couleur verte tendre.

Elles sont situées a I'extrémité de chaque branche et on les retrouve seulement au

printemps.

2.1.2 Préparation des échantillons

Des aiguilles de plantes fraiches ont été broyées (broyeur de marque
Sunbeam, modéle Osferizer 10) afin d'obtenir une quantité totale de 60 grammes
de tissus. Les aiguilles broyées, apres avoir été bien mélangées, ont été
distribuées dans 60 flacons de verre de 20 ml, soit 1 gramme par flacon.
L'expérience nécessitait la préparation de 60 flacons soient; 20 échantillons, 20
duplicatas et 20 contrdles. Les contrbles ne contenaient aucune radioactivité. lis
étaient utilisés dans le but de vérifier la contamination et de permettre une

comparaison avec les chromatogrammes des échantillons radioactifs.

Dans chaque flacon, cing millilitres de solution nutritive de Hoagland (93)

ont été ajoutés.

2.1.2.1 Préparation de |a solution d'Hoagland

La solution d'Hoagland est un mélange d'une solution de macronutriments

et d'une solution de micronutriments.



A) Préparation de la solution de macronutriments

Les éléments ci-dessous sont solubilisés dans un litre d'eau déionisée;

o/l
Ca (NO3)2.4H20 0.94
MgS04.7H20 0.52
KNOs 0.66
NH4H2POs 0.12
EDTA 0.0336
FeS04.7H20 0.0278

B) Préparation de la solution de micronutriments

Les éléments ci-dessous sont solubilisés dans un litre d'eau déionisée;

o/l
H3BO3 28
MnS04.H20 34
CuS04.H20 1.0
ZnS04.7H20 2.2
(NH4)eMo0O24.H20 1.0

H2S04 5.0 ml

63
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Aprés la préparation de ces deux solutions, 0.1ml de solution de
micronutriments (B) est ajoutée a un litre de (A). Le PH de ce mélange a été

ensuite ajustée a 6.7 a l'aide de solutions 0.1 N de HCI et de NaOH(Fisher

Scientific).

En se référant aux travaux précédents sur la biosynthése du taxol (82),
40mM de dithiothréitol (DTT) ont été ajoutés aux 60 flacons. Lors des travaux de
Strobel (82), I'incorporation des précurseurs dans le taxol n'était possible que
lorsqu'il y avait présence d'un agent réducteur, comme le dithiothréitol, dans le
milieu. Un molaire (1M) de DTT équivaut & 154.2 g., donc 20 mg de dithiothreitol
ont été dissouts dans 5 ml d'eau déionisée et 75 }.II de cette solution a été ajouté

aux mélanges de tissus.

En dernier lieu, le précurseur radioactif a été ajouté aux échantillons
excluant les contréles. Le précurseur (New England Nuclear) était constitué
d'acetate marqué au tritium (C3Hs3COONa) dilué dans une solution d'éthanol et
datait du 13 mai 1983. A cette date, la radioactivité de la solution était de 90.0
mCi/ mmol (25 mCi dans 2.5 ml d'EtOH). La radioactivité ajoutée dans chaque

flacon a été de 0.2mCi.

2.1.2.2 Calcul de la radioactivité a ajouter dans les échantillons

Au moment de I'expérience (07/06/93), l'isotope datait de plus de 10 ans.
La demi-vie du tritium étant de 12.3 ans, c'est-a-dire qu'a cette date la
radioactivité de l'isotope équivalait a 50 pourcent de sa valeur initiale. 1 était

donc nécessaire de calculer la quantité de solution radioactive requise a cette
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cette date pour obtenir la valeur de radioactivité désirée. Pour trouver cette
valeur, nous avons tout d'abord effectué un calcul théorique pour ensuite le

vérifier pratiquement. Nous avons procédé comme suit:

Calcul théorigque

Une bouteille contient 25 mCi d'isotopes pour 2.5 ml dEtOH. Pour

I'expérience nous voulions ajouter 0.2 mCi par échantillon donc d'aprées le calcul

suivant;

0.2mCiX 2.5ml = 0.02 ml de solution radioactive

25 mCi

On peut exprimer la radioactivité en dpm (désintégrations par minute)

Pour convertir la valeur de 0.2 mCi en dpm il suffit d'effectuer la régle de trois

suivante:
TPCi e > 2.22 X 106 dpm
200 pCi ——— > x dpm oll X =4.44 X 108 dpm

En se référant & des tableaux fournis avec le manuel d'instructions du
compteur a scintillation (appareil mesurant la radioactivité) ou encore a l'aide de la

formule ci-dessous, on peut trouver le facteur de correction de la radioactivité (C).

C = 100
Antilog 0.3010 ( A/B)
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(A) = nombres d'années de l'isotope

(A) = 10.25 années

(B) = Demi-vie de l'isotope

(B) = 12.3 années

(C) = facteur de correction de la radioactivité

(C) =55.1% ou 0.561
En multipliant le facteur de correction a la radioactivité on a obtenu:
0.2mCi X 0.561= 0.112 mCi

Ce qui voulait dire qu'a cette date 0.02 ml équivalait a 0.112 mCi. Pour
trouver la quantité d'EtOH correspondant & 0.2 mCi, il suffisait d'effectuer la régle

de trois suivante:

02mCi X 0.02ml = 0.0357 mlou 36 HI
0.112mCi

Vérification des calculs théoriques

Pour confirmer ces calculs, cing microlitres d'isotope ont été dilués dans
3000 Fl de MeOH. Ensuite, cing microlitres de cette dilution ont été mesurés au
compteur a scintillation (description de l'appareil a la section 2.1.7). La valeur
obtenue a été de 44742.9 cpm (comptes par minute) ou, aprés conversion (ref. a

la section 2.1.7.2) de 86008 dpm (désintégrations par minute). La quantité de
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radioactivité contenue dans cing microlitres de solution d'isotope a été calculé

ainsi:

86008 dom X 3000 pl (volume de la dilution) = 51604800 dpm

5 pl ( échantillon mesureé)

D'aprés les calculs théoriques, 36 pl contenaient 0.2 mCi de radioactivité.

Voyons maintenant ce que donne les résutats pratiques:

51604800 dom X 36 pl = 3.72x 108 dpm

5 }Jl (quantité d'isotope prélevée)

Cette valeur se compare assez bien a la valeur théorique de 4.44 X 108
dpm. Donc, 36 pi ont été ajoutés a tous les échantillons (sauf les contréles)
cependant, lors du calcul du pourcentage d'incorporation il est important de tenir
compte de la valeur mesurée (3.72 X 108) et non de la valeur théorique ( 4.44 X

108).

Apres 'ajout de tous ces éléments, les flacons ont été recouverts d'un
capuchon et placés dans un agitateur a environnement contrélé de marque New
Brunswick Scientific couplé a un bain réfrigérant de méme marque modéle RF-10.
L'agitation a été réglée a 220 rpm et la température a 27°C. D'aprés les travaux
de Strobel (82) sur la biosynthése du taxol, cette température était la température

optimale pour l'incorporation des précurseurs dans le taxol.
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2.1.3 L'échantillonnage

Les échantillons ont été incubés ainsi selon le temps de contact désiré
entre le précurseur radioactif et les produits de la plante. Lors de cette
expérience, les trois premiers échantillons ont été retirés de I'agitateur aprés cing
jours d'incubation (un échantillon, un duplicata et un contréle). Par la suite, a tous
les jours, trois échantillons ont été retirés de I'agitateur jusqu'au jour 23 ainsi
gu'une derniére série d'échantillons au jour 28. Les échantillons ont ensuite été
placés dans un congélateur a une température de -80°C, jusqu'a ce qu'on

procede aux prochaines étapes.

2.1.4 Extraction des taxanes

L'étape suivante consistait a éliminer 'eau contenue dans les échantillons.
Cette eau provenait des aiguilles et en majeure partie, de la solution d'Hoagland.
Pour ce faire, les échantillons congelés ont été placés toute une nuit a la

lyophilisation (lyophilisateur de Virtis Research Equipment, modéle 10 MR-ST).

Pour chaque échantillon, les taxanes ont été extraits des plantes
asséchées a l'aide d'un mélange de 20 ml de méthanol et de dichlorométhane
(1:1). Les aiguilles ont eté transférées dans un erlenmeyer de 50 ml et le mélange
de solvants a été ajouté aux aiguilles. L'erlenmeyer a ensuite été placé 3
I'agitation ( 200 rpm) a la température de la piéce. Aprés 24 heures, le solvant a
été filtré (filtre Whatman no.1) et 20 ml de nouveau solvant ont été rajoutés aux

aiguilles. L'erlenmeyer a été placé pour un autre 24 heures a l'agitation. Le



69

solvant de |la seconde extraction a été également filtré afin d'éviter la présence
d'aiguilles dans I'extrait. Le solvant des deux extractions a été récupéré dans un
ballon de 100 ml se fixant & un évaporateur de marque Buchi, modéle RE121,
muni d'un bain modele 461. L'évaporation a été effectuée sous vide. L'extrait
obtenu contenait les taxanes et autres produits de la plante (lipides) ainsi que les

sels de la solution d'Hoagland.

2.1.5 Elimination des sels

Avant de procéder a l'analyse des échantillons par chromatagraphie
liquide & haute pression (CLHP), les sels de l'extrait ont d(i tout d'abord étre
éliminés. Pour ce faire, I'extrait a été solubilisé dans 50 ml de CH2Clz et transféré
dans une petite ampoule & décanter. A cela ont été ajouté 25 mi d'eau déionisée
et puis le tout bien mélangé. Aprés la séparation des deux phases, la fraction
acqueuse (fraction inférieure) a été retirée. Les étapes a partir de I'ajout de I'eau
déionisée ont été répétées a trois autres reprises. Les taxanes sont trés peu
solubles dans l'eau et trés solubles dans le dichlorométhane, donc les taxanes
restent dans la phase organique. Les sels et autres produits non désirables sont

solubilisés dans la fraction acqueuse et sont ainsi éliminés.

La fraction organique a été transvidée dans un ballon & évaporation et

évaporée sous vide. Selon les échantillons, le poids de l'extrait variait entre 15 et

20 mg.
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NOTE

Une attention spéciale a la radioactivité a di étre portée tout au long des
étapes précédentes. Il était important de ne pas contaminer les échantillons avec
de la radioactivité provenant d'autres échantillons. Donc, la vaisselle utilisée
devait étre lavée de toute radioactivité avant d'étre utilisée pour d'autres
echantillons. Il en était de méme pour tout le matériel utilisé.

Le savon de décontamination utilisé était du DEKASOL TM (ICN
Biochemicals). Le matériel contaminé non réutilisable ( pipettes pasteur, embouts
de plastique, gants...) ainsi que le solvant radioactif ont été jetés dans des

contenants respectifs de récupération.

2.1.6 Analyse par chromatographie liquide a haute performance (CLHP)

L'extrait final.de chaque échantillon a été solubilisé dans 1.5 ml de
méthanol et 50 pl de cette solution ont été injectés sur CLHP analytique.
L'analyse des échantillons a été effectuée selon les méme conditions décrites a la
section 1.5 Le chomatogramme présentant la séparation des composés de
I'extrait était visualisé sur I'écran de l'ordinateur et permettait ainsi la collecte des
pics du chromatogramme. Seuls les pics ayant des temps de rétention
correspondant aux temps de rétention des taxanes étaient collectés. Les pics
étaient récupérés dans des flacons de plastique de 20 ml pour compteur a

scintillation.

2.1.7 Mesure de la radioactivité

La radioactivité contenue dans les flacons a été mesurée a l'aide d'un
compteur a scintillation de Tracor Analytic, modéle Delta 300. Avant de mesurer
la radioactivité, quatre millilitres de liquide a scintillation (Ultima Gold XR de

Packard Instruments B.V.) ont été ajoutés a chaque flacon contenant les pics
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collectés. Par la suite, les flacons devaient étre trés bien mélangés afin que
I'échantillon soit bien solubilisé dans le liquide a scintillation. Avant de procéder a
la lecture de la radioactivité, les flacons étaient laissés au repos jusqu'a ce que le
mélange présente un aspect clair car aprés l'agitation, la solution devenait

blanchétre et pouvait fausser la lecture.

La mesure a été effectuée a la température de la piéce. Le temps de
comptage a été ajusté a 10 minutes ou jusqu'a l'obtention de 40 000 comptes
(précision statistigue de 1%). Aprés la lecture de chague échantilion,

I'enregistreur inscrivait les données suivantes:

le numéro de l'échantilion

le temps de comptage

les comptes par minutes (cpm) dans le canal du tritium (3H)

Cette valeur représente la mesure de la radioactivité en cpm contenue
dans notre échantillon.

les comptes par minutes (cpm) dans le canal du '4C:

Non- applicable dans notre cas.

le rapport de la radioactivité entre les deux canaux ( SCR: sample channels

ratio): Cette valeur est utilisée lors de la mesure de la radioactivité en présence
de deux isotopes (3H et 14C) dans I'échantillon: non-applicable a nos expériences

deux isotopes ( 3H et 14C) dans I'échantillon: non-applicable & nos expériences.

- le ratio du standard externe ( ESR: external standard ratio):
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Le standard externe est une source de Barium-133 de 9 }JCi_. Pour obtenir
la valeur de ESR, l'appareil effectue deux lectures. Le premier comptage calcule
I'activité totale contenue dans I'échantilion et dans le standard externe. Le
deuxiéme comptage mesure ['activité du standard externe seulement. La valeur
de ESR représente la valeur nette du compte de Ba-133. Cette valeur varie
légérement d'un échantillon a l'autre, selon le "quench" de I'échantillon, c'est-a-
dire selon l'efficacité de la lecture de I'échantillon. Cette valeur de ESR est
utilisée pour la conversion des données de [appareil (cpm) en dpm

(désintégrations par minute).

La valeur en épm doit par la suite étre convertie en dpm (désintégrations
par minute). Ceci a été fait 2 I'aide d'une courbe de conversion qui tient compte
de l'efficacité de la lecture de l'appareil. La couleur de I'échantillon & mesurer et
le solvant dans lequel est dissous I'échantillon peuvent diminuer I'efficacité de la
lecture de l'appareil ("quench") et ainsi donner un compte inférieur a la
radioactivité présente dans I'échantilion. C'est pour cette raison qu'il est important

de convertir les valeurs avant d'analyser les résultats.

2.1.7.1 Courbe standard de conversion des cpm en dpm pour le tritium (3H)

Cette courbe (fig.16) met en corrélation le pourcentage d'efficacité de

lecture (en ordonné) et la valeur du ratio du standard externe (en abcisse).

Cette courbe a été construite a l'aide de standards fournis avec le

compteur a scintillation. Tous les standards contenaient la méme radioactivité
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FIGURE 16: COURBE STANDARD DU TRITIUM

ESR
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cependant un agent (solvant) changeant l'efficacité de la lecture a été ajouté en
concentration différente aux standards. La radioactivité (tritium) contenue dans
chaque standard était de 0.046 pCi et les standards dataient de 14.6 ans. La
valeur corrigée de radioactivité contenue dans les standards a été calculée

comme décrit a section 2.1.2.2. La valeur obtenue était de 44804 dpm.

Le pourcentage d'efficacité de lecture dans chaque standard a été calculé

ainsi:

% d'efficacité = valeur en cpm X 100

valeur corrigée en dpm

La valeur en cpm représente la valeur mesurée par I'appareil, alors que la

valeur corrigée en dpm représente la radioactivité contenue dans les standards

(44804 dpm).

Lors de la mesure de la radioactivité des standards, l'appareil nous
donnait également la valeur de ESR. La courbe standard a donc été construite en

placant les point suivants sur le graphique:

# standards % d'efficacité ESR
(ordonnée) (abscisse)
1 62.0 4277

2 56.1 3.619



75

# standards % d'efficacité ESR
(ordonnee) (abscisse)

3 48.7 3.107

4 40.5 2.587

5 30.5 2.085

6 11.6 1.252

2.1.7.2 Conversion des cpm en dpm

Lors de la mesure de la radioactivité des échantillons, I'appareil donnait
pour chaque échantillon, une valeur de ESR. Cette valeur nous permettait
d'extrapoler le pourcentage d'efficacité de lecture a l'aide de la courbe de
conversion. La valeur extrapolée nous permettait, par la suite, de convertir les

cpm en dpm.

Les cpm ne représentent qu'un certain pourcentage de la valeur de la
radioactivité contenue dans I'échantillon, alors que les dpm représentent la "vraie"

valeur de radioactivité:

x dpm > 100 % de la radioactivité dans I'échantillon

X cpm > % d'efficacité de lecture de la radioactivité dans

['échantillon
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Donc pour convertir les cpm en dpm, il suffit d'effectuer cette regle de

trois:

dpm = valeur en cpm

% d'eff. de lecture
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2.2 Technigue de "KPL" utilisant un homogénat

Cette méthode consistait a ajouter les précurseurs radioactifs a un

homogenat préparé a partir des aiguilles de Taxus canadensis.

2.2.2 Plantes utilisées

Les plantes de Taxus canadensis utilisées pour cette expérience

provenaient du méme endroit (St-Jean) que celles utilisées lors de I'expérience
précédente. Les plantes ont été récoltées a la fin du mois de novembre 1993.
Elles ont, par la suite, été placées dans une chambre froide (4°9C) en I'absence de
lumiére. Elles ont été gardées sous ces conditions jusqu'a leur utilisation. Pour
cette expérience, la seule partie de la plante utilisée était les aiguilles (la plante

ne présentait pas de nouvelles pousses étant donné la saison de récolte).

2.2.2 Préparation de 'nomogénat (94)

Les aiguilles de Taxus canadensis ont tout d'abord été rincées avec de

l'eau déionisée (2X) afin d'eniever le maximum de terre et de saletés possibles.
La quantité d'aiguilles préparées est en fonction de la quantité d'homogénat désiré

(1ml d'homogénat nécessite environ 1 gramme d'aiguilles).

Les aiguilles rincées ont par la suite été broyées dans une solution tampon
de borate phosphate ou différents éléments étaient ajoutés afin d'assurer une

bonne activité enzymatique dans I'homogénat.



78

Pour la préparation de 'homogénat, les étapes suivantes ont été effectuées
dans une chambre froide (4°C). Les aiguilles ont été broyées (broyeur Sunbeam,
modéle Osterizer 10) dans la solution tampon (100 ml de solution pour 50 g de
plantes) quelques secondes (30 sec.) a basse vitesse puis quelques secondes a
haute vitesse. La préparation a ensuite été filtrée a travers quatre couches
d'étamine (cheese-cloth). Le filtrat a été centrifugé a 'aide d'une centrifugeuse de
Sovall Instruments, modele RC5C munie d'un rotor SS-34. Les conditions de
centrifugation étaient de 10 000 rpm, 40C pendant 10 minutes. Le surnageant
obtenu correspond & I'homogénat. Le volume dhomogénat désiré pour

['expérience a été transvidé dans un erlenmeyer de 50 mi.

Préparation de la solution tampon de borate phosphate

La solution tampon est un mélange de deux solutions soient:

A) Une solution de phosphate de potassium (KH2PQO4) de 0.1M (1.3609 g dilués

dans 100 ml d'eau déionisée).

B) Une solution de borate de sodium (Na2B407) de 0.05M (1.90685 g. dilués

dans 100 ml d'eau déionisée).

La solution tampon de borate phosphate contient 53.6 ml de solution A et
46.4 ml de solution B. Le PH de la solution de borate phosphate est par la suite
ajusté a 7.5 a l'aide de ces deux solutions. Les éléments suivants sont ajoutés &

la solution tampon: 5mM d'acide ascorbique (0.08806g) , 2mM de DTT
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(0.03084g) , 3mM d'EDTA (0.10088g) , 0.2M de saccharose (6.846g) et du PVP

(19).

2.2.3 Aijout du précurseur radioactif a 'homogénat

Le précurseur radioactif a été ajouté aussitdt a la préparation de
I'hnomogénat terminée. Le précurseur était de l'acétate marqué au tritium
(C3HsCOONa) et la radioactivité ajoutée a l'erlenmeyer était de 0.12 mCi par ml
d'homogénat. Les spécifications de I'acétate ainsi que le calcul du volume de
précurseurs a ajouter (valeur corrigée de la radioactivité) sont décrits a la section
2.1.7. L'erlenmeyer a ensuite été agité (200 rpm et 25°C) dans un agitateur a
environnement controlé (New Brunswick Scientific) muni dans bain réfrigérant
(RF-10).

note

Les échantillons contrdles ont été prélevés avant I'ajout de l'isotope (temps
0) ou bien ils ont été prélevés a partir d'un homogénat placé a I'agitation (mémes
conditions) mais ou aucun précurseur. n'avait été ajouté.

2.2.4 L'échantillonnage

L'homogénat a été incubé dans I'agitateur selon le temps de contact désiré
entre le précurseur et les produits de la plante. A des temps choisis, | ml
d'échantillon a été prélevé de I'homogénat & l'aide d'une pipette. Dans la
premiére expérience avec I'homogénat, les temps d'échantillonnage étaient de: 1
heure, 5 heures, 1 jour jusqu'a 14 jours. Lors de la deuxiéme expérience, les

temps d'échantillonnage étaient de: 30 minutes, 1 heure, 3 heures, 5 heures,
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7heures et 24 heures. A chaque temps, les échantillons étaient prélevés en

duplicatas.

2.2.5 Extraction des taxanes

Les taxanes contenus dans les échantillons de 1 ml d'homogénat, ont été
extraits a I'aide de 100 ml de dichlorométhane. Pour ce faire, ['échantillon a été
mélangé a 25 ml de dichlorométhane dans une ampoule a décanter. Aprés la
séparation 'des deux phases, le dichlorométhane a été récupéré (fraction
inférieure) et évaporé. A la phase acqueuse (homogénat) de l'ampoule a
décanter, du dichlorométhane (25 ml) a été rajouté et les étapes précédentes ont

été répétées. Ceci a ensuite été effectué a deux autres reprises.

Aprés |'évaporation de la fraction organique, I'extrait obtenu (1.5 a 3.0 mg
selon les échantilions) a été solubilisé dans 250 ul d'acétone et 50 ul de cette

solution a été injecté en CLHP analytique.

2.2.6 Analyse par chromatographie liguide a haute performance (CLHP)

analytique

L'analyse des échantillons par CLHP analytique a été effectuée selon les

conditions décrites a la section 2.1.6.

2.2.7 Mesure de la radioactivité

La radioactivitt contenue dans les pics collectés a partir du
chromatogramme du CLHP analytique, a été mesurée a l'aide d'un compteur a
scintillation. La description de cet appareil ainsi que la description de

I'expérimental sont décrites a la section 2.1.7.
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3. ANALYSE DE L'ECHANTILLON PRELEVE AU TEMPS 5 HEURES

Pour vérifier si la radioactivité contenue dans le pic au temps de rétention
du taxol (33.03 min.) de ['échantillon duplicata prélevé au temps 5 heures

provenait bien du taxol, nous avons procédé a ces deux analyses;

3.1 Injection de I'échantillon 2 ( I'extrait 5H duplicata) avec des standards

Une solution standard a été préparée en solubilisant dans du méthanol
(500 pf) quelques cristaux de taxoll, cephalomanine2, 10-deacetyltaxolt et 10-
deacetylbaccatin 1li1. L'échantillon 5HD (1.13 mg) a été solubilisé dans 200 pl de
méthanol. Un mélange de 100 ul de ces deux solutions (50 pl de solution
standard et 50 ul de solution contenant I'echantillon 5HD) a été injecté en CLHP
analytiqgue. Le gradient pour cette premiére injection était de 50 minutes. Les
temps de rétention de ces standards étaient de 19.30 min (10-deacetylbaccatin
11), 29.65 min (10-deacetyltaxol), 32.70 min (cephalomanine) et 33.60 (taxol). Ces

pics ont été collectés et la radioactivité a été mesurée au compteur a scintillation.

Une deuxiéme injection a été effectuée mais cette fois en travaillant avec
un gradient de 140 minutes. En augmentant le gradie_nt; on obtient une meilleure
séparation des pics. La solution injectée était un mélange de 100 HI d'échantilion
et de 25 ul de solution standard. Les temps de réetention pour ce gradient étaient
de 26.30 min (10-deacétylbaccatin Ill), 55.38 min (10-deacétyltaxol), 61.87 min

(cephalomanine) et de 64.12 min (taxol).

1. Ces composés ont été obtenus par les méthodes de purification décrites
a la section 1
2. Ce taxane nous a été fourni par Madame Nancita Lomex et Dr Kathleen
Groover de I'Institut National de Cancer, Maryland, E-U
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Les pics du chromatogramme ont été collectés et la radioactivité a été

mesurée au compteur a scintillation.

3.2 Injection de I'échantillon 1 (5H) acétylé avec des standards acétylés.

L'échantillon radioactif ainsi que les standards (10-deacetylbaccatin ill, 10-

deacetyltaxol, cephalomanine, taxol) ont tout d' abord été acétylés.

3.2.1 Réactivité du taxol et des taxanes a 'acétylation

Selon la littérature (95), le OH en position 2' du taxol est acétylé de fagon
préférentielle. Dans un deuxiéme temps, une acétylation additionnelle a lieu a la
position 7 de la molécule. Quant au OH présent a la position 1, il n'est jamais
acétylé car la forme de la molécule rend ce site inacessible aux réactifs. Donc de
cette réaction résulte du taxol monacétylé (2') et du taxol diacétylé (2' et 7).
Cephalomanine et 10-deacetyltaxol réagiront de la méme fagon que le taxol. Pour
ce qui est de 10-deacetylbaccatin lll, I'ordre de réactivité des positions dans

lequel ['acétylation a lieu est 7>10>13 (96).

3.2.2 Acétylation des standards

Les standards ont été acétylés séparément. Une quantité de 0.5 mg de
chaque composé standard a été pesée puis placée dans une petite fiole. A cela,

45 pl d'anhydride acétique a 99% (Aldrich Chemical) et 30 pl de pyridine (Fisher
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Scientific) asséchée ( 15 octobre 1993) ont été ajoutés. Les fioles ont ensuite été
scellées a l'aide d'un parafilm et placées quelques secondes au vortex. Les
quatres fioles ont été laissées a |la température de la piéce pour toute une nuit. Le

lendemain, I'excés (pyridine et produits de la réaction) a été évaporé sous |'azote.

3.2.3. Acétylation de I'échantillon 1 (5H)

Tout I'échantillon 5H (1.34 mg) a été acétylé. Un volume de 180 pl
d'anhydride acétique et un autre de 120 ul de pyridine ont été ajoutés a cet
extraitl. Les étapes suivantes de ['acétylation étaient les mémes que

précédemment.

3.2.4 Injection en chromatographie liquide a haute performance

Les standards acétylés ont été solubilisés dans de l'acétone (400 M) et
injecté en CLHP analytique (gradient de 50 min.) afin de connaitre leurs nouveaux

temps de rétention.

L'échantillon S5H acétylé (300 ul d'acétone) a été injecté (gradient de 50
min.) et les pics du chromatogramme ont été collectés, dont notamment ceux
correspondant au temps de rétention du taxol acétylé. La radioactivité a ensuite

été mesurée au compteur a scintillation.

1. Nous avons ajouté le réactif en grande quantité car nous devions tenir compte
du fait que cet extrait contenait plusieurs produits autres que les taxanes pouvant
étre également acétylés.
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Une derniére injection contenant un mélange de I'échantillon (50 ul) et des
standards (4 x 5 pl) a été effectuée. Les pics du chromatogramme ont été

collectés et la radioactivité a été mesurée au compteur a scintillation.
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1. ISOLEMENT ET PURIFICATION DE TAXANES

La premiére partie de mes travaux de recherche consistait & isoler des

taxanes contenus dans les aiguilles de Taxus canadensis. Antérieurement aux

travaux du groupe de L. Zamir (97), le taxol, la cephalomannine et le 10-

deacetylbaccatin Ill, étaient les seuls taxanes ayant été isolés a partir de cet

espéce d'if (4).

Lors de ces travaux (97), jai participé a l'isolement et/ou a la purification

de trois de ces composés:

1.1 7.9 DEACETYLBACCATIN Vi

FIGURE 17: STRUCTURE CHIMIQUE DU COMPOSE 7,9-DEACETYLBACCATIN VI

Ce taxane a été isolé pour la premiére fois dans notre laboratoire par le Dr.
Nedea. J'ai participé a la purification de ce composé pour des fins de travaux
sur la synthése organique. Ces travaux étaient effectués par un autre membre du

laboratoire.
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Ce taxane a été isolé a l'aide de la méthode 1, c'est-a-dire a l'aide de la
méthode utilisant I'extracteur a soxhlet (section 1.2, Matériels et méthodes). Lors
de la séparation par chromatographie sur colonne, ce composé était retrouvé dans
la fraction 4, c'est-a-dire lorsque le solvant d'éluti_on‘ était constitué de 60%
d'hexane et 40% d'acétone. Le temps de rétention de ce taxane sur CLHP semi-
préparatif est de 29.4 minutes alors que sur CLHP analytique, le temps de
rétention est de 27.7 minutes.  La structure de la molécule fut élucidée par RMN
et MS. Au moment de la publication de notre article, ce taxane n'avait jamais été
rapporté dans d'autres espéces d'ifs. |l fut ultérieurement isolé dans Taxus

canadensis par un autre groupe chercheurs de la compagnie Abbott (98).

Ce taxane estltrés intéressant car il est le taxane majoritaire de Taxus
canadensis (0.014%) sa quantité est de 3 a 5 fois supérieure a celle du taxol
(figure 18). Cette quantité varie selon l'endroit et la saison de récolte des plantes.
Ce composé posséde un squelette identique a celui du taxol a I'exception du
groupement retrouvé en C-9. A cette position, le taxol posséde une cétone ce qui
confére a la molécule trés peu de solubilité dans I'eau. Cette cétone ne peut
cependant étre réduite chimiquement a cause des effets stériques des autres
groupements du taxol. 1l est donc trés intéresant de retrouver "naturellement"” un

composé similaire au taxol mais possédant un groupement aldéhyde en C-9.



FIGURE 18: CHROMATOGRAMME DE L'EXTRAIT_DE TAXUS CANADENSIS PAR CLHP
ANALYTIQUE (1. 7,9-DEACETYLBACCATIN VI: T.R. 27.7 MIN., 2. TAXOL: T.R.

33.1 MIN.)
< ) [ 0 20 30 . Ao,
] : 3]
1 | R S ..i.i.ofe
] RIS TR [| NS | MU S . =
4 ISR SO YN | N -
] IR SO0 1 1 [N SOOOOOORONN SO £

TimE 0--- 40.2 wun.

88



89

1.2 13-hydroxy 7.9-deacetylbaccatin |

FIGURE19: STRUCTURE CHIMIQUE DU COMPOSE 13-HYDROXY 7.9-DEACETYLBACCATIN |

OAc OH
: OH

18

AcQuue-
OAc

Ce taxane a également été extrait des aiguilles a l'aide de la méthode 1.
Ce composé a été obtenu a partir de la fraction 3, c'est-a-dire lorsque le gradient
d'élution était de 65:35 (hexane:acétone). Les conditions de séparation par CLHP
analytique décrites précédemment n'ont pas été suffisantes pour purifier ce
composé. Un autre composé, que I'on croit étre un stéréoisomére de ce taxane, a
été retrouvé dans le méme pic. Ces deux composés avaient un temps de
rétention de 22.5 minutes sur un CLHP semi-préparatif et de 21.05 minutes en
CLHP analytique. Pour purifier ces deux composés, nous avons travaillé a l'aide
d'un gradient de 70 minutes en CLHP analytique. Selon ces conditions, le temps
de rétention de ce nouveau taxane était de 25.5 minutes. Le rendement obtenu

était inférieur a celui du taxol, soit de 0.003% comparativement a 0.006%.

Ce composé était un nouveau taxane. Sa structure n'a toutefois pas été
complétement élucidée. La stéréochimie du groupement acétyl en position 5 du

squelette demeure incertaine. Ce taxane a, par la suite, été isolé a partir de
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I'écorce de Taxus chinensis (99), ces auteurs n'ont toutefois pas prouvé

rigoureusement la stéréochimie de la molécule.

1.3 7-Epitaxol

FIGURE 20: STRUCTURE CHIMIQUE DU COMPOSE 7-EPITAXOL

Ce composé a été extrait selon la deuxieme méthode d'extraction. Il avait
deja été isolé deux ans auparavant par le Dr. Nedea , cependant a ce moment-13,
sa structure n'avait pas été élucidée. Le Dr. Zhou a également isolé ce taxane,

mais a l'aide d'une autre méthode d'extraction.

Lors de la séparation sur colonne, ce composé était retrouvé dans les
fractions 29 a 35, soit lors de I'élution du mélange de solvants constitué de 65:35
(hexane:acétone). L'extrait de ces fractions pesait 0.401 g. La quantité totale de

produit purifié était de 1.63 mg.

Le temps de rétention en CLHP semi-préparatif était de 50.0 minutes alors

gu'en CLHP analytique le temps de rétention était de 36.05 minutes. Pour purifier
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le composé, nous avons travaillé en CLHP analytique a l'aide d'un gradient de 100
minutes. Les autres conditions de séparation étaient les mémes que celles
décrites précédemment. Le temps de rétention de 7-epitaxol selon ces conditions,

était de 57.03 minutes.

Ce taxane était pour la premiére fois isolé a partir de Taxus canadensis

(97), cependant il avait deja été retrouvé dans d'autres especes d'ifs. Sa structure
est identiqgue a celle du taxol, la seule différence se situe au niveau de la
stéréochimie du OH situé a la position 7 du squelette. Ce taxane est plutdt

minoritaire dans Taxus canadensis, son poids représente 0.001% du poids sec de

la plante, comparativement au taxol qui a un rendement de 0.01%.
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2. ETUDE PRELIMINAIRE DE LA BIOSYNTHESE DU TAXOL

2.1 Technique de "KPL" utilisant des plantes broyées

La premiére étape de ces travaux consistait & developper une méthode
pour I'application de la technique de "Kinetic Pulse Labelling". Le but de notre
premiére expérience était donc de vérifier si la technique utilisant les plantes
broyées permettait bien l'incorporation de notre précurseur (I'acétate marqué au
tritium) dans les produits de la plante. Lors de cette expérience, nous avons
également vérifié si l'ajout de DTT au mélange de plantes augmentait
l'incorporation comme I'a constaté Strobel lors de ses travaux de biosynthése avec

l'écorce de Taxus brevifolia (82). Etant donné que cette expérience n'était qu'une

expérience préliminaire, nous n'avons pas travaillé avec des duplicatas. Trois
échantillons ont été préparés comme nous l'avons deécrit a la section 2.1 du
chapitre Matériels et méthodes, cependant un échantillon ne contenait pas de
DTT alors que dans les deux autres échantillons, des concentrations de 20 et 40
mM ont été ajoutées. Les échantillons ont été placés a l'incubation pour une
période de 6 jours. Par la suite, la radioactivité contenue dans le pic du taxol (t.r.
33.06 min.) et dans le pic du composé 7,9 deacetylbaccatin VI (t.r. 27.37 min) a

été mesurée. Ce dernier composé est le taxane majoritaire de Taxus canadensis.

Le tableau suivant montre les résultats de cette expérience.
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TABLEAU 13: Radioactivité mesurée dans les trois échantillons

COMPOSES DTT AJOUTE
....... 20 mM 40 mM

Taxol 173501 29900 60250

7,9deacetylbaccatin VI 14100 14450 29250

1. Mesure de la radioactivité en dpm dans 'extrait total:

me du pic X volume total de 'extrait
volume injecté

Les résultats de ce tableau démontre qu'il y a eu incorporation du
précurseur dans les produits de la plante. Cette incorporation est possible dans le
taxol méme en l'absence de DTT (17350 dpm), par contre celle-ci est augmentée

lorsqu'une concentration de DTT est ajoutée (29900 dpm et 60250 dpm).

Etant donné ces résultats , nous avons procédé a une seconde expérience
utilisant des plantes broyées, ol une concentration de 40 mM de DTT a été
ajoutée a chaque échantillon (voir section 2.1 du chapitre Matériel et méthodes).
Le but de cette expérience était de suivre dans le temps la radioactivité du taxol,
afin de voir 2 quel moment ce produit était formé. La radioactivité des autres
taxanes était également suivie. Les graphiques suivants (fig.21.22) présentent la
radioactivité mesurée dans les pics du taxol et de 7.9 deacetylbaccatin VI, et ce,

pour chaque échantillon.
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FIGURE 21: RADIOACTIVITE CONTENUE DANS LE PIC DU TAXOL (AIGUILLES BROYEES)
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En comparant les résultats des échantillons et leurs duplicatas, on constate
que cette méthode ne donne pas des résultats reproductibles. De plus, la
radioactivité du taxol semble plutét stable. Nous avons donc décidé d'avoir
recours a une autre meéthode pour I'étude de la biosynthese du taxol, soit une
méthode utilisant un homogénat préparé & partir des aiguilles de Taxus

canadensis.

2.2 Technique de "KPL" utilisant un homogénat

Pour appliquer la technique de "KPL" sur I'hnomogénat, il était important de
vérifier tout d'abord si la formation des taxanes pouvait avoir lieu dans cet
homogénat. Nous avons donc préparé un homogénat ol aucune radioactivité n'a
été ajoutée. Deux échantillons ont été préleves, soit un premier au temps O ainsi
qu'un second aprés 14 jours d'incubation. |l est important de noter que les extraits
des deux échantillons ont été solubilisés dans la méme quantité de solvant et que
le méme volume a été injecté en CLHP analytique. On peut comparer les

chromatogrammes de ces deux échantillons a la figure 23.

Le chromatogramme de ['échantillon prélevé aprés 14 jours est beaucoup
plus complexe que celui de l'échantillon au temps 0. Des produits se sont
visiblement formés dans 'homogénat, dont possiblement des taxanes. Le pic 1
augmente considérablement dans le deuxiéme échantillon. Ce pic posséde le
méme temps de rétention et le méme spectre UV. que le composé 7,9
deacetylbaccatin VI. Le pic au temps de rétention du taxol (pic 2) a également
augmenté. La biosynthése du taxol peut donc étre étudiée a l'aide de cette

méthode.
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FIGURE 23: COMPARAISON ENTRE LES EXTRAITS D'HOMOGENAT PRELEVES AU

TEMPS 0 ET APRES 14 JOURS (1. 7,9-DEACETYLBACCATIN VI: A) TR.

27.30 min. B) T.R. 27.93 min., 2. TAXOL: A) T.R. 33.35 min. B) T.R. 33.63

min.

TIME 050 wmun Time

TEMPS 0 APRES 14 JOURS
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Un "KPL" a donc été appliqué a l'aide de la méthode de I'homogénat (voir
section 2.2 du chapitre Matériels et méthodes). Les figures 24 et 25 présentent
les résultats de cette expérience, soit la radioactivité contenue dans les pics du

taxol et de 7,9 deacetylbaccatin VI pour chaque échantillon.
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Ce que I'on constate tout d'abord, est que les valeurs des échantillons et
des duplicatas sont beaucoup plus reproductibles que dans le cas de I'expérience
utilisant les aiguilles broyées. De plus, d'apres la figure 24 on constate une nette
augmentation de la radioactivité au temps 5 heures. Cette radioactivité diminue

graduellement pour ensuite, se stabiliser.

Nous avons effectué une seconde expérience, mais cette fois-ci les
échantillons étaient tous prélevés a l'intérieur d'une période de 24 heures. Le but
de cette expérience était de confirmer les résultats précédents. Les pics qui
contenaient une radioactivité non-négligeable étaient les pics au temps de
rétention du taxol (33.20 min), céphalomannine (32.16 min) et 10-
deacétyltaxol1(29.01 min). Par exemple, pour I'échantilion prélevé au temps 5
heures, les valeurs de radioactivité des pics (valeur pour le volume injecté
seulement) étaient de 475,5 cpm pour le pic au temps de rétention taxol, de 248.4
cpm pour céphalomannine et de 245 cpm pour 10-deacetyltaxol. Tous les autres
pics collectés dans la région des taxanes avaient une valeur inférieure a 87.5
cpm. Le composé 10-deacetylbaccatin Ill a un temps de rétention se situant
autour de 19.2 min. La radioactivité de ce composé était tres difficile a suivre
étant donné que cette région est complexe et que beaucoup de produits qui ne
sont pas des taxanes s'y retrouvent. Les pics 2 et 3 avaient respectivement des
valeurs de radioactivité de temps 141 et 152 cpm, cependant ces deux pics sont
des mélanges de plusieurs composés, donc on ne peut rien conclure de cette
radioactivité. Les graphiques suivants (fig.26,27,28) présentent les valeurs de

radioactivité pour les trois produits mentionnés ci-haut.

1. Ce composé posséde la méme structure que le taxol, la seule différence se
situe au niveau de la position 10 du squelette: le groupement OAc retrouvé sur le
taxol est remplacé par un groupement OH.
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FIGURE 26 : RADIOACTIVITE CONTENUE DANS LE PIC DU TAXOL (HOMOGENAT 2)
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FIGURE 28: RADIOAQTIVITE CONTENUE DANS LE PIC DE CEPHALOMANNINE
(HOMOGENAT 2)
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Les résultats présentés sur le graphique du taxol (fig.26) confirment bien
les résuitats de |'expérience précédente. Les valeurs de radioactivité sont
sensiblement les mémes et de plus, on note une augmentation de la radioactivité
aprées 5 heures d'incubation. La radioactivité contenue dans les pics aux temps de
rétention de céphalomannine et de 10-deacetyltaxol semble également atteindre

un maximum de radioactivité au cours des premiéres heures d'incubation.

2.3 Pourcentage d'incorporation dans le pic du taxol

Le pourcentage d'incorporation de l'acétate dans le taxol a été calculé

selon la formule suivante:
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radioactivité du pic (dpm) dans ['extrait total X 100

radioactivité (dpm) initiale ajoutée aux plantes

1. Pour le calcul du pourcentage d'incorporation selon la méthode utilisant
'homogenat, on doit calculer la radioactivité initiale contenue dans 1 mi
d'homogénat.

Le pourcentage d'incorporation a été calculé a l'aide de la valeur maximale
de radioactivité contenue dans le pic du taxol. L'expérience effectuée avec les
plantes broyées donnait une incorporation de 0.0079 %, alors que de l'expérience
utilisant I'homogénat en résultait une incorporation de 0.0023%. |l est important
de souligner que la premiére expérience a éte effectuée avec les nouvelles
pousses de plantes récoltées au printemps, alors que 'homogénat a été préparé a

partir de plantes récoltées au mois de novembre.

2.4 Etude de la biosynthése du taxol en utilisant la phénylalanine comme

precurseur

Comme mentionné a la section 4.2 de la revue bibliographique, la chaine
latérale portant 'acide de Winterstein retrouvé notamment sur taxol, est formée in
vivo a partir de la phénylalanine. Nous avons effectué un "KPL" avec ce
précurseur, afin de pouvoir suivre plus spécifiguement la formation du taxol dans
I'hnomogénat. Cependant nous n'avons pas obtenu les résultats escomptés. La

radioactivité n'était pas retrouvée seulement dans les pics des taxanes possédant
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une chaine latérale de Winterstein. Elle était retrouvée dans tous les pics du
chromatogramme. Le pourcentage d'incorporation de la phénylalanine dans le pic

du taxol était toutefois nettement supérieure a celui de l'acétate, soit de 0.052%.
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3. ANALYSE DES ECHANTILLONS PRELEVES AU TEMPS 5 HEURES

Pour effectuer les expériences suivantes, nous avons utilisé les
échantillons prelevés au temps 5 heures (échantillon et le duplicata), du premier
homogénat. Rappellons tout d'abord que lors de cette expérience avec
I'hnomogénat nous avons constaté que ces échantillons contenaient la valeur
maximale de radioactivité dans le pic au temps de rétention du taxol. Nous avons
donc procédé a une analyse plus approfondie de ces échantillons afin de voir si la

radioactivité contenue dans ces pics provenait bien du taxol et non d'une simple

impureté du pic.

3.1 Injection de I'échantillon 2 (5HD) avec des standards

Les figures 29 a, b et, ¢ présentent les chromatogrammes de a) I'échantillon
5H duplicata, b) I'échantillon 5HD injecté avec les standards et c) I'échantilion

5HD injecté avec les standards mais ou le gradient était de 140 minutes.

La solution standard contenait quatre composés; le taxol, 10-deacetyltaxol,
cephalomannine et 10-deacetylbaccatin Ill. Nous étions seulement intéressés a la
radioactivité contenue dans le taxol, cependant céphalomannine est un composé
qui a un temps de rétention trés prés du taxol, donc nous voulions nous assurer
de bien distinguer ces deux pics. Nous voulions également suivre la radioactivité
de 10-deacetyltaxol, car lorsque ce produit est acétylé, il en résulte des produits
d'acétylation identiques a ceux du taxol. L'ajout de 10-deacetylbaccatin Il était

seulement a titre d'information.
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FIGURE 29A: CHROMATOGRAMME DE L'ECHANTILLON 2 PRELEVE AU TEMPS 5
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FIGURE

29B: CHROMATOGRAMME DE L'ECHANTILLON 2 PRELEVE AU TEMPS 5
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FIGURE 29C: CHROMATOGRAMME DE L'ECHANTILLON 2 PRELEVE AU TEMPS 5

HEURES, INJECTE AVEC STANDARDS ET ANALYSE A UN GRADIENT DE

140 MINUTES (1. 7,9-DEACETYLBACCATIN VI: T.R. 48.50 min., 2. 10-

DEACETYLTAXOL: T.R. 53.80 min., 3. CEPHALOMANNINE: T.R. 62.14 min.,
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Lors de l'injection de I'échantillon 5HD, Ia radioactivité contenue dans le pic
du taxol étaient de 254.3 cpm. Tous les autres pics mesurés, sauf celui au temps
de rétention de 10-deacetyltaxol (126.5 cpm), avaient une radioactivité inférieure a
100 cpm. En injectant cet échantillon avec la solution de standards, le pic du
taxol demeure le plus radioactif. Le compte était de 112.5 cpm, alors que tous les
autres pics collectés avaient des valeurs inférieures a8 58 cpm. Le pic de 10-

deacetyltaxol avait également une valeur supérieure aux autres pics, soit de 96.5

cpm..

Lors de linjection effectuée & un gradient de 140 minutes, la radioactivité
contenue dans le pic du taxol était de 160.5 com!. La radioactivité contenue
dans le pic de 10-deacetyltaxol n'était pas supérieure a celle des autres pics, soit
de 63.7 cpm. La radioactivité initiale semble avoir-été répartie dans les deux
petits pics précédents le pic de 10-deacetyltaxol, ceux-ci avaient respectivement
des valeurs de 99.5 et 71.3 cpm. Donc, la radioactivité initiale ne provenait pas
uniquement de ce taxane mais bien d'impuretés contenues dans le pic. Tous les

autres pics mesurés avaient des valeurs inférieures a 70 cpm.

D'aprés ces résultats, la radioactivité contenue dans le pic du taxol semble
bien provenir du taxol. Pour confirmer ces résultats, nous avons procédé a
I'acétylation de I'échantillon SH, afin de voir si les produits acétylés contenaient

toujours la radioactivité.

1. Le volume de I'échantillon injecté (75 ul) était supérieur au volume injecté lors
du gradient de 50 minutes (50 pl). Le volume de la solution de standards était,
par contre, plus petit, soit de 25 ul comparativement a 50 ul.
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3.2 Injection de I'échantillon 1 (5H) acétylé

Les chromatogrammes suivants représentent les standards acétylés. Les
standards utilisés sont les mémes que ceux utilisés dans I'expérience précédente,
a I'exception de 10-deacetylbaccatin lll. L'acétylation du taxol et de 10-
deacetyltaxol donne des produits d'acétylation identiques (fig.30), soient un
produit monoacétylé a 39.08 minutes et un produit diacétylé a 41.52 minutes.

Lors de 'acétylation de cephalomannine, un seul produit a été obtenu soit 4 41.35

minutes (fig. 31).

Les chromatogrammes des figures 32 représentent a) I'échantillon 5H avant
acétylation, b) 'échantillon 5H acétylé et c) I'échantillon 5H acétylé injecté avec
les standards acétylés. Toutes les valeurs de radioactivité ont été mesurées a
partir des pics collectés lors de l'injection de |'échantillon avec les standards. Le
chromatogrammme de ['échantillon acétylé sans standards a été utilisé a des fins

de comparaison.

Avant l'acétylation, le pic au temps de rétention du taxol avait une
radioactivité de 334.7 com. Ce que l'on constate sur le chromatogramme de
I'échantillon acétylé est qu'un produit majoritaire de l'extrait, se retrouve
exactement au méme temps de rétention que le taxol non-acétylé (33.27 minutes).
La radioactivité contenue dans ce pic est de 113 cpm. |l est important de noter
également, que lors de l'injection de I'échantillon non-acétylé tous les pics ayant
des temps de rétention supérieurs a celui du taxol avaient une valeur de
radioactivité négligeable. Aprés l'acétylation, la région comprise entre 36 et 42
minutes contient beaucoup plus de radioactivité. Le pic du taxol diacétylé (41.68

minutes) contient entre autres, 215.5 cpm de radioactivité. La radioactivité



110

contenue dans le pic qui semble étre le pic du taxol monoacétylé était de 99.1

cpm.

FIGURE 30: ACETYLATION DU TAXOL ET DE 10-DEACETYLTAXOL
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FIGURE 31: ACETYLATION DE CEPHALOMANNINE
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FIGURE 32A CHROMATOGRAMME DE L'ECHANTILLON 1 PRELEVE AU TEMPS 5

HEURES ( 1. 7,9-DEACETYLBACCATIN VI: T.R. 26.61 min., 2. TAXOL: T.R.

32.72 min.)

- LB AR

Eaee |

~dLRPRCE Ler prgina

o e 20 30 40

TIME O -4 [ .



FIGURE 32B: CHROMATOGRAMME DE L'ECHANTILLON 1 PRELEVE AU TEMPS
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FIGURE 32C: CHROMATOGRAMME DE L'ECHANTILLON 1 PRELEVE AU TEMPS 5

HEURES, ACETYLE ET INJECTE AVEC LES STANDARDS ACETYLES (1.

T.R. DU TAXOL NON-ACETYLE: 33.27 min, 2. T.R. DU TAXOL

MONOACETYLE: 38.88 min, 3. CEPHALOMANNINE ACETYLE: T.R. 418

min., 4. TAXOL DIACETYLE: T.R. 41.68.)
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1. ISOLEMENT ET PURIFICATION DE NOUVEAUX TAXANES

Comme nous I'avons mentionné précédemment, le taxol est retrouvé dans
toutes les espéces d'ifs, cependant, le contenu en taxanes varie d'une espéce a
autre. L'isolement de taxanes permet d'une part, de caractériser chaque espéce
d'ifs. Du point de vue médicinal, l'isolement de nouveaux taxanes peut mener a la
découverte de composés plus actifs que le taxol ou bien, a la découverte de

composés pouvant étre utilisés pour la semi-synthése du taxol ou la semi-

synthése de produits analogues au taxol. Le composé 7.9-deacetylbaccatin Vi
(fig.17) a d'ailleurs été utilisé pour la semi-synthése d'un produit analogue au
taxol, le 9-dihydrotaxol (100). Rappellons que 7,9 deacetylbaccatin VI est le

taxane majoritaire de Taxus canadensis. Jusqu'a présent, il a été isolé seulement

dans les aiguilles cette espéce d'if. Ce composé est fort intéressant car sa
structure est trés similaire au squelette du taxol. La seule différence se situe a la
position C-9; le groupement oxyde (=0) du taxol est remplacé par un groupement
hydroxyl (OH). Le composé 7,9-deacetylbaccatin VI a donc été utilisé pour la
semi-synthése du composé 9-dihydrotaxol (fig.33). Une chaine latérale identique

au taxol a été estérifiée a la position C-13 de 7,9 deacetylbaccatin VI.

FIGURE 33: STRUCTURE CHIMIQUE DU COMPOSE 9-DIHYDROTAXOL
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Il en résulte donc, un composé identique au taxol, a l'exception du
groupement de la position C-9. Ce nouveau groupement confére a la molécule,
une meilleure solubilité dans I'eau. L'activité biologique de 9-dihydrotaxol sur les
microtubules s'est avérée supérieure a celle du taxol. La valeur de EDgg pour le
9-dihydrotaxol était de 0.85 mM, comparativement a celle du taxol qui était de 1.14
mM (100). Ces résultats sont forts prometteurs, par contre, d'autres analyses
(culture cellulaire, études cliniques) doivent étre faites avant de pouvoir réellement

affirmer que ce produit posséde une meilleure activité biologique que le taxol.

Le taxane 1f-hydroxy 7.9 deacetylbaccatin | (fig.19) a été trés difficile a

purifier car il était combiné a un autre produit, que I'on croit étre un stéréoisomere.
Sa structure n'a pu étre compléetement élucidée, la stéréochimie du groupement
OAc en position C-5 reste a déterminer. Le stéréoisomere n'était pas toujours
présent mais comme mentionné en littérature, la production des taxanes peut étre
affectée par différents facteurs comme par exemples; I'age et le sexe des plantes,
la saison et le lieu de récolte des plantes ainsi que les conditions
environnementales dans lesquelles les plantes ont été soumises ... (101). Avant
la publication de cette nouvelle structure (97), plusieurs taxanes trés similaires
avaient déja été isolés (tableau 7, Revue bibliographique). Un groupe de

chercheurs travaillant sur Taxus chinensis ont également isolé 1B-hydroxy 7.9

deacetylbaccatin |, mais a partir de |'écorce de I'arbre (99).

Le composé 7-epitaxol a été isolé pour la premiére fois a partir de I'écorce

de Taxus brevifolia (65). Dans cette espéce d'if, ce taxane est également

minoritaire (11.05 mg de produits obtenus a partir de 8061 |b d'écorce). L'activité

biologique de ce taxane a été testée sur des cultures de cellules KB. Elle s'est
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avérée légérement inférieure a celle du taxol, sa valeur de ED5q était de 3 x 10-°
Hg/ml tandis que celle du taxol était de 1 x 10-9 }Jg/ml. Huang et ses
collaborateurs(65) ont démontré que le taxol, lorsque soumis a une haute
température (toluéne, 80CC) et en présence d'isobutyronitrile, se tranformait en 7-
epitaxol. Les auteurs ont donc émis I'hypothése que le 7-epitaxol pourrait étre

formé par isomérisation du taxol lors du processus d'extraction des taxanes (65).
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2. ETUDE DE BIOSYNTHESE

Spécialement chez les plantes, la biosynthese des produits naturels est trés
difficile a étudier. L'inconvénient majeur est que dans la plante, le taux
d'incorporation est trés faible et ce d'autant plus, lorsque les produits a étudier
sont minoritaires. |l est donc important de bien choisir la méthode de travail afin
de maximiser cette incorporation. Cependant, d'autres facteurs doivent étre

également considérés.

2.1 Choix de la méthode pour I'étude de la biosynthése

Pour I'étude de la biosynthese des taxanes, la meilleure méthode s'est
avérée étre la méthode utilisant I'nomogénat. Les résultats de cette méthode
étaient beaucoup plus reproductibles que ceux obtenus par la méthode utilisant
les plantes broyées. La reproductibilité est un facteur essentiel a la validité des
résultats. De plus, les manipulations aprés le prélévement des échantillons
étaient plus simples & réaliser. Ce dernier aspect était non-négligeable étant
donné que nous devions travailler avec de la radioactivité et que de nombreux

échantillons devaient étre analysés.

2.2 Pourcentages d'incorporation

Le pourcentage d'incorporation de l'acétate dans le taxol a l'aide de la
méthode utilisant les plantes broyées était supérieur a celui de I'homogénat.
Comme mentionné précédemment, ces calculs ont été effectués a l'aide de la

valeur optimale pour chacune des expériences. Si on se réfere au diagramme de
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la figure 21, on constate que la valeur optimale (jour 9) n'est pas reproductible et
semble étre plutét aléatoire. |l est important de rappeler également que
I'expérience avec 'homogénat a été effectuée avec des plantes récoltées au mois
de décembre, alors que la méthode de I'hnomogénat a été effectuée a I'aide de
plantes récoltées au printemps. Or, nous savons que les plantes récoltées au
printemps donne une meilleure incorporation (81). L'augmentation de
l'incorporation dans les plantes printaniéres peut étre due au fait que les nouvelles
pousses possédent une plus grande activité biosynthétique et que l'incorporation
du précurseur est ainsi favorisée. Donc, les pourcentages d'incorporation de ces

deux méthodes ne peuvent étre comparés.

Le pourcentagé d'incorporation de la phénylalanine a I'aide de I'homogénat
présente un rendement beaucoup plus acceptable, soit un rendement de 10 fois
supérieur a celui de l'acétate. Ce résuitat n'est par contre pas étonnant étant
donné que la phénylalanine est un precurseur plus "tardif' et plus spécifique que
I'acétate. Une moins grande variété de produits de la plante utilise ce précurseur
dans leur synthése, donc, une plus grande quantité de précurseurs est disponible

pour la biosynthése du taxol.

2.3 "Kinetic pulse labelling"

Le suivi de de la radioactivité contenue dans le pic au temps de rétention
du taxol, présente une nette augmentation au temps 5 heures et ce, pour les deux

expériences effectuées avec I'homogénat (fig.24, 26). Ces valeurs optimales sont
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d'ailleurs trés comparables en terme de cpm. Ces résultats semblent indiquer

que le taxol se forme au cours des premiers cing heures d'incubation.

Lors de cette expérience, nous avons également suivi la radioactivité
contenue dans le pic au temps de rétention de 7,9 deacetylbaccatin VI. Comme
on le constate a la figure 25, |la radioactivité dans ce pic augmente beaucoup plus
tard. Lors de la deuxieme expérience effectuée avec 'homogénat, la radioactivité
contenue dans ce pic au cours des premiers 24 heures s'est avérée négligeable.
La radioactivité de 10-deacetylbaccatin lll, n'a pu étre suivie étant donné que le
temps de rétention de ce taxane (19,2 min.) se trouve dans une région tres
complexe ou de nombreux produits n'étant pas des taxanes sont présents. Nous
étions intéressés par la radioactivité de ces deux derniers taxanes car d'aprés leur
structure, ces composés pourraient plausiblement étre des intermédiaires a la
formation du taxol.. Cependant, si le taxol se forme bien dans les premiers cing
heures d'incubation, le composé 7,9 deacetylbaccatin VI n'est assurément pas un

intermédiaire.

La deuxiéme expérience a été effectuée dans un laps de temps trés court,
donc peu de produits avait incorporé le précurseur. Dans la région du
chromatogramme contenant la majorité des taxanes, seulement trois pics
contenaient une radioactivité non-négligeable, soit le pic du taxol, le pic de 10-
deacetyltaxol et le pic au temps de rétention de cephalomannine. Fait intéressant,
ces trois composés possédent une chaine latérale de Winterstein. Suite & cette
expérience, nous avons effectué un autre "KPL", mais cette fois-ci en utilisant un
précurseur de la chaine latérale, soit la phénylalanine. Cependant, contrairement

a ce que nous avions prédit, la phénylalanine a été incorporée dans pratiquement
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tous les produits de I'extrait et non seulement dans les produits possédant dans
leur chaine latérale, un acide de Winterstein. Nous croyons que la phénylalanine
a été degradée dans I'hnomogénat et que se sont ces produits de dégradation qui
ont été incorporés dans les divers produits de I'extrait. La formation du taxol ne

peut donc étre suivie a l'aide de ce précurseur.

La technique de "KPL" est pratiquement la seule technique nous permettant
de suivre in vivo, la formation d'un produit. Cette technique est toutefois assez
fastidieuse a réaliser et demeure qualitative. Des études plus approfondies
doivent étre faites suite aux résultats d'un "KPL". L'inconvénient majeur de notre
methode de travail est que les taxanes dans nos échantillons sont présents en

trop faible quantité pour étre par la suite purifiés et analysés.

2.4 Analyse des I'échantillons prélevés au temps 5 heures

Pour vérifier si I'augmentation de la radioactivité dans le pic au temps de
rétention du taxol provenait bien du taxol, nous devions travailler avec I'extrait
complet. De plus, nous devions utiliser I'extrait de deux échantillons (5H et SHD)

plutdt qu'un seul, afin d'avoir assez de produits pour effectuer toutes nos

analyses.

Lors de l'injection de I'échantillon 5HD & un gradient de 140 minutes, on
constate que le pic du taxol contient toujours la radioactivité et que celle-ci
demeure supeérieure a celle contenue dans les autres pics. La valeur en cpm est
inférieure a la valeur initale, cependant ceci s'applique pour tous les autres pics

du chromatogramme. Cette diminution de radioactivité peut étre due au fait que
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les injections avec standards (gradient de 50 et de 140 minutes) ont éte effectuées

a quelques semaines d'intervalle de la premiére injection de I'échantillon.

D'aprés les résultats de 'acétylation de I'échantillon 5H, la radioactivité
semble bien provenir du taxol. La radioactivité contenue initialement dans le pic
du taxol (334.7 cpm) semble avoir migré dans les pics au temps de rétention du
taxol monoacétylé (99.1 cpm) et diacétylé (215.5 cpm). La radioactivité de ces
deux pics devrait contenir une valeur négligeable de radioactivité provenant de
10-deacetyltaxol car lors de linjection a un gradient de 140 minutes, la
radioactivité initiale dans le pic de 10-deacetyltaxol n'a pas été conservée. Cette
radioactivité initiale provenait donc de d'autres composés et non de 10-

deacetyltaxol.

Les conditions de travail n'étaient pas idéales étant donné que nous
devions travailler avec l'extrait total. Le chromatogramme de l'extrait est fort
complexe et de plus le taxol est un produit trés minoritaire dans cet extrait. Apres
I'acétylation, un ou plusieurs produits se trouvaient au méme temps de rétention
que le taxol non-acétylé et formaient un pic majoritaire (pic 1 de la figure 31B).
Ceci améne deux inconvénients majeurs 1) nous ne pouvons confirmer si tout le
taxol a été acétylé et 2) si toute la radioactivité initiale a migré. En effet, nous ne
pouvons savoir si la radioactivité contenue dans Ie' pic 1 provient du/des
nouveaux produits ou bien de produits n'ayant pas réagi a I'acétylation (taxol ou

impuretés).

Ces résultats préliminaires sont encourageants, toutefois pour vraiment
prouver que le taxol est formé au temps 5 heures, il faudrait préparer un

homogénat a trés grande échelle. Les échantillons prélevés devraient contenir
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assez de taxol pour étre en mesure de le purifier et par la suite d'acétyler ce taxol
pur. L'homogénat devrait, cependant, étre préparé a partir de plantes récoltées

au printemps afin de maximiser l'incorporation du précurseur.

il est important de connaitre la période pendant laquelle le taxol se forme,
afin de pouvoir suivre les intermédiaires de cette formation. Ces intermédiaires
peuvent étre suivis par l'incorporation de précurseurs préliminaires radioactifs
(exemple: acétate, mévalonate). Une autre méthode pour connaitre si  un
composé est un intermédiaire, est de produire ce composé par synthése
organique (ex: 10-deacetylbaccatin 1ll) de facon a ce que ce produit soit radioactif
et puis, de le fournir a 'homogénat. Si le produit dont on étudie la biosynthése
devient radioactif, céla veut donc dire que le produit synthétisé est un
intermédiaire. Donc, comme je I'ai mentionné il est nécessaire de connaitre le
temps selon lequel le taxol se forme, lorsque ce temps sera connu un "grand pas"

aura été fait dans les études de biosynthése du taxol.

Le taxol semble étre formé dans les premiéres heures d'incubation donc,
cela ne cause pas de problémes au niveau de I'homogénat. Cependant si le taxol
s'avérait étre formé aprés plusieurs jours d'incubation, il faudrait & ce moment, se
questionner afin de savoir a quel moment le contenu biologique (enzymatique) de

I'hnomogénat se détériore.
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3. VOIES D'AVENIR

Récemment, il a été découvert gu'un champignon parasite de I'if, produit du
taxol mais en trés faible quantité, soit des nanogrammes par litre de culture (102).

Ce champignon est appelé Taxomyces andreanae. En amiliorant les techniques

de culture ainsi qu'en ayant recours au génie génétique, il est fort probable que

les auteurs parviennent a augmenter la production de taxol par ce champignon.

Une technique fort intéressante est la technique de culture cellulaire de
Taxus sp. Les conditions de culture ont été assez bien amiliorées aux cours des
derniéres années, pour permettre l'isolement de nouveaux taxanes et ce, en
quantité fort respectable (103). Il est a noter par contre, que les taxanes isolés en
culture cellulaire sont généralement différents des taxanes isolés de la "souche

meére" et de plus, la concentration en taxol demeure minime.

Ces deux voies sont daprés moi, les voies davenir. Les cultures
mycéliales et les cultures cellulaires offrent tout deux l'avantage d'étre des
sources renouvelables et donc, d'épargner I'environnement. Ces deux techniques
doivent cependant étre amiliorées afin de maximiser la production en taxol. Si
ces objectifs sont atteints, la production en taxol a large échelle sera possible et
peut étre que ces techniques permettront une meilleure incorporation de

précurseurs ce qui faciliterait grandement les études sur la biosynthése du taxol.



CONCLUSION
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Le taxol, isolé pour la premiére fois de Taxus brevifolia, est certes, un

composeé tres intéressant tant au point de vue de sa structure chimique que de
son activité biologique. Tel que présenté dans la revue bibliographique,
l'identification des taxanes contenus dans les différentes espéces d'ifs a été
largement étudiée. Ces études ont mené entre autres a la découverte de taxanes

fort intéressants tels que 10-deacetylbaccatin Il (Taxus baccata) et de 7,9-

deacetylbaccatin VI (Taxus canadensis). L'intérét suscité par ces deux taxanes

provient du fait qu'aprés modifications chimiques (ajout d'une chaine latérale), il
en résulte deux produits ayant une meilleure activité biologique in vitro que le taxol
(taxotere et 9-dihydrotaxol). Autre fait intéressant, est que ces composés sont les

taxanes majoritaires dans I'if ou ils furent isolés pour la premiére fois.

L'isolement de différents types de taxanes a également permis d'émettre
certaines hypothéses quant a l'origine des taxanes ainsi que sur leur formation
dans la plante. Selon Potier (12), les taxanes proviendraient de la cyclisation du
geranyl-geraniol-pyrophosphate. Cette cyclisation pourrait s'effectuer de deux
facons et ainsi donner lieu a la formation de différents groupes de taxanes. Les
taxanes possédant un époxyde seraient les intermédiaires des taxanes possédant
un cycle oxétane (taxol). La découverte récente de taxanes appelés pré-oxéténes

vient appuyer cette hypothése de Potier (12).

Ces hypothéses quoique généralement acceptées, devront toutefois étre
confirmées par biosynthése. Jusqu'a présent les travaux de biosynthése ont
confirmé que le squelette du taxol est formé a partir de I'acétate et du mévalonate,
tandis que la chaine latérale est formée a partir de la phénylalanine. Les travaux

présentés dans les sections précédentes visaient entre autres, le développement
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d'une méthode permettant I'étude des intermédiaires a la formation du taxol dans
le temps (Kinetic Pulse Labelling). La méthode de choix s'est avérée celle
utilisant un homogénat d'aiguilles. Aprés 5 heures d'incubation le pourcentage
d'incorporation du précurseur dans le taxol était a son niveau maximal, ce qui

laisse supposer que la formation du taxol a lieu au cours de cet intervalle de

temps.

Il serait intéressant de poursuivre 'étude de 'homogénat mais cette fois-ci a
grande échelle, afin d'obtenir une quantité suffisante en taxol pour permettre sa
purification et ainsi démontrer clairement le temps ou a lieu la formation du taxol.
Par la suite, des précurseurs plus "tardifs" pourraient étre introduits a 'nomogénat.
Ceci pourrait nous pérmettre de connaitre les mécanismes naturels impliqués

dans la synthése du taxol.

Au cours des derniéres années, les études reliées a l'aspect clinique du
taxol ont évolué trés rapidement, cependant du point de vue fondamental,

beaucoup d'avenues restent encore a étre explorées.
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