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Extraction et hémisynthese des stilbénes de la vigne et du vin pour une application en
santé humaine et végétale

Les stilbénes sont des molécules de défense que produit la vigne pour lutter contre les agents pathogénes.
Retrouveés dans le vin, ils acquiérent une valeur ajoutée pour leurs effets bénéfiques avérés en santé
humaine. Sachant que I’efficacité des stilbénes contre certains oomycétes et champignons qui infectent
la vigne augmente avec leur degré d’oligomérisation, cette thése avait pour premier objectif d’optimiser
et de procéder a des réactions de couplage oxydatif du resvératrol et de I’e-viniférine extraits de sarments
de vigne, en présence de sels de métaux, pour la production d’oligoméres. Ces réactions d’hémisynthése
ont conduit d’une part a la formation de stilbénes a haut poids moléculaire, et a la production d’extraits
a forte activité antifongique contre deux agents pathogénes majeurs de la vigne, Plasmopara viticola et
Botrytis cinerea. D’autre part, ces réactions de couplage oxydatif appliquées au vin ont permis d’y
étudier les mécanismes de la transformation oxydative du resvératrol, d’identifier les oligoméres qui en
découlent et de déterminer les conditions favorisant leur formation. Enfin, les effets potentiels de ces
oligomeéres sur la santé humaine ont été étudiés, en évaluant leur niveau d’activité anti-inflammatoire in
vitro.

Mots-clés : stilbénes ; couplage oxydatif; vigne; activité antimicrobienne; vin; activité anti-
inflammatoire

Extraction and hemisynthesis of grapevine and wine stilbenes for an application in
human and plant health

Stilbenes are a group of defence molecules produced by grapevine to fight against pathogens. They are
consequently found in wine, where they acquire an added value through their proven positive effects on
human health. Knowing that the efficacy of stilbenes against some oomycetes and fungus pathogens
that attack grapevine increases with their oligomerization degree, the first objective of this thesis was to
optimize and proceed to oxidative coupling reactions of resveratrol and e-viniferine extracted from
grapevine canes, in the presence of metal salts, in order to produce stilbene oligomers. On the one hand,
these hemisynthesis reactions led to the formation of stilbenes with high molecular weight, and to the
production of extracts with high antifungal activity against two major grapevine pathogens, Plasmopara
viticola and Botrytis cinerea. On the other hand, these oxidative coupling reactions carried out on wine
helped study the mechanisms of the oxidative transformation of resveratrol in wine, identify the resulting
oligomers and determine the conditions conducive to their formation. Finally, the potential effects of
these oligomers on human health were studied, by evaluating the level of their anti-inflammatory
activity.

Keywords: stilbenes; oxidative coupling; grapevine; antimicrobial activity; wine; anti-inflammatory
activity
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La chimie des substances naturelles réussit encore de nos jours a s’imposer dans le milieu de la
recherche, et reste une discipline de référence pour répondre a diverses problématiques relevant du
domaine pharmaceutique et de celui des sciences végétales notamment. De la diversité génétique du
monde vivant, ainsi que des interactions complexes en découlant, résulte une multitude de métabolites
dont seule la chimie des substances naturelles permet de révéler 1’existence pour mettre en valeur leur
potentiel biologique au service de la science et de I’Homme. Dans ce travail de recherche détaillé plus
loin, il est question d’un groupe spécifique de molécules d’origine naturelle, fortement représentées
entre autres chez Vitis vinifera (la vigne cultivée) : les stilbénes. Ces molécules sont retrouvées dans
tous les organes végétatifs, mais également reproducteurs de la vigne, notamment les baies de raisin, et
sont par conséquent présentes dans le vin, produit prisé et consommé par ’Homme depuis des
millénaires. C’est ainsi que les travaux de cette these s’imprégnent d’une deuxiéme discipline,

I’cenologie, qui leur a donné un cadre précis et leur sert de champ d’application potentiel.

Les stilbénes, qui appartiennent a la famille des polyphénols, jouent le role de phytoalexines. Autrement
dit, ils participent aux défenses de la vigne contre le stress environnemental, notamment les attaques
d’agents pathogénes comme les champignons et les parasites. En effet, 1’étude de leur potentiel
phytopharmaceutique en viticulture a montré qu’ils présentent des activités antifongique et
antimicrobienne contre Botrytis cinerea et Plasmopara viticola, agents de deux maladies majeures de la
vigne, la pourriture grise et le mildiou. A une époque ou 1’usage des pesticides chimiques est de plus en
plus controversé, ces stilbénes puisés dans différentes parties végétatives de la vigne, constituent une
piste intéressante pour trouver des biopesticides alternatifs, tout en valorisant les co-produits de la vigne
riches en stilbénes, tels les sarments, les ceps ou les racines. Outre leur intérét phytopharmaceutique, les
stilbénes présents dans I’alimentation humaine, principalement dans le vin, ont fait 1’objet d’études
approfondies pour leurs autres activités biologiques chez I’homme. Ainsi, 1’étude des stilbénes identifiés
dans le vin a révélé leurs activités anti-inflammatoire, anti-neurodégénérative, antiproliférative,

antioxydante et antibactérienne, valorisables dans le domaine de la santé humaine.

Au grand potentiel biologique des stilbénes s’ajoute un potentiel de modulation chimique, présent
notamment chez les stilbénes monomériques comme le resvératrol ou le picéide, mais aussi chez certains
diméres comme 1’e-viniférine, par leur aptitude a s’oligomériser pour former des stilbénes a structures
complexes qui se correlent souvent avec une activité biologique plus élevée. Cette oligomérisation est
possible grace a la structure phénolique des stilbénes, propice aux couplages oxydatifs par transfert

d’électron du stilbéne oxydé vers un cation métallique, la formation de radicaux phénoxyles et la
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cyclisation intramoléculaire des deux molécules de stilbenes, aboutissant & la formation de diméres,
triméres et tétrameres du resvératrol. Les conditions de la réaction de couplage oxydatif, notamment le
métal et le solvant utilisés, ont un impact direct sur la structure des produits obtenus. La variation de la
nature du solvant ou du cation métallique utilisés conduit a 1’obtention d’oligoméres a structures
différentes, enrichissant ainsi la famille des stilbénes en nouvelles molécules et augmentant son potentiel

d’activités biologiques.

Les travaux de recherche menés dans le cadre de cette thése ont été effectués au sein de 1’équipe
Molécules d’Intérét Biologique (MIB), partie intégrante de 1’Unité de Recherche (Enologie, a I’Institut
des Sciences de la Vigne et du Vin (ISVV) de I’Université de Bordeaux. A 1’image des compétences de
I’équipe MIB, ces travaux peuvent donc se diviser en deux parties. Une premiere partie de chimie des
produits naturels et une seconde partie de biologie et d’cenologie. L’objectif de cette thése était
d’explorer I’hémisynthése des stilbenes pour obtenir, a partir de stilbenes monomériques et dimériques
présents en grande quantité dans les organes de la vigne, des stilbénes plus complexes, plus rares voire
nouveaux, et ayant une activité biologique plus importante. Une fois ces stilbénes obtenus et
caractérisés, il était question de les mettre en valeur, d’abord en santé végétale, par I’étude in vitro de
leur activité antimicrobienne contre les agents pathogénes de la vigne ; ensuite en cenologie, par
I’exploration de la présence de ces stilbeénes dans le vin et des conditions de leur formation, et enfin en

santé humaine par 1’étude in vitro de leur activité anti-inflammatoire.

Afin de situer le contexte de ce travail de recherche, de présenter les travaux entrepris et discuter des
résultats obtenus, ce manuscrit a été divisé en quatre parties : une premicre partie traite de 1’état de 1’art,
une deuxieme partie présente les travaux et les résultats de I’hémisynthése de stilbénes et son application
phytopharmaceutique, une troisiéme partie expose les résultats de 1’hémisyntheése de stilbénes et son
application en cenologie et en santé humaine, et une quatriéme partie de discussion générale. Enfin, une

conclusion incluant les perspectives de ce travail de thése cléture ce manuscrit.
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1. Les stilbénes : structure, biosynthese et réle physiologique

1.1. Structure

Les stilbenes sont une classe de métabolites secondaires polyphénoliques dont le principal critére de
reconnaissance réside dans la présence, au sein de leur structure chimique, du 1,2-diphényléthyléne ou
du 1,2-diphényléthane comme unité de base. Un stilbene monomérique est ainsi formé de 2 noyaux
aromatiques reliés par un pont éthyléne (Shen et al., 2013), soit un squelette chimique C6-C2-C6
typique. La double liaison qui constitue le pont éthyléne présente généralement une configuration trans-
(E) ; quelques stilbénes a configuration cis- (Z) ont néanmoins été isolés dans la nature (Figure 1). Outre
I’isomérie (Z)-(E), des groupes tels les hydroxyles, les méthyles, les méthoxyles, les prényles et les
géranyles viennent enrichir la structure des stilbénes et sont ainsi responsables de la grande diversité et
du nombre élevé de molécules existantes (PRDb-ISVV, https://mib-polyphenol.eu). A ces groupes de
substitution viennent enfin s’ajouter des sucres, formant des dérivés principalement glycosylés. Une
grande partie de ces dérivés a été décrite grace au développement des techniques analytiques, notamment

la résonnance magnétique nucléaire (RMN), aux c6tés de la spectrométrie de masse.

HO ] “ OH
OH O O = O OH
OH HO

Cis-resvératrol [ Trans-resvératrol ]

Figure 1. Structure du resvératrol sous ses deux formes cis- et trans-.

Le resvératrol (3,4°,5-trihydroxystilbene) reste le stilbéne le plus connu et le plus étudié, des décennies
aprés avoir été isolé pour la premiére fois en 1939 (Takaoka, 1940). C’est le monomere le plus abondant
dans la famille des Vitacées, notamment chez Vitis vinifera (Riviére et al., 2012); il est aussi
abondamment présent dans les racines de Polygonum cuspidatum (Polygonacees). Ce stilbéne, a
structure monomérique simple, sert de base pour la biosynthése de stilbénes oligomériques issus du

couplage de plusieurs molécules de resvératrol (Figure 2). D’autres monoméres comme le picéatannol
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et I’isorhapontigénine ont ¢également leurs propres dérivés oligomériques. Ainsi, le degré
d’oligomérisation, le type de couplage (type C-C ou C-O-C), et les monomeéres mis en jeu sont autant
de facteurs responsables du grand nombre de combinaisons possibles et d’oligoméres produits (Shen et
al., 2013). Les oligoméres du resveératrol sont les plus nombreux (environ 180 molécules décrites), et le
couplage peut mettre en jeu 2 molécules de resvératrol, produisant un dimere, et jusqu’a 8 molécules de
resvératrol, aboutissant alors a un octamére (Riviére et al., 2012). Parmi eux se trouve 1’e-viniférine,
dimére du resvératrol et stilbene majeur chez les espéces du genre Vitis, qui sert de base pour la

biosynthése des oligomeres du resvératrol a plus haut poids moléculaires, a commencer par les trimeres.

Hopéaphénol
(tétrameére)

OH
X gOH

HO O
Resvératrol

(monomere)

HO

Amurensine E HO ’
(pentamére) OH Albiraminol A
(hexamére)
HO

Figure 2. Le resveératrol et cing de ces oligomeres allant de la forme dimérique a la forme

pentamérique.
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Quel que soit le type de couplage mis en jeu, il est désormais largement admis que la dimérisation du
resvératrol implique nécessairement son passage a 1’état radicalaire par oxydation (Shen et al., 2017).
Les deux radicaux vont alors subir un couplage suivant une orientation régio-isomérique précise, pour
former un intermédiaire para- quinone méthide qui subira alors des réactions de cyclisation de Friedel-
Crafts et de tautomérisation et donner les différents oligoméres. Ensemble, les couplages régio-
isomériques et les réactions de cyclisation sont responsables de la grande diversité des structures
observées et obtenues a partir d’une méme molécule d’origine, le resvératrol. Plus rarement, des
réactions entre I’intermédiaire para- quinone méthide et un stilbéne préformé peuvent prendre le dessus
sur les réactions de cyclisation intramoléculaire faisant généralement suite au couplage des deux
radicaux. Ce phénomene est un facteur de diversification supplémentaire des oligomeéres et est surtout
observé lors de la formation des oligomeéres aux degrés d’oligomérisation les plus élevés comme les

pentameres, hexameres et heptameres.

Les réactions de couplage entre deux molécules de resvératrol peuvent essentiellement se faire selon
trois orientations régio-isomériques différentes : des couplages 8 — 10’ (Figure 3), 8 — 8’ (Figure 4) ou
3-8’ (Figure 3) (Keylor et al., 2015). Seuls quelques diméres sont issus d’un couplage 8 — 12’ (Figure
4) comme la gnétine C ou 12 — 12’ comme I’amurensine M. Le couplage 8 — 10’ reste le plus courant,
notamment chez les Vitacées, ou il permet la biosynthése de 1’e-viniférine dont est issu un grand nombre
d’oligomeéres (Xiao et al., 2008). Parmi les stilbénes formés par ce couplage se trouvent également les
ampélopsines B, D et F ainsi que le pauciflorol F (Tanaka et al., 1998). Le couplage 8 — 8’ est ¢galement
observé chez les Vitacées, ou il permet la formation de plusieurs diméres comme le pallidol et la
quandrangularine A. Quant au couplage 3 — 8’, c’est I’un des moins fréquents, mais permet cependant
la biosynthése de la -viniférine, I’un des dimeres les plus actifs contre P. viticola et B. cinerea (Breuil
et al., 1998) (Pezet et al., 2003) .

Concernant la formation des oligomeres plus complexes a structure trimérique ou tétramérique, elle peut
se faire par réaction entre un dimere préformé et le resvératrol, ou par dimérisation a partir de diméres
du resvératrol, mais également par des substitutions électrophiles via la réaction de Friedel et Crafts. Il
est a noter que les tétrameres et les pentaméres ne sont pas le résultat de réactions en chaine impliquant
I’ajout d’une molécule de resvératrol a chaque passage d’un degré d’oligomérisation a I’autre, mais
plutdt le résultat de réactions entre 2 dimeres préformés, ou entre dimeres et trimeres (Keylor et al.,
2015). Quoi qu’il en soit, ces réactions suivent les mémes types de couplages régio-isomériques
impliqués dans la formation des dimeres. Ainsi, le miyabénol C est le produit du couplage 8 — 10” entre
I’e-viniférine (par sa position 8) et le resvératrol (par sa position 10). Les deux molécules peuvent subir
le méme couplage en inversant respectivement les positions mises en jeu, produisant alors un autre
trimere, la gnétine H, résultat du couplage entre le resvératrol par sa position 8 et 1’e-viniférine par sa
position 10. Cette régio-isomérie permet encore une fois la diversification du nombre de trimeres

possibles. Cependant, cela ne s’applique pas pour les triméres issus d’un couplage 8 — 8’ comme
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I’ampélopsine C, ou pour les tétrameéres issus de la dimérisation de deux molécules d’e-viniférine
comme 1’hopéaphénol (couplage 8 — 8”), vu que le produit intermédiaire obtenu sera toujours le méme.
Dans ce cas, ce sont les différentes réactions de cyclisation intramoléculaire qui vont provoquer la
production de triméres différents (Keylor et al., 2015). Aussi, bien que I’e-viniférine soit impliquée dans
la formation d’une grande partic des triméres et des tétraméres, d’autres dimeéres comme la
quadrangularine A, la parthénocissine A ou I’amurensine A sont également mis en jeu, notamment dans
la biosynthése d’oligoméres issus d’un couplage 3 — 8” (He et al., 2008). Malgré toutes ces avancees
dans I’élucidation des mécanismes d’interaction inter- et intramoléculaires régissant la formation des
stilbénes, les mécanismes controlant la stéréochimie et la régio-sélectivité des couplages des radicaux
phénoxyles restent encore hypothétiques. L’hypothése de I’intervention de protéines auxiliaires
(dirigeantes) au cours du couplage, comme dans le cas de la formation des lignanes (Davin et al., 1997),
reste a étayer.



Etat de ’art

Resvératrol

Couplage régio-
isomérique

Couplage 3-8’

Cyclisation

6-viniférine Ampélopsine H

Figure 3. Couplages régio-isomériques de types 3 — 8’ et 8 — 10 du resvératrol (d’aprés Keylor et al.,
2015, modifié).
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Resvératrol

Couplage régio-
isomérique

Cyclisation

Quadrangularine A

Figure 4. Couplages régio-isomériques de types 8 — 8’ et 8 — 12’ du resvératrol (d’aprés Keylor et al.,
2015, modifié).

10



Etat de ’art

1.2. Biosynthese
1.2.1. Voie des phénylpropanoides

La biosynthése des stilbénes reléve de la voie des phénylpropanoides, voie commune a tous les
composés de la famille des polyphénols, utilisant un acide aminé issu de la voie du shikimate, la
phénylalanine, comme substrat de base (Vogt, 2010). En effet, le préphénate issu de la biotransformation
du shikimate subit une décarboxylation oxydative suivie d’une transamination catalysée par la
préphénate aminotransférase pour donner 1’arogénate, qui aboutira a la phénylalanine sous ’action de
I’arogénate-déhydratase (Siehl et al., 1986). Intervient alors la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) qui
catalyse la transformation de la phénylalanine en trans-cinnamate par désamination. Deux enzymes
cruciales sont encore nécessaires pour arriver au point de départ spécifique de la biosynthése des
polyphénols : la cinnamate-4-hydroxylase qui transforme le trans-cinnamate en 4-hydroxycinnamate
par hydroxylation, et la 4-coumaroyl CoA-ligase qui transforme le 4-hydroxycinnamate en 4-
hydroxycinnamoyl CoA, appelé aussi 4-coumaroyl CoA et considéré comme le précurseur commun a
tous les polyphénols (Figure 5) (Vogt, 2010).

Arogénate-

COOH déhydratase
@\ Arogénate
HO“‘“ T OH HOOC,, COOH HOOC/, COOH COOH
OH ©/\(
| Voie du shikimate | ) Y
6H Préphénate Phénylalanine
Phénylalanine
Préphénate amino- ammonia-lyase (PAL)
transférase
S~CoA

&
W
4- coumaroyl Cinnamate-4-

HO CoA-ligase 4- hydroxycmnamate hydroxylase C|nnamate

Figure 5. Voie des phénylpropanoides, a 1’origine de la biosynthése du 4-coumaroyl CoA (d’apres
Siehl et al., 1986, et Vogt, 2010, modifié).

Ainsi, les composés phénoliques issus du 4-coumaroyl CoA se divisent en plusieurs classes (Figure 6).
La classe la plus importante est représentée par les flavonoides. Cette classe comprend les flavonols
(pigments jaunes concentrés dans les pellicules des baies de raisins noirs et blancs, a propriétés

antioxydantes), les flavones, les isoflavones, les flavanones, les flavanols ou catéchines (tanins
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catéchiques responsables de la structure du vin et de son effet astringent en bouche), les aurones et les
anthocyanidines, précurseurs des anthocyanes, qui sont les pigments rouges du raisin et de plusieurs
autres fruits rouges, également concentrés dans la pellicule des raisins rouges et pouvant étre
exceptionnellement présents dans la pulpe des baies de cépages dits teinturiers, ¢’est-a-dire dont la pulpe
est colorée a I’instar des pellicules. Ce sont ces pigments qui conférent au vin rouge sa couleur. Les
autres composes phénoligues issus du 4-coumaroyl CoA sont les coumarines, les phénylpropenes, les
esters phénylpropanoides et les acide-phénols. Quant aux formes polymérisées, elles regroupent la
cutine, la subérine et les lignanes. Enfin, dans cette famille des polyphénols se trouvent les stilbénes,
dont il est question dans ce travail de thése. Notons que les polyphénols regroupent également les dérivés
des acides benzoique et cinnamique, ainsi que des formes chalcones (Bruneton, 2009) (Vogt, 2010)
(Traité d’oenologie - Tome 2, 2017).

Wal
HO e} HO
Aurones

OH

Flavonoides OH O
OH
OH 0 OH O Isoflavonoides QH
OH
HsCO A HO O

e S~CoA o
Phénylpropénes . — Catéchines

HO (@) OH 3

HO

Proanthocyanidines

Lignanes, lignine
Polyamines acétylées

O~glucose

Cutine, subérine, / A \
sporopollénine / \

OH
HsCO o HO 0. _0
Phénylpropanoides m
i
HO =0 OH  H,CO Z

OCH;

Stilbénes Coumarines

Figure 6. Départ des voies de biosynthése des différentes classes de polyphénols a partir du 4-
coumaroyl CoA, leur précurseur commun (d’aprés Vogt, 2010, modifié).

1.2.2. Biosynthese du resvératrol et ses dérivés

Le 4-coumaroyl CoA obtenu & partir de la phénylalanine subit une réaction de condensation avec trois
unités de malonyl-CoA, aboutissant a la formation d’un tétrakétide intermédiaire (Soleas et al., 1997),
qui se transforme en resvératrol, unité de base des stilbénes, par 1’action de la stilbéne-synthase (Figure
7). Cette méme condensation est également nécessaire pour la biosynthese des flavonoides ; la stilbéne-
synthase est alors remplacée par la chalcone-synthase, impliquant une réaction de Claisen (Wiese et al.,
1994). Quant aux oligostilbénes, leur biosynthése repose en grande partie sur la dimérisation du

resvératrol en trans-e-viniférine, qui subira alors des réarrangements et des cyclisations, pour donner de
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nouveaux dimeres, déependamment des sites de protonation impliqués. Cette méme trans-e-viniférine
peut également subir une isomérisation suivie de couplages aboutissant aux tétraméres du resvératrol
(Shen et al., 2013).

A ce jour, le nombre de stilbénes identifiés est estimé a plus d’un millier de molécules, isolées dans
environ 24 familles botaniques différentes, entre autres les Acéracées, les Combrétacées, les Gnétacées,
les Légumineuses, les Moracées, les Polygonacées, les Rosacées et les Vitacées (Pawlus et al., 2012)
(Shen et al., 2013). Une grande partie de ces stilbénes a été répertoriée dans une base de données
disponible en ligne sous le nom de ISVV - Polyphenols Reference Database (https://mib-
polyphenol.eu). Dans le cadre de mes travaux de thése, j’ai participé a la construction de cette base de
données, effectuée par 1’équipe MIB. Elle recense actuellement 897 stilbénes, en présentant leurs
structures, leurs données spectrales et physico-chimiques, ainsi que les références bibliographiques

relatives aux travaux de recherche au cours desquels ils ont été identifiés.

S~CoA
HOMSWCOA CoAvS

HO
Co, HO

4-coumaroyl
CoA Tétrakétide
intermédiaire
S

tilbéne-synthase
Aldolisation

HO

Resvératrol

Figure 7. Biosynthése du resvératrol (d’aprés Shen et al., 2013, modifié).

La biosynthese des stilbénes est attestée chez la moitié des genres de la famille des Vitacées :
Ampelopsis, Cayratia, Cissus, Cyphostemma, Muscadinia, Parthenocissus, Rhoicissus et Vitis. Dans ce
dernier genre, Vitis vinifera L., la vigne cultivée, est de loin la plante la plus étudiée, pour son importance
alimentaire et économique notamment. Plus de 60 stilbénes y ont été identifiés & ce jour, dans ses

différents organes végétatifs et reproducteurs (Riviére et al., 2012).
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1.3. Role physiologique : les stilbenes, des phytoalexines

Cultivée sur tout le pourtour du bassin méditerranéen, dans la région du Caucase, en Europe centrale,
de I’Est et de I’Ouest, mais également dans le nouveau monde, la vigne fait clairement preuve d’une
grande adaptabilité vis-a-vis des différents types de climats et de sols auxquels elle est confrontée. Cette
remarquable adaptation passe hotamment par la capacité de la vigne a se défendre face a différents stress
environnementaux qui entraveraient son développement. Outre les aléas climatiques (sécheresse, gel...),
les contraintes pédologiques (salinité, acidité...), la vigne est sujette aux attaques d’agents pathogenes,
notamment fongiques, dont deux majeurs : Plasmopara viticola, agent du mildiou et parasite spécifique
de la vigne, et Botrytis cinerea, agent de la pourriture grise (Jaillard et al., 2015). Ces infections
déclenchent des voies de biosynthese de métabolites secondaires dont le rble est de lutter contre
I’infection pour assurer la continuité du cycle de vie de la plante et sa pérennité. L’étude des mécanismes
génétiques encadrant la biosynthese des stilbénes a montré d’ailleurs que 1’expression du géne codant
pour la stilbéne-synthase augmente significativement suite a une stimulation induite par une infection,
un traumatisme physique ou autres stress (Vannozzi et al., 2012). La premiere identification du
resvératrol s’est faite dans les hypocotyles infectés d’Arachis hypogaea (1’arachide) (Ingham, 1976), et
quelques mois plus tard dans les feuilles de vigne aux cotés de certaines viniférines (P. Langcake and
Pryce, 1977). Ces composés ont aussitot été liés au réle de phytoalexines au sein de la plante, autrement
dit des molécules de défense. En effet, les feuilles de vigne ayant servi a ce premier isolement de
stilbenes ont été soumises a différents stress biologiques et physiques. Le stress biologique était di a
une infection par B. cinerea. Le stress physique quant a lui consistait en une irradiation des feuilles aux

rayons UV.

Il est a noter que la symbiose entre la vigne et les champignons mycorhiziens arbusculaires se
développant au niveau des racines de la plante semble avoir un impact positif sur le déclenchement de
la biosynthese des stilbénes au niveau des feuilles en réponse a une infection par B. cinerea et P. viticola
(Bruisson et al., 2016). La synthése du resvératrol en réponse a I’infection par B. cinerea s’effectue
également au niveau des baies de raisin a partir du stade de véraison (Kelloniemi et al., 2015) et
s’amplifie jusqu’a maturité de la baie (Gatto et al., 2008), accompagnée d’une augmentation de la
synthese de lignine, dans le but de renforcer les parois cellulaires, et limiter ainsi la pénétration du
champignon. Bien qu’il soit omniprésent en réponse au stress, le resvératrol n’est pas le stilbéne le plus
puissant dans la lutte contre B. cinerea et P. viticola. En effet, au cours de 1’étude de la résistance de
plusieurs especes de vigne contre ces maladies, des corrélations ont été établies entre les concentrations
de I’e-viniférine et de I’a-viniférine produites et la résistance de la vigne (Langcake, 1981). L’étude des
spécimens de vignes issues de I’hybridation du Merzling (cépage allemand) et du Teroldego (cépage
italien) montre que la résistance accrue a P. viticola est positivement corrélée avec une augmentation de
la concentration en stilbénes (monomeéres et oligoméres) au niveau des feuilles (Malacarne et al., 2011).

Il en découle que les structures oligomériques sont plus favorables a la lutte antimicrobienne de la plante.
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2. Stilbénes dans la vigne : nature, répartition et applications en santé végétale

2.1. Contexte actuel

Le role de phytoalexines pour lequel les stilbénes sont principalement biosynthétisés par les plantes, en
I’occurrence la vigne, a été longtemps éclipsé par les effets bénéfiques des stilbénes pour la santé
humaine. Cependant, cette approche phytosanitaire trouve toute sa place dans le contexte actuel, marqué
par la nécessité de réduire 1’usage des produits phytopharmaceutiques, notamment au vignoble ; une
nécessité a la fois environnementale et sanitaire, émanant d’une volonté grandissante du consommateur,
ainsi que des politiques gouvernementales visant a protéger I’environnement, matérialisées entre autres
par le plan Ecophyto I1+ (www.ecophyto-pro.fr) (www.agriculture.gouv.fr). Ce plan faisant suite aux
plans Ecophyto I et II a pour objectif de réduire 1’'usage des produits phytopharmaceutiques de 50% d’ici
2025. L’échec du plan Ecophyto I, marqué par I’augmentation de 1’usage des pesticides d’environ 5%
par an entre 2009 et 2013, alors que I’objectif était de réduire leur usage de 50% entre 2008 et 2018
(www.inra.fr: Le plan Ecophyto 2025 pour réduire 1’usage des pesticides : les raisons d'espérer)
(Guichard et al., 2017), et la pression des aléas climatiques observés ces derniéres années, sont autant
de facteurs pressants pour la recherche d’alternatives aux pesticides. En outre, I’usage du cuivre, que ce
soit en agricultures conventionnelle ou biologique, est également remis en question, pour son effet
néfaste sur la macrofaune du sol (surtout les vers de terre), notamment a long terme, ainsi que pour son
effet toxique sur les plantes surtout en sol acide. Cette volonté de réduire 1’usage du cuivre est d’autant
plus problématique en agriculture biologique, ou il est le seul produit autorisé pour lutter contre le
mildiou (www.inra.fr: Rapport de I’expertise collective scientifique : Peut-on se passer du cuivre en

protection des cultures biologiques).

Ainsi, les stilbenes, de par leur réle de molécules de défense innées produites par la vigne, constituent
I’une des pistes alternatives de lutte contre les ravageurs, notamment fongiques. D’autres moyens sont
également en cours d’exploration. Il existe ainsi des méthodes physiques impliquant la lutte thermique
et les rayonnements ultra-violets (Fleurat-Lessard et al., 2000). Des méthodes d’induction de la
résistance de la vigne aux ravageurs et d’¢élicitation de ses molécules de défense sont également en cours
d’étude, comme 1’application du benzothiadiazole, de la thiamine (vitamine B1) ou d’extraits végétaux
riches en anthraquinones sur les feuilles de vigne (Godard et al., 2009) (Harm et al., 2011) (Boubakri et
al., 2013).

2.2. Nature et répartition des stilbenes chez la vigne

Les stilbénes de la vigne sont retrouvés dans tous les organes végétatifs : racines, ceps, sarments et
feuilles (Wang et al., 2010). Des variations de teneur et de degré d’oligomérisation sont observées

suivant I’organe considéré et les cépages ou méme les espéces du genre Vitis.
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2.2.1. Stilbénes dans les sarments

Dans les sarments de V. vinifera L., les stilbénes sont surtout retrouvés au niveau des vaisseaux
conducteurs, mais également dans la moelle et le cortex (Houillé et al., 2015b). Les principaux composés
identifiés a ce jour sont le resvératrol, le picéatannol (monomeres) (Figure 8), I’e-viniférine et
I’ampélopsine A (diméres) (Figure 8), le miyabénol C (trimére) (Figure 8), la vitisine B, ’hopéaphénol
et I’isohopéaphénol (tétraméres) (Figure 9) (Schnee et al., 2013) (Richard et al., 2016). Selon 1’étude
de Lambert et al. sur 16 différents cépages, la teneur moyenne en stilbénes des sarments de vigne atteint
4732 mg/kg de matiére séche (MS), avec un maximum de 8485 mg/kg MS pour le Pinot noir. Parmi ces
stilbénes, I’e-viniférine est la plus abondante pour la majeure partie des cépages étudiés, avec une teneur
moyenne de 2171 mg/kg MS (Lambert et al., 2013). Elle est suivie par le resvératrol, le picéatannol et
I’hopéaphénol. Cependant, pour certains cépages, la teneur en tétraméres peut étre supérieure a celle de
I’e-viniférine ou du resvératrol. Ainsi, contrairement aux sarments du Pinot noir ou les monomeres et
diméres sont majoritaires, notamment le resvératrol et 1’e-viniférine, ceux du Carignan et du Riesling
sont plus riches en hopéaphénol. Quant aux sarments du Gewurztraminer, ils sont plus riches en vitisine
B. Aussi, certains stilbénes minoritaires comme le miyabénol C ou la vitisine B peuvent étre absents des
sarments de certains cépages. Dans le cas du Merlot et du Cabernet Sauvignon, les deux cépages rouges
majoritaires du vignoble bordelais, les sarments contiennent surtout de 1’e-viniférine (2263 et 2379
mg/kg respectivement) et du resvératrol (1181 et 871 mg/kg respectivement), a I’instar du Pinot noir
(Lambert et al., 2013). La dominance de I’e-viniférine est également observée dans les sarments de
Cabernet Sauvignon et de Tannat, avec des teneurs de 126 mg/g de matiére séche, suivie par le
resvératrol présent a 61 mg/g de matiére séche. Dans ces cépages, le pallidol et la vitisine A sont dosés
dans les sarments, en plus des stilbénes cités plus t6t (Gabaston et al., 2017). Des résultats similaires
concernant la teneur totale en stilbénes des sarments de vigne ont été observés au Chili, allant de 6915
a 7857 mg/kg de matiére séche, chez le Pinot noir et le Gewurztraminer, respectivement. Cependant,
dans cette étude, le resvératrol domine 1’e-viniférine, avec une concentration de 5590 mg/kg de matiére

séche chez le Pinot noir (Vergara et al., 2012).

Le picéide et la o-viniférine (Figure 8) sont également biosynthétisés au niveau des sarments. Notons
gue ces teneurs moyennes peuvent augmenter ou diminuer selon les conditions environnementales dans
lesquelles évolue la vigne, étant donné que la biosynthése des stilbenes est augmentée par des stimuli
de stress (Guerrero et al., 2016). Ainsi, I’intensité et la fréquence des attaques des agents pathogenes ont
un impact significatif sur la nature des stilbénes produits et leur distribution au sein de I’organe. Au
niveau des sarments de vignes infectées par P. viticola, la concentration du resvératrol a tendance a
diminuer, au profit de 1’e-viniférine dont la concentration augmente, par rapport & un pied de vigne sain.
Cette accumulation serait le résultat d’une production locale au sein du sarment, mais également d’un
transport de stilbénes produits au niveau du site d’infection (Houillé et al., 2015b). Ce changement serait

un indice de I’impact de I’infection sur 1’orientation de la biosynthése des stilbénes au niveau des
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sarments, conduisant dans ce cas a I’oligomérisation du resvératrol en e-viniférine, sous 1’action des
peroxydases présentes dans les cellules. De plus, cette conversion viendrait conforter la corrélation
positive qui existe entre le degré d’oligomérisation des stilbénes et leurs activités antimicrobienne et
antifongique, évoquée précédemment ; la dimérisation du resvératrol en e-viniférine, plus active contre
P. viticola, est donc favorable a la défense de la plante contre le pathogéne. D’autres oligoméres voient

leur concentration augmenter également, notamment le miyabénol C et I’isohopéaphénol.

Quant a I’impact de I’infection sur la distribution des stilbénes dans I’organe infecté, 1’étude de Houillé
etal. (Houillé et al., 2015b) montre que dans un sarment infecté, les stilbénes ont tendance a s’accumuler
au niveau du cortex plutdt que dans la moelle. Cette répartition serait due a la position externe du cortex,
qui se trouve en contact direct avec les pathogenes. Notons qu’une fois taillés, les sarments peuvent voir
leur composition en stilbénes altérée, vu que la biosynthése des monomeres comme le resvératrol et le
picéatannol reste possible suite a I’induction de la stilbéne-synthase en réponse au stress généré par la
taille de ’organe, durant les premiéres semaines suivant la taille. Ainsi, au cours de la conservation des
sarments taillés, la concentration du resvératrol peut augmenter de 5 a 40 fois par rapport a la
concentration initiale observée au moment de la taille, sans pour autant augmenter la concentration des
oligomeres, dont la formation dépend des peroxydases (Gorena et al., 2014) (Houillé et al., 2015a).
L’augmentation du resvératrol et du picéide dans les sarments issus de la taille d’hiver peut étre
amplifiée par une segmentation supplémentaire des sarments, générant un nombre important de plaies
et conduisant par conséquent a une activation accrue de la stilbéne-synthase (Billet et al., 2018).
D’ailleurs, les sarments sont les organes végétatifs ayant la plus forte concentration en resvératrol (Wang
et al., 2010).

Concernant la composition en stilbeénes des sarments de vignes sauvages, il existe certaines différences
au niveau de la nature et de la concentration observées. Ainsi, parmi les especes étudiées, les sarments
de V. amurensis contiennent, en plus des stilbenes couramment observés chez V. vinifera, I’ampélopsine
E (Z/E), I’amurensine B et la Z-vitisine B. La teneur en resvératrol y est souvent supérieure a celle de V.
vinifera, avec une concentration allant jusqu’a 5,4 g/kg de matiére seéche. Dans les sarments de
Muscadinia rotundifolia, le resvératroloside et le 3,5,4’-trihydroxystilbéne-2-C-glucoside sont présents
en grande quantité. Quant aux sarments de V. riparia, ils contiennent la plus forte teneur en stilbénes
totaux, atteignant 19 g/kg de matiére seche, contre 6,9 g/kg pour V. vinifera var Cabernet Sauvignon.
D’ailleurs, comparée aux especes américaines, V. vinifera présente des teneurs de stilbenes plutét faibles
dans ses sarments. En tout cas, cette étude montre que les vignes sauvages sont une source naturelle

importante de stilbénes (Pawlus et al., 2013).
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Figure 8. Principaux monomeres, diméres et triméres présents dans la vigne.
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2.2.2. Stilbenes dans les ceps (charpente)

La charpente du pied de vigne est I’ensemble du bois pérenne, formé par le tronc et les bras porteurs des
sarments annuels. C’est la partie essentiellement composée par le greffon, qui représente le systéme
aérien de la vigne. En dessous du point de greffe, la partie visible du tronc appartient au porte-greffe.
L’¢tude de la composition en stilbénes de charpentes de Cabernet Sauvignon et Tannat greffées sur un
porte-greffe SO4, montre une richesse en e-viniférine, isohopéaphénol et vitisine B (Figures 8 et 9). Un
dimere et deux tétraméres représentent ainsi la majorité des stilbénes présents, avec des teneurs

similaires de 79 mg/g, 79 mg/g et 57 mg/g respectivement (Gabaston et al., 2017).

2.2.3. Stilbénes dans les racines

Les stilbénes présents dans les racines de vigne sont des molécules constitutives qui s’accumulent au
gré du développement de la plante, notamment dans les tissus lignifiés. L’étude des stilbénes présents
dans les racines de vigne concerne essentiellement les espéces et variétés utilisées comme porte-greffe,
étant donné que de nos jours, la quasi-totalité des vignobles a travers le monde sont constitués de cépages
de V. vinifera greffés sur des porte-greffes sélectionnés a partir d’hybridations entre les espéces de
vignes américaines et V. vinifera. Cette pratique s’est répandue puis fut imposée en Europe pour faire
face a la crise du phylloxéra, un puceron ravageur de la vigne et originaire du continent américain. En
effet, ce puceron, notamment sous sa forme radicole, s’attaque aux racines de V. vinifera et se nourrit
des flux de seves qui y circulent, affaiblissant 1’organe au point de causer sa dégénérescence et la mort
du pied de vigne. Son arrivée en Europe a la fin du XIX®™ siécle anéantit la majorité des vignobles,
étant donné que la vigne y était plantée franche de pied, c’est-a-dire multipliée et plantée directement
au sol par bouturage sans utiliser de porte-greffe. Pour pouvoir replanter le vignoble européen avec les
cépages traditionnels de V. vinifera, il fallait désormais avoir recours aux vignes sauvages américaines,
dont les racines sont naturellement résistantes au phylloxéra. Quatre espéces majeures ont servi pour
I’obtention des porte-greffes actuels, apres hybridation et sélection : Vitis berlandieri, Vitis labrusca,
Vitis riparia et Vitis rupestris (Blouin, 2007) (Jaillard et al., 2015). Cela dit, ces vignes ont conféré leurs
caractéres génétiques et leurs capacités d’adaptation aux porte-greffes qui en sont issus, notamment leur
capacité a biosynthétiser les stilbénes. Ces porte-greffes forment par conséquent aujourd’hui I’ensemble

du systéme racinaire des vignobles de I’ Ancien et du Nouveau Monde.

Une étude des racines du porte-greffe SO4 (issu du croisement de V. riparia et V. berlandieri) montre
une dominance des oligomeres du resvératrol (Figures 8 et 9): I’ampélopsine A (dimére) a 21 mg/g de
matiére seche, la vitisine B (r-viniférine, tétrameére), la vitisine A (r2-viniférine, tétramere) et
I’hopéaphénol (tétramére) a 128 mg/g, 21 mg/g et 18 mg/g de matiére seche respectivement (Gabaston
et al., 2017). Contrairement a la composition des stilbénes des sarments de V. vinifera, les monomeéres
sont faiblement présents au niveau des racines, ne formant que 12% du poids total des stilbenes extraits

(resvératrol et picéatannol). L’isohopéaphénol, le pallidol, le miyabénol C, I’e-viniférine et la -
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viniférine ont également été dosés au niveau des racines. Dans cette méme étude, la comparaison de la
nature des stilbénes majoritaires de la racine avec ceux de la charpente (tronc et coursons de la vigne)
et des sarments montre une diminution du degré d’oligomérisation des stilbénes majoritaires en allant
du systeme racinaire aux organes aériens. En effet, dans les sarments, les stilbénes majoritaires sont le
resvératrol, un monomere, et I’e-viniférine, un dimere ; quant & la charpente, formée dans ce cas par
des greffons de Cabernet franc et de Tannat (cépages V. vinifera), elle contient majoritairement un
dimére et deux tétraméres en quantités similaires : I’e-viniférine, 1’isohopéaphénol et la vitisine B
(Gabaston et al., 2017). L’évolution du degré d’oligomérisation et de la nature des composés
majoritaires sont & comparer avec celles observées chez d’autres porte-greffes et d’autres combinaisons
de porte-greffes/greffons, en vue de comprendre la cause de cette répartition. Il s’agit d’abord de savoir
si la richesse en 1’un ou I’autre des stilbénes est spécifique de 1’espéce, du cépage. Il s’agit également
d’explorer les causes de la biosynthése et de I’oligomérisation de ces stilbénes ainsi que le réle joué par

les stilbénes au niveau racinaire.

Figure 9. Principaux tétraméres présents dans la vigne.
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2.2.4. Stilbénes dans les feuilles

La stilbéne-synthase est exprimée au niveau des feuilles de la vigne, permettant ainsi la biosynthese de
stilbenes nécessaire a la protection de 1’organe foliaire, porte d’entrée principale des agents pathogenes
causant les maladies fongiques. Outre le stimulus généré par les agents pathogénes, la stilbéne-synthase
foliaire est activée par exposition aux rayonnements ultra-violets (UV). L’activité de I’enzyme a été
augmentée de 100 fois, avec un taux d’activité optimal atteint 15 heures aprés 1’irradiation, chez Cissus
antarctica, espece de la famille des Vitacées (Fritzemeier and Kindl, 1981). Comme évoqué
précédemment, les feuilles sont I'un des premiers organes de la vigne ou les stilbénes furent identifiés
et décrits comme phytoalexines produites en réponse a I’infection par B. cinerea. Face a I’infection par
P. viticola, les feuilles biosynthétisent plusieurs stilbénes : trois monomeéres, le resvératrol, le picéide et
le ptérostilbéne ; cing dimeres : I’e-viniférine, la Z/E-w-viniférine, la quadrangularine A et le pallidol ;
deux triméres: le miyabénol C et I’a-viniférine ainsi que deux tétraméres, I’ampélopsine H et
I’isohopéaphénol, pour une teneur moyenne de 28 mg/kg de feuilles fraiches (Mattivi et al., 2011)
(Vrhovsek et al., 2012).

2.3. Potentiel de lutte des stilbenes contre Plasmopara viticola et Botrytis cinerea

Plasmopara viticola et Botrytis cinerea sont deux agents pathogénes majeurs de la vigne, retrouvés dans
les différentes régions viticoles du monde, et pouvant attaquer la vigne et s’y développer lorsque des
conditions d’humidité et de chaleur précises sont réunies, occasionnant des dégats majeurs au niveau de
la santé du vignoble et du rendement des récoltes, avec des pertes économiques conséquentes

(www.ephytia.inra.fr). Cela dit, le choix d’intégrer spécifiquement P. viticola et B. cinerea dans ce

travail de thése revient non seulement a I’ampleur des dégats qu’ils occasionnent, mais également a leur
sensibilité aux stilbénes. En effet, P. viticola et B. cinerea seraient des cibles naturelles des stilbénes et
constituent un modé¢le d’agent pathogeéne idéal pour en évaluer 1’activité biologique. En effet, les
stilbenes de la vigne étant des phytoalexines dont la biosynthése est augmentée ou activée par des
attaques fongigques ou microbiennes ou autres stimuli externes, il est important d’évaluer leur pouvoir
antimicrobien et antifongique sous forme pure afin de repérer les composés les plus actifs et de mieux
comprendre leur mécanisme d’action. La validation de leur efficacité contre les agents pathogeénes de la
vigne permettrait d’évaluer leur efficacité en combinaison avec des pesticides chimiques contre certaines

souches fongiques résistantes, ou méme de remplacer certains pesticides.

2.3.1. Plasmopara viticola : cycle de vie et conséquences sur la vigne
Plasmopara viticola est un parasite spécifique de la vigne, originaire d’Amérique du Nord et répandu
dans une grande partie des vignobles & travers le monde. En France, il fut signalé pour la premiére fois
en Gironde vers la fin du XIXéme siécle. Le parasite s’attaque aux organes verts de la vigne et nécessite

des conditions de chaleur relative et d’humidité pour se développer (Dubos, 2002). Ainsi, les attaques
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de mildiou présentent souvent une recrudescence en cas de pluies survenant lors de la phase végeétative
de la vigne. En revanche, son développement est limité par la sécheresse et les températures élevées : la

germination des conidies est inhibée au-dela de 30°C (Blouin, 2007).

Son cycle annuel comprend une phase sexuée et une phase asexuée. La forme sexuée du parasite est
appelée oospore, et permet sa conservation durant I’hiver, dans les feuilles mortes au sol, en attendant
I’installation des conditions favorables a son développement. La phase asexuée débute a la germination
des oospores, qui ne peut se faire qu’au printemps, une fois que les rameaux de vigne ont commencé a
se développer, et a des conditions de température et d’humidité précises : la température doit &tre
supérieure ou égale a 12°C et s’accompagner de précipitations de 1I’ordre de 10 mm, étalées sur un a
deux jours. En effet, la pluie et la chaleur relative sont nécessaires pour amener les oospores a maturite,
condition nécessaire a leur germination. Une fois ces conditions réunies, les oospores germent en
émettant des filaments qui se terminent par des macroconidies, les poches qui contiennent les zoospores.
A leur tour, les zoospores, caractérisées par une mobilité que leur conférent les deux cils dont elles sont
pourvues, migrent et se déposent sur les organes verts de la vigne. Leur germination a ce niveau est
suivie par leur pénétration dans la feuille de vigne via les stomates, et nécessite la présence d’eau liquide
(feuilles humectées par 1’eau de pluie), d’ou le risque accru d’attaques de mildiou apreés la pluie (Blouin,

2007).

La pénétration des zoospores dans la feuille de vigne est suivie de deux phases : la contamination
primaire et la contamination secondaire. Au cours de la contamination primaire, la maladie est
asymptomatique : le parasite fait croitre son mycélium a I’intérieur de 1’organe, sans se manifester a
I’extérieur. Pour croitre, il exploite les substances nutritives des cellules végétales, qu’il puise par
I’intermédiaire des sugoirs présents au niveau des filaments du mycélium. Les premiers signes externes
de la présence de P. viticola dans 1’organe apparaissent vers la fin de cette phase, sous forme de taches
de couleur vert pale a la surface supérieure de I’organe (appelées taches d’huile). Ces taches sont suivies
de I’apparition de poussiére blanche, constituée de conidiophores et de conidies, poches contenant de
nouvelles zoospores. Ainsi, sept a quatorze jours se seront écoulés entre la germination des premiers
zoospores et I’apparition des taches de sporulation a la surface des organes infectés (Dubos, 2002). Si
les conditions de température et d’humidité nécessaires sont maintenues, les nouvelles zoospores
formées vont germer & leur tour, et seront ainsi responsables de la phase de contamination secondaire.
De cette fagon, plusieurs phases de contamination sont possibles au cours d’une méme saison, tant que
les conditions climatiques le permettent. A la fin de la saison végétative de la vigne, les oospores se
forment au niveau des feuilles agées infectées ; c’est 1a qu’elles passeront I’hiver avant leur germination

au printemps prochain (Dubos, 2002).

Concernant les dégats causés au vignoble : le mildiou est responsable du dessechement des feuilles allant

jusqu’a leur chute prématurée, entrainant de lourdes conséquences sur le rendement et la qualité de la
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récolte, suite a la perte de la capacité photosynthétique de la plante, et la diminution importante de la
production des sucres indispensables au développement et a la maturation de la baie, ainsi qu’au
développement des organes végétatifs. La diminution de la production des sucres par la plante
complique également la mise en réserve de nutriments pour I’hiver, affaiblissant la plante a long terme
et impactant la qualité et la quantité des récoltes des années suivantes. P. viticola peut également infecter
les inflorescences et compromettre la récolte a venir : les inflorescences finissent par se dessécher et
tomber. Le développement du parasite peut perdurer ou survenir tout au long du développement des
baies jusqu’a la fermeture de la grappe. A partir de la véraison, la perte de la fonctionnalité des stomates
de la baie empéche la pénétration des zoospores ; les baies non infectées aux stades plus précoces sont

alors épargnées (Blouin, 2007) (Gessler et al., 2011).

Divers moyens de lutte contre le mildiou sont connus et pratiqués par les viticulteurs : il s’agit de
I’adaptation des pratiques culturales et de ’emploi de produits chimiques. Ainsi, le viticulteur peut
adapter ses pratiques culturales pour prévenir 1’infection par P. viticola, en réduisant I’apport en engrais
azotés, étant donné que 1’azote favorise 1’exces de développement des organes végétatifs de la vigne et
crée ainsi plus de surface propice a I’infection. Il peut également éliminer les restes de taille qui
pourraient contenir des oospores (Blouin, 2007). L’obtention de cépages naturellement résistants par
croisements est également un moyen slir d’éviter les dégats dus au mildiou et a la pourriture grise. Il
existe déja des cépages résistants tels que le Regent, le Concord, le Frontenac (cépages rouges), et le
Seyval (cépage blanc) qui sont résistants a la fois a ces deux maladies, ainsi qu’a d’autres maladies
fongiques (Pedneault and Provost, 2016). La résistance de ces cépages est entre autres liée a leur bagage
génétique leur permettant d’assurer une synthése accrue de stilbénes, avec la mise en évidence de
I’implication directe du locus Rpv3-1 (Eisenmann et al., 2019). Ainsi, une étude des stilbenes produits
par le cépage résistant Bianca aprés inoculation des feuilles par P. viticola a montré 1’accumulation
d’oligoméres tels I’ampélopsine H, le vaticanol C, le pallidol et I’a-viniférine (Chitarrini et al., 2017).
Concernant les produits chimiques, il en existe plusieurs catégories : les produits de contact, comme les
imides cycliques et les phtalimides, qui ne sont pas absorbés par la plante, et agissent en préventif sur la
germination des zoospores ; les produits systémiques comme les benzimidazoles, qui vont pénétrer dans
la plante et étre véhiculés par la séve, atteignant différents organes infectés, en vue d’agir sur le
mycélium de P. viticola, et d’exercer ainsi un effet curatif; et les produits pénétrants comme le
pyriméthanil, qui pénetrent dans la feuille sans pour autant subir des transports dans les flux de séve, et
présentent a la fois des effets curatifs et préventifs (Dubos, 2002). Citons également la bouillie
bordelaise, autorisée pour le traitement du mildiou en agriculture biologique, et qui est composée d’un
mélange d’eau, de sulfate de cuivre et de chaux, et agit en préventif en tant que produit de contact. Aux
cbtés du cuivre, des produits moins efficaces existent, comme certains extraits veégétaux, ou des huiles
essentielles, utilisés en agriculture biologique (Andrivon and Savini, 2018). Dans tous les cas, 1’idéal

serait d’empécher la germination des zoospores et de prévenir la survenue de I’infection. Enfin, 1’usage
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de produits éliciteurs, c’est-a-dire des stimulateurs de défense naturelles de la plante, est également
envisagé pour accroitre la résistance de la vigne face a P. viticola et optimiser ses mécanismes de
défense. Ainsi, I’'usage des oligogalacturonides chez la vigne induit la synthése de stilbénes tels le

resvératrol et le picéide en activant la stilbéne-synthase (Krzyzaniak et al., 2018).

2.3.2. Stilbenes contre Plasmopara viticola

2.3.2.1. Effet des sarments et des racines de vigne

Un extrait de sarments de vigne contient surtout des monomeres et des diméres, le resvératrol et 1’e-
viniférine étant les deux stilbénes majoritaires (Biais et al., 2017) (Rodriguez-Cabo et al., 2018).
L’action préventive de I’extrait de sarments contre 1’infection par Plasmopara viticola est attestée a la
fois in vitro et in vivo, bien que dans cette derniére condition, les résultats soient moins probants (Pezet
etal., 2004) (Schnee et al., 2013) (Chalal et al., 2014) (Richard et al., 2016). La fréquence d’attaque par
P. viticola est ainsi réduite de 69% in vitro, et de 39% in vivo au vignoble, pour une concentration de 5
g/L de I’extrait (Richard et al., 2016). D’aprés cette étude, ’extrait de sarments aurait un pouvoir
inhibiteur sur la libération des zoospores a partir des sporanges de P. viticola, et sur la germination des
zoospores, mais a des concentrations de 1’ordre de 100 mg/L (Richard et al., 2016). Une étude in vitro
de I’inhibition du développement mycélien de P. viticola sur des feuilles de Cabernet Sauvignon par
I’extrait de sarment lui attribue une activité inhibitrice médiane (Clso) de 210 mg/L (Gabaston et al.,
2017). En comparaison, les extraits de charpente et de racines, plus riches en tétraméres, sont environ
deux a quatre fois plus actifs, avec des Clso de 120 et 60 mg/L, respectivement (Gabaston et al., 2017).
Dans cette étude, il est montré que 1’augmentation progressive de 1’activité inhibitrice est positivement
corrélée avec I’augmentation du degré d’oligomérisation des stilbénes majoritaires de 1’extrait. Ainsi,
I’efficacité de I’extrait de racines serait due a sa richesse en tétrameres de resvératrol. D’ailleurs, cette
hypothése est étayée par 1’évaluation de I’activité des tétraméres constitutifs de I’extrait de sarment apres
purification et isolement ; ainsi, la vitisine B est la plus active, suivie par I’hopéaphénol, la vitisine A et

I’isohopéaphénol, avec des Clsode 10, 16, 18 et 40 mg/L, respectivement (Gabaston et al., 2017).
2.3.2.2. Mécanismes d’action
Inhibition de la mobilité des zoospores

En inhibant la mobilité des zoospores, les stilbenes peuvent empécher le parasite de pénétrer les feuilles
de vigne et de les infecter. Pour cette activité inhibitrice étudiée in vitro, le resvératrol présente la Clso
la plus élevée parmi les stilbenes étudiés, et semble donc étre le moins actif (Pezet et al., 2004). Cette
Clso est de 192 uM, soit environ 7 fois plus que le ptérostilbéne (28 uM), ou encore 13 fois plus que la
d-viniférine (14 uM). Notons que cette inhibition de la mobilité ne peut étre le premier mécanisme

d’action des stilbeénes, vu que leur biosynthése est activée en réponse a I’infection. Cependant, cette
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activité pourrait intervenir lors d’infections récidivantes, vu que les stilbénes seront déja accumulés dans

la feuille de vigne en réponse a la premiére infection.

Le 11,13-diméthoxyisopallidol et la 11,13-diméthoxy-trans-5-viniférine, obtenus par I’action du
sécrétome enzymatique de B. cinerea sur le resvératrol et le ptérostilbéne, exercent également un effet
inhibiteur sur la mobilité des zoospores de P. viticola & une concentration de 10 pM. L’examen des
zoospores exposées a ces deux diméres a montré des altérations de la membrane cellulaire ainsi que des
perturbations au niveau des parois de certains organites comme les mitochondries et les ribosomes.
Néanmoins, ces deux nouveaux diméres restent moins puissants que le ptérostilbene, monomere dont
ils sont issus (Gindro et al., 2017). L’étude de leur effet contre B. cinerea devrait aider & mieux
comprendre I'intérét de ce métabolisme présent chez le champignon et permettant de générer des

stilbenes qui lui sont potentiellement toxiques.

Inhibition de la sporulation

La capacité des stilbénes a inhiber la sporulation de P. viticola au niveau des feuilles de vigne infectées
in vitro se rapproche étroitement de I’inhibition de la mobilité des zoospores. Le resvératrol se trouve
parmi les moins actifs (Clsode 110 mg/L soit 484 uM) (Gabaston et al., 2017), alors que le ptérostilbene
et la §-viniférine font preuve d’une grande efficacité, avec des Clsode 12 pM et 14 uM, respectivement.
Dr’ailleurs, I’'importante accumulation de ces stilbénes dans les feuilles de vignes Solaris, cépage
résistant au mildiou, conforte 1’hypothése de leur participation active a la lutte contre le développement
myceélien de P. viticola et permet de les considérer comme 1’un des facteurs de résistance de ce cépage
(Pezet et al., 2004). En effet, le dosage des stilbénes dans les feuilles de vigne Solaris, 96 heures aprés
inoculation de zoospores, révele des concentrations jusqu’a dix fois supérieures de resvératrol par
rapport a celles présentes dans les feuilles de Chasselas (cépage sensible au mildiou) soumises aux
mémes conditions. Les concentrations d’e-viniférine et de &-viniférine sont également en nette
augmentation dans les feuilles de Solaris, jusqu’a 6,5 fois et 4 fois par rapport a celles des feuilles de
Chasselas (Pezet et al., 2004). Cette corrélation positive entre la résistance de certains cépages et
I’augmentation de la production de stilbénes dans les feuilles a été préalablement observée dans les
travaux de Dercks et Creasy. Ainsi, le cépage Castor accumule cing fois plus de resvératrol dans ses
feuilles que le Riesling, aprés inoculation par les zoospores de P. viticola, tout en maintenant élevée la
concentration du resvératrol tout au long de I’infection, alors qu’elle diminue progressivement chez le

Riesling (Dercks and Creasy, 1989).
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2.3.3. Botrytis cinerea : cycle de vie et conséquences sur la vigne

Botrytis cinerea est un champignon polyphage, c’est-a-dire pouvant s’attaquer a un large éventail
d’espéeces Végétales, responsable d’une maladie majeure de la vigne, la pourriture grise. A I’instar de P.
viticola, il se développe dans des conditions humides, s’attaquant aux jeunes organes verts de la vigne
au printemps, et aux baies de raisin lors de la phase de maturation. Le champignon se manifeste au
vignoble essentiellement sous sa forme asexuée, constituée d’un mycélium cloisonné ressemblant a un

ruban. Le mycélium porte des conidiophores se terminant par des conidies unicellulaires (Dubos, 2002).

Pour assurer sa conservation durant 1’hiver, il prend la forme de sclérotes installés au niveau des
sarments, mais il peut également résister sous forme de mycélium dans les anfractuosités de 1’écorce.
Au printemps, ces sclérotes vont produire des conidiophores, libérant a leur tour des conidies. Ces
derniéres sont alors disséminées par le vent et la pluie, atteignant les organes cibles de la vigne. Cette
dissémination est maximale au moment des vendanges, la ou le risque d’attaques de B. cinerea est le
plus élevé. Les conidies nécessitent des conditions humides pour germer, que ce soit de 1’eau sous forme
liquide ou grace a I’humidité ¢élevée de I’air. Elles sont moins exigeantes que les oospores de P. viticola
en termes de température et peuvent germer a des températures variant entre 1 et 30°C, bien que la
température optimale se situe aux alentours de 18°C (Dubos, 2002). A la germination, le champignon
pénétre alors dans la baie en utilisant son tube germinatif, via des microblessures présentes au niveau de
la pellicule, ou plus souvent via les stomates. Cependant, 1’essentiel de la contamination des baies
semble causé par le mycélium du champignon préalablement développé sur des débris végétaux proches
des baies. Dans tous les cas, le mycélium finit par produire des conidiophores se terminant par des
conidies, de couleur blanche virant au grisatre, typiques de la pourriture grise. Ces conidies vont étre
responsables de nouvelles contaminations successives, jusqu’a I’arrét du cycle végétatif et la formation

des sclérotes pour passer I’hiver (Blouin, 2007).

Le champignon s’attaque aux rameaux, feuilles, inflorescences, ainsi qu’au rachis de la grappe et les
pédicelles des baies, causant le flétrissement de 1’ensemble de la grappe. Contrairement a ce qui est
observé dans le cas de P. viticola, les baies vertes sont rarement réceptives a B. cinerea, ce sont plutot
les baies arrivant a maturité, a partir du stade de véraison, qui peuvent étre infectées. En effet, les sucres
qui commencent a s’accumuler dans ces baies constituent la base de ’apport nutritif de B. cinerea. Les
baies attaquées vont alors présenter une coloration brune précédant leur dessechement par fracturation
de la pellicule, et leur détachement de la grappe. Notons qu’il suffit d’une seule baie infectée pour que
le champignon envahisse et colonise le reste de la grappe, de proche en proche. Les dégats les plus
importants sont causés par I’infection des baies de la véraison a la récolte, et peuvent compromettre une
vendange entiére. De plus, le métabolisme du champignon au sein de la baie conduit a la formation de
composés d’altération qui finissent par se retrouver dans le vin, ou a la dégradation de certains ardbmes
présents dans la baie (Dubos, 2002). Par conséquent, les caractéristiques organoleptiques des vins qui

en découlent seront perturbées. Cependant, dans certains vignobles, la colonisation des baies par B.
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cinerea est une condition essenticlle a 1’élaboration de certains vins liquoreux, notamment dans le
vignoble de Sauternes en Gironde. L’action desséchante du champignon sur la baie permet de concentrer
les sucres et de produire certains ardmes indispensables a la typicité de ces vins ; il est alors question de

pourriture « noble » et non plus de pourriture grise.

Les moyens de lutte passent d’abord par 1’adaptation des pratiques culturales, en évitant I’entassement
des feuilles et en favorisant I’aération du pied de vigne. Le viticulteur peut également détruire les sources
d’inoculum, notamment les débris de bois. Comme évoqué précédemment, 1’emploi de cépages
résistants est également un moyen d’éviter les problémes dus aux maladies fongiques. Quant a la lutte
chimique, plusieurs familles de pesticides sont utilisées : les benzimidazoles, les anilino-pyridines, et
les anilides, qui agissent par divers mécanismes, notamment par la perturbation de I’activité cellulaire
et I’inhibition de la biosynthése des stérols indispensables a la constitution du champignon. Il n’existe
pas de traitement efficace contre B. cinerea en agriculture biologique a 1’heure actuelle (Dubos, 2002).
Concernant les moyens de lutte biologique, I’'usage combiné d’agents de contréle biologique comme
Bacillus subtilis (produisant des enzymes lytiques et des composés antimicrobiens) et d’antifongiques
chimiques permettrait de réduire la fréquence d’utilisation et la dose de ces derniers tout en assurant une

protection efficace du vignoble contre B. cinerea (Rotolo et al., 2018).

2.3.4. Stilbenes contre Botrytis cinerea : inhibition du développement mycélien

Le resvératrol est I’'un des premiers stilbénes a avoir été étudiés pour leurs propriétés antimicrobiennes
contre P. viticola et B. cinerea. Ainsi, son activité contre B. cinerea a été évaluée a plusieurs niveaux,
par D’inhibition de la germination des conidies qui atteint 50% in vitro, et par ’inhibition du
développement mycélien in vitro également, a des concentrations comprises entre 60 et 140 pg/mL
(Adrian et al., 1997). Observées de plus prés, les cellules de B. cinerea présentent des modifications
anatomiques comme les granulations cytoplasmiques et la formation de tubes germinatifs secondaires
et tertiaires au niveau de la conidie, qui seraient une tentative de survie et de contournement de
I’inhibition exercée par le resvératrol (Adrian et al., 1997). Certains dérivés hydroxymethylés du
resvératrol présentent également une activité inhibitrice importante du développement mycélien de B.
cinerea, avec des Clso de 28 a 55 pM, soit une activité proche de celle du ptérostilbéne, qui présente une
Clsode 52 uM (Chalal et al., 2014).

De plus, I’effet de synergie potentielle entre le resvératrol et le pyriméthanil, un fongicide de synthése,
contre B. cinerea, a également été évalué in vitro et in vivo. La combinaison des deux composés in vitro
diminue la concentration inhibitrice minimale du pyriméthanil d’environ seize fois par rapport a celle
observée lors de I’application du pyriméthanil seul aux mémes concentrations, contre des souches
modeérément a fortement résistantes au pyriméthanil, pour lesquelles la Clso du pyriméthanil est de 88
mg/L. Pour les essais in vivo sur les grappes de raisin au vignoble, la combinaison du resvératrol et du

pyriméthanil ne diminue pas I’incidence de la maladie, mais permet la réduction significative de la taille
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des lésions observées sur les baies de raisin (Xu et al., 2018). Ces données montrent le rdle important
que pourraient jouer les stilbénes dans la réduction de 1’usage des pesticides, avant méme d’envisager

leur utilisation comme alternative.

Notons que B. cinerea est également capable de biosynthétiser certains dimeres du resvératrol selon le
couplage 8 — 8’ comme le pallidol, en utilisant le resvératrol produit par la plante hote. Cette biosynthése
est catalysée par la laccase fongique produite par le micro-organisme et serait un moyen de défense
contre le resvératrol, en produisant des dimeres avec une activité antifongique réduite (Cichewicz et al.,
2000). B. cinerea effectue également la biosynthése de la &-viniférine (Breuil et al., 1999), selon le
couplage 3—8’, plus rare. Cependant, I’hypothése d’une détoxification du resvératrol est moins probable
dans ce cas, la 3-viniférine étant un antimicrobien tres puissant, du moins contre P. viticola (Pezet et
al., 2003).

Enfin, il a été montré qu’un extrait méthanolique de sarments de Pinot noir peut inhiber le
développement mycélien de B. cinerea a une concentration de 5 mg/L. L’e-viniférine présente dans cet
extrait inhibe le développement mycélien a une concentration de 5 mM (Schnee et al., 2013). Cependant,
les activités observées contre B. cinerea sont généralement plus faibles que contre P. Viticola (Gabaston
et al., 2017). Plus récemment, un extrait de sarments de Pinot noir riche en resvératrol (23 mg/mL),
picéatannol (4,5 mg/mL) et e-viniférine (5,2 mg/mL) a permis de réduire d’environ 48% les 1ésions
causées par B. cinerea sur les feuilles de vigne, par application préventive sur les plantes. L’extrait a été

préparé de facon a présenter une concentration de 100 pg/mL en resvératrol (De Bona et al., 2019).

2.3.5. Relation Structure-Activité

La compréhension du mécanisme d’action antimicrobien des stilbénes est un élément clé pour tout
développement industriel potentiel. Les études de relation structure-activité restent peu concluantes mais
parviennent a déceler certaines corrélations. Ainsi, au niveau des monomeres, le ptérostilbéne,
présentant 2 groupements méthoxyles, est considéré comme étant le monomere antimicrobien le plus
puissant. Ces substitutions par des groupements hydroxyles et méthoxyles se montrent avantageuses
dans plusieurs cas, mais les niveaux d’activité dépendent de 1’agent pathogéne. Ainsi, certains
monomeéres substitués seront plus efficaces contre P. viticola, d’autres contre B. cinerea. Ces différences
ne permettent pas toutefois d’identifier clairement la relation structure-activité de ces différents

monomeres a 1’heure actuelle (Chalal et al., 2014).

D’autre part, il est clair que le degré d’oligomérisation a un impact décisif sur I’efficacité des stilbénes.
Les différentes études menées contre différents agents pathogénes montrent une corrélation positive
entre le degré d’oligomérisation des stilbenes et leur efficacité contre les agents pathogénes. En effet,
certains dimeres comme la 3-viniférine et des tétrameres comme la vitisine B présentent les Cls les plus
basses dans plusieurs cas (Pezet et al., 2004) (Gabaston et al., 2017). Comme évoqué précédemment,

I’extrait de racines de vigne, dont les stilbénes majoritaires sont des tétrameres, est le plus actif contre
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P. viticola, comparé aux extraits de sarments et de ceps (Gabaston et al., 2017). Les tétrameéres qui le
composent possedent également les Clso les plus basses par rapport aux autres stilbénes a structures
inférieures. Aussi, les tétraméres du resvératrol semblent également plus efficaces contre Diplodia
seriata et Neofusicoccum parvum, deux champignons impliqués dans les maladies du bois de la vigne
(Lambert et al., 2012). Un extrait enrichi en stilbénes de racines a été utilisé pour lutter contre
Leptinotarsa decemlineata, un coléoptére phytophage et ravageur des plantes de la famille des
Solanacées, notamment la pomme de terre. L’extrait de racines de vigne, surtout les vitisines A et B,
inhibent le développement de la larve, réduisent sa capacité d’alimentation et causent la mortalité de
I’insecte en champ. D’autre part, 1’étude de la macrofaune du sol aprés contact avec I’extrait de racines
montre I’absence de toxicité des stilbénes envers ces organismes, notamment envers Eisenia fetida (vers
de terre), espece précieuse pour le maintien de la fertilité des sols agricoles (Gabaston et al., 2018). Ces
résultats sont d’une grande importance étant donné que toute utilisation des stilbénes en combinaison
avec les pesticides chimiques ou en tant que traitement a part entiére doit s’accompagner d’une étude de

leur toxicité et de leur impact environnemental.

3. Lesstilbenes dans le vin et applications en santé humaine

3.1. Présence des stilbénes dans le vin
3.1.1. Origine

Le vin est une source importante de polyphénols a propriétés antioxydantes. La majeure partie de ces
polyphénols provient de la baie de raisins, particulierement de la pellicule et des pépins (Gerés et al.,
2012). L’¢levage du vin en barriques de bois de chéne permettra I’extraction et I’enrichissement du vin
en polyphénols supplémentaires. Enfin, quelques polyphénols sont le produit de I’activité bactérienne
qui se développe dans le vin, comme le tyrosol et le 4-éthylphénol (Packer, 2001). Les polyphénols étant
des métabolites secondaires, leur teneur dans les baies de raisin est sujette a des variations selon le
cépage et le climat considérés, puisqu’elle est le résultat du bagage génétique du cépage, mais également
des conditions environnementales a court et a long terme sous lesquelles évolue la plante. Cette variation
peut méme s’apprécier au sein des baies d’un méme vignoble ou les attaques d’agents pathogénes
sévissent dans un rang de vignes et épargnent un autre, par exemple. Dans le vin, la teneur en
polyphénols va non seulement dépendre du cépage utilisé, mais également des techniques de vinification
mises en ceuvre. Ainsi, les vins blancs étant pour la plupart issus d’un pressurage rapide du raisin sans
contact prolongé avec les parties solides (pellicule et pépins), leur teneur en polyphénols sera inférieure
a celle des vins rouges, issus d’une macération prolongée du mofit avec les pellicules et les pépins,
s’accompagnant d’une extraction des polyphénols par 1’éthanol formé lors de la fermentation. Aussi, la

filtration et le collage des vins sont un moyen de réguler la teneur des polyphénols (Waterhouse, 2002).
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Parmi les polyphénols retrouvés dans le vin, les stilbénes ne constituent qu’une petite partie en termes
de quantité, avec de plus fortes concentrations dans les vins rouges. Les stilbénes présents dans la baie
de raisin se concentrent dans la pellicule et sont totalement absents des pépins (Fornara et al., 2008). lls
sont extraits au cours de la fermentation alcoolique. Cette extraction est impossible dans les vins blancs,
dont le moQt fermente apres pressurage sans étre en contact avec la pellicule, et dont la quantité de
stilbénes provient essentiellement de 1’extraction mécanique au moment du pressurage. Ainsi, dans un
vin rouge élaboré dans des conditions de macération pelliculaire, la concentration en resveératrol est 13
fois plus élevée que dans un vin élaboré a partir d’un moft issu de pressurage direct. De méme, 1’essai
de macération sur vin blanc montre une augmentation de la concentration des stilbénes d’environ 10
fois par rapport a un vin blanc vinifié aprés pressurage direct des baies de raisin (Jeandet et al., 1995).
Aussi, I’emploi de la thermovinification, qui consiste a chauffer le moat rouge pour une durée limitée
dans le but d’extraire des anthocyanes et autres polyphénols responsables de la couleur et de la texture
du vin, contribue a I’augmentation de la teneur en stilbénes également. En effet, lors d’une étude
comparative de 1’extraction des polyphénols dans plusieurs vins, la thermovinification durant une heure
a 60°C a généré une augmentation considérable de la concentration en resvératrol et picéide dans le vin
(Burns et al., 2001). Aprés une thermovinification, la concentration en picéide dans le vin passe de 35 a
74 uM, pouvant atteindre 112 pM avant méme le début de la fermentation et 1’extraction par 1’éthanol

des stilbénes de la pellicule.

L’étude des pellicules de raisins de plusieurs cépages francais et espagnols révele des concentrations
totales de monoméres (resvératrol et picéide) allant de 22 a 1026 ug/g de pellicule séche, la
concentration maximale étant observée dans les baies de Merlot, avec une nette dominance pour le
picéide, qui n’est autre que le resvératrol glucoside (glycosylé en position 3), qui atteint a lui seul une
concentration de 988 pg/g de pellicule séche (isoméres Z/E combinés) (Romero-Pérez et al., 2001). Le
Z-picéide est naturellement présent dans les baies de raisin, méme si la majeure partie du picéide retrouvé
dans les baies est sous forme E-picéide, avec une concentration pouvant étre quarante fois plus élevée
(Adrian et al., 2000). Dans des baies de raisin rouge (Cabernet Sauvignon et Merlot) produites au Chili,
le E-picéide était le monomere dominant par rapport au resvératrol avec des teneurs allant de 1,524 7,3
pg/g de matiere fraiche (Burns et al., 2002). C’est le cas pour la grande majorité des cépages et cette
dominance est a nouveau observée dans le vin, mais le ratio picéide/resvératrol évolue significativement

au cours du temps et selon les étapes d’élaboration du vin (Mattivi et al., 1995).

Enfin, notons que les stilbénes peuvent étre produits dans la baie de raisin par élicitation apres irradiation
aux rayons ultraviolets C (UV-C) (Peter Langcake and Pryce, 1977). C’est notamment le cas du
resvératrol, dont la concentration initiale dans la pellicule fraiche d’une baie saine de Chardonnay atteint
environ 7 pg/g de pellicule fraiche. Suite a I’irradiation aux UV-C, cette concentration augmente

considérablement pour atteindre 37 ug/g de pellicule fraiche au bout de 24 heures, et 123 ug/g de
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pellicule fraiche au bout de 48 heures (Adrian et al., 2000). Cette méme étude montre d’ailleurs que
I’augmentation de la concentration du resvératrol par élicitation aux UV-C est moins marquée dans les
baies infectées par B. cinerea. Deux hypothéses ont été soulevées : soit le métabolisme du resvératrol
par B. cinerea, évoqué précédemment, qui atténuerait 1I’augmentation du resvératrol, soit I’incapacité
des rayons UV-C a stimuler davantage la production du resvératrol, déja activée par I’attaque fongique
dans ce cas (Adrian et al., 2000). L’élicitation par les UV-C est également possible aprés récolte des
grappes. Le resvératrol peut alors atteindre une concentration quatre fois supérieure a celle mesurée au
moment de la récolte (Cantos et al., 2002). Cette biosynthese suivant la séparation de 1’organe
reproducteur de la plante rappelle celle observée dans les sarments de vigne issus de la taille d’hiver.
Cette augmentation induite par I’homme de la concentration des monomeres dans la baie de raisin est
conséquemment observée dans le vin. Ainsi, les vins rouges issus de raisins irradiés a aux UV-C sont
1,5 et 2 fois plus riches en picéatannol et resvératrol, respectivement (Cantos et al., 2003). De la méme
facon, le passerillage des baies de raisins y induit une augmentation de 1’expression de la stilbéne-
synthase et par consequent une augmentation de la concentration du resveératrol. En effet, le passerillage
est une technique de vinification traditionnelle répandue dans certaines régions de France (Alsace,
Corréeze, Corse), mais également en Espagne, Italie, Gréce, Chypre et autres pays de Méditerranée
orientale, qui consiste en un séchage prolongé des grappes de raisins (deux a trois mois) au soleil ou a
I’ombre avant de les presser et de vinifier le moQt. Le flétrissement des baies et leur déshydratation
partielle seraient un stimulus environnemental activant les mécanismes de défense de la baie (Versari et
al., 2001).

3.1.2. Composition et teneur dans le vin

Les teneurs en stilbénes dans le vin sont trés variables. Selon les travaux de Waterhouse et al. (2002),
dans un vin rouge jeune (4gé de moins de 6 mois, non élevé en barrique), la teneur moyenne en
polyphénols totaux est de 1732,5 mg/L, et celle des stilbénes atteint 7 mg/L. Dans un vin rouge élevé 2
ans en barrique, la teneur en polyphénols totaux atteint 1742 mg/L, avec une teneur en stilbénes
stabilisée & 7 mg/L. L’étude de 18 vins rouges espagnols montre la présence du picéide (isomeres Z/E)
et du resvératrol (isomeres Z/E), avec une nette dominance des isoméres E. Dans ces vins, les stilbénes
sont présents a des concentrations assez faibles, avec une teneur moyenne en stilbénes totaux de 5,65
mg/L et un maximum de 13,78 mg/L pour un vin issu de cépage Merlot. Le E-picéide est le plus présent
avec des concentrations maximales dans le vin rouge pouvant atteindre 4 mg/L (Lamuela-Raventos et
al., 1995) (Romero-Pérez et al., 1999). Dans les vins blancs, les teneurs en ces quatre monomeres sont
plus faibles, allant de 0,05 & 1,8 mg/L (Romero-Pérez et al., 1996). Dans le cas de 120 vins rouges et
blancs portugais étudiés, des quantités bien plus élevées sont observées : la teneur en stilbénes totaux
varie entre 0,6 et 73 mg/L pour les vins rouges, avec une moyenne d’environ 18 mg/L. Pour les vins
blancs, les teneurs sont plus faibles, allant de 0,6 a 23,5 mg/L, avec une moyenne de 11 mg/L. Dans ces

vins portugais, 5 stilbénes ont été identifiés : Z/E-resvératrol, Z/E-picéide et E-astringine, isolée pour la
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premiére fois dans le vin (issu du cépage Syrah notamment). Comme pour I’étude précédente, le stilbéne
dominant est E-picéide, pouvant atteindre une concentration de 50 mg/L dans 1’un des vins rouges
(Ribeiro de Lima et al., 1999). Ces concentrations rejoignent celles observées dans les vins rouges
élaborés au sud du Brésil a partir de cépages internationaux comme le Merlot, le Cabernet Sauvignon,
le Cabernet Franc et le Tannat (Vitrac et al., 2005). Dans cette étude, six stilbénes ont été identifiés : le
resvératrol (isomeres Z/E), le picéide, I’astringine, 1’e-viniférine et la 3-viniférine, détectée et quantifiée
pour la premiere fois dans le vin. Selon cette étude, la teneur en stilbénes totaux est extrémement variable
d’un vin et d’un cépage a I’autre, et peut varier entre 2,5 et 87,5 mg/L. Parmi les vins inclus dans cette
étude, ceux élaborés a partir de raisins de Merlot sont les plus concentrés en stilbenes. Cette variabilité
se refléte également sur la concentration des différents stilbeénes présents qui change considérablement
d’un vin a I’autre. Cependant, les stilbénes dominants sont les monomeéres, notamment le picéide et le
resvératrol. Ceci dit, les vins brésiliens étudiés se distinguent par la forte teneur en 8-viniférine et en Z-
resvératrol (10 et 15 mg/L en moyenne dans les vins de Merlot, respectivement) alors que le E-
resvératrol présente une concentration moyenne de 2 mg/L. Une étude de 1’extraction du resvératrol et
du picéide lors de la fermentation montre que le picéide est extrait des les premiers jours de macération,
alors que I’extraction du resvératrol augmente au fur et a mesure de la production d’éthanol (Mattivi et
al., 1995). Un tétrameére, I’hopéaphénol, a été identifié dans des vins rouges de Merlot provenant
d’Afrique du Nord, a des concentrations allant de 0,3 & 3,8 mg/L (Guebailia et al., 2006). Plus
récemment, une étude sur la composition en stilbénes des vins rouges (Pinot noir, Merlot, Cabernet
Sauvignon) de la vallée d’Okanagan au Canada révele la présence de 41 stilbénes différents, par analyse
MS/MS et ESI-QTOF (Tableau 1). Aux stilbénes majoritairement présents cités précédemment
s’ajoutent des homodiméres et des hétérodiméres du piceéatannol et du resvératrol, dont la
parthénocissine A, la quadrangularine A, ’ampélopsine D, les Z/E-scirpusine A, I’ampélopsine C et
I’isohopéaphénol, ainsi que douze composés qui n’ont pas pu étre identifiés (Moss et al., 2013). Enfin,
une étude récente, sur des vins originaires d’Espagne, a dosé les principaux stilbénes des sarments de
vigne dans les vins (Guerrero et al., 2020). Cette étude réalisée sur des vins rouges et blancs a confirmé
gue le picéide est le principal stilbéne des vins (6,9 et 0,2 mg/L en moyenne dans les vins rouges et
blancs, respectivement). De plus, des quantités relativement importantes d’oligomeéres ont été observées,

comme pour 1’hopéaphénol (1.6 mg/L en moyenne dans les vins rouges).
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Degreé Composes identifiés NI
d’oligomérisation
Monomeéres cis-resvératrol ; trans-resvératrol ; trans-picéatannol ; cis-picéide ; trans- 0

picéide ; trans-astringine

Dimeres pallidol ; parthénocissine A ; quadrangularine A ; ampélopsine D ; cis-e- 5
viniférine ; trans-e-viniférine, cis-o-viniférine ; trans-m-viniférine ; cis-
5-viniférine ; trans-8-viniférine ; cis-scirpusine A ; trans-scirpusine A ;
rétrisol A/B ; scirpusine B ; parthénostilbénine A ; parthénostilbénine B ;

e-viniférine glucoside
Trimeres ampélopsine C ; cis-miyabénol C ; trans-miyabénol C 5

Tétrameéres hopéaphénol; isohopéaphénol 2

Tableau 1. Stilbénes détectés et identifiés dans le vin rouge. D’aprés Moss et al., 2013, modifié.
NI : nombre de composés non identifiés
La teneur en stilbénes des vins dépend donc non seulement des cépages, des régions ou des techniques
de vinification, mais également de la qualité sanitaire des baies de raisin. Sachant que la teneur en
stilbenes augmente dans la baie en réponse aux infections, I’impact attendu serait une augmentation
proportionnelle dans le vin. Néanmoins, concernant le resvératrol, une infection sévere des grappes par
B. cinerea conduit a la diminution de sa concentration dans le vin correspondant (Jeandet et al., 1995).
En effet, bien qu’une infection limitée de la grappe (10% de la grappe) génére une augmentation de la
teneur en resvératrol dans le vin par rapport a un vin issu de baies saines, une infection étendue touchant
plus de 40% de la baie cause une diminution de la concentration dans le vin. Cette diminution serait
d’autant plus importante que 1’étendue de 1’infection augmente. Ce phénoméne serait en lien direct avec
le métabolisme du resvératrol par les laccases de B. cinerea évoqué précédemment, qui génere des
oligomeéres du resvératrol. Par conséquent, la concentration des stilbénes oligomériques issus de ce
métabolisme devrait augmenter dans le vin. Cette hypotheése reste cependant a valider par de plus amples
études. D’ailleurs, 1’étude de la composition en stilbénes des baies de Sémillon et de Sauvignon blanc
ayant subi la pourriture noble dans le vignoble de Sauternes (développement de B. cinerea) montre que
I’e-viniférine augmente au fur et a mesure du développement du champignon sur la baie, contre une
diminution du resvératrol. Cet oligomeére n’est pas détecté dans les baies saines issues des mémes
cépages. Cependant, aux derniers stades du développement du champignon, le taux d’e-viniférine
diminue d’environ 50%. Cette diminution serait due a I’oligomérisation de la molécule en stilbénes plus
actifs contre B. cinerea, notamment des trimeres et des tétrameéres (Landrault et al., 2002). L’ impact de
I’infection des baies par Erysiphe necator, champignon agent de 1’oidium, a également été étudié.

Contrairement a ce qui est observé dans le cas de I’infection par B. cinerea, la concentration de
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resvératrol ne diminue pas au gré de I’infection mais augmente proportionnellement. Ainsi, dans les
baies subissant une infection importante, la concentration de E-resvératrol est 12 fois plus élevée que
dans les baies saines, suivie par celle du Z-picéide, dont la concentration est 8 fois plus élevée que celle
observée dans les baies saines. Cette augmentation continue prouverait que E. necator n’est pas en

mesure de métaboliser le resvératrol (Romero-Pérez et al., 2001).

Dans la région du Xéres en Espagne, 1’élevage du vin du méme nom a un impact direct sur sa teneur en
stilbenes. La méthode d’élevage en « vin de voile » dans les fits de chéne repose sur le développement
des levures a la surface du vin et au contact du volume d’air présent dans le f0t, qui couvrent le vin d’un
film biologique appelé «flor » ou voile, permettant sa lente oxydation. Naturellement, 1’activité
biologique de ce biofilm de levures donne au Xérés ses caractéristiques organoleptiques mais exerce
également un effet oxydant sur les stilbenes présents dans le vin. Bien que la fermentation ait également
un impact sur le taux de resvératrol et de picéide, via I’hydrolyse d’une partie du picéide en resvératrol
et la diminution préférentielle du taux de son isomere cis (métabolisé prioritairement par les levures),
c’est 1’¢élevage en présence du film de levures qui exerce 1’effet le plus significatif sur ces deux
monomeéres majeurs du vin. En effet, plus de 80% du resvératrol et du picéide disparaissent au cours de
cet élevage. La levure exerce alors son métabolisme sur les deux formes isomériques des deux
monomeéres (Roldéan et al., 2010). Mais cette hydrolyse exercée par les levures n’est pas la seule cause
de la disparition du resvératrol et du picéide : au métabolisme des levures s’ajoutent les phénomeénes
d’oxydation (Castellari et al., 1998) et le piégeage du resvératrol par I’acétaldéhyde produit par les
levures. Enfin une diminution supplémentaire, allant jusqu’a 15%, est observée apres la filtration du vin,

avant son embouteillage (Roldan et al., 2010).

Enfin, I’origine des isoméres cis des stilbénes dans le vin a également été étudiée. Généralement, la
conversion du E-resvératrol en Z-resvératrol est considérée comme une conséquence de la photo-
isomérisation et du pH acide du vin (Trela and Waterhouse, 1996). Cependant, Jeandet et al. ont
démontré que le Z-resvératrol est initialement présent dans la baie de raisin, et qu’il peut étre dosé en
grandes quantités dans des vins conservés a I’abri de la lumiére (Jeandet et al., 1995). Les phénomenes
d’isomérisation du resvératrol et du picéide interviendraient également au cours de la fermentation, via
I’activité enzymatique des [-glucosidases de certaines souches fermentaires de Saccharomyces
cerevisiae, capables d’isomériser ces monomeéres (Mattivi et al., 1995) (Clare et al., 2005). Par
conséquent, la présence du Z-resvératrol dans le vin serait & la fois due & un apport initial de la baie de

raisin et a une conversion du E-resvératrol au cours de la vinification et de la conservation du vin.

3.2. Applications en santé humaine

L’activité biologique du resvératrol et de ses dérivés, a I’instar des autres polyphénols, peut étre divisée

en deux types complémentaires. D’une part, les stilbénes exercent une activité biologique non
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specifique, commune a tous ces composes, qui repose sur leur structure chimique phénolique. Cette
caractéristique leur confere un pouvoir antioxydant, leur permettant de piéger les radicaux libres comme
les especes réactives de 1’oxygeéne (ROS), ainsi que les produits de fin de glycation (AGE, advanced
glycation endproducts) (Grillo and Colombatto, 2008) (Liu and Gu, 2012). Ces produits étant impliqués
dans le développement de maladies neurodégénératives et métaboliques majeures, comme le cancer,
I’athérosclérose et le diabéte, leur chélation par les stilbénes contribue a protéger les tissus sensibles et
a prévenir ces maladies (Snopek et al., 2018). D’autre part, les stilbénes peuvent exercer une activité
biologique spécifique, ¢’est-a-dire via des mécanismes ciblés, tels que I’interaction avec des récepteurs,
des enzymes, ou des facteurs de transcription. Ceci leur permet notamment de moduler des voies de
signalisation cellulaire, et I’expression de génes. Ainsi, le resvératrol interagit avec une multitude de
protéines conduisant souvent a leur inhibition dont I’ADN topoisomérase II, enzyme indispensable a la
réplication, la transcription et la croissance cellulaire, la protéine kinase C (Harikumar and Aggarwal,
2008). Aussi, il interagit avec des récepteurs comme le récepteur aux cestrogenes. Il est également connu
pour augmenter 1’expression de la protéine p53 apoptotique, et pour inhiber certains facteurs de
croissance et d’angiogenése comme le VEGF (facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire). A
travers ces différentes interactions, le resvératrol et ses dérivés se sont montrés efficaces dans différents
tests in vitro et in vivo chez I’animal, présentant principalement des effets anti-inflammatoires et
antioxydants fortement liés a leur activité anticancéreuse, cardioprotectrice et neuroprotectrice, ainsi
qu’une activité cytotoxique et antimicrobienne, présentés ci-apreés. Cependant, le resvératrol reste le
stilbéne le plus étudié en santé humaine, du fait de sa présence dans le vin, et de sa disponibilité en
quantités suffisantes sur le marché pour mener un large éventail d’études en biologie et pharmacologie.
Contrairement au resvératrol et autres monomeres, les oligoméres du resvératrol sont pour la plupart
absents du marché. En effet, I’approvisionnement en quantités suffisantes de ces stilbénes reste un
facteur limitant pour I’exploration de leur activité biologique. Cela n’a pas empéché diverses équipes de
chercheurs d’étudier 1’activité anticancéreuse in vitro des oligomeres du resvératrol, souvent obtenus

par extraction a partir de leur source naturelle, comme exposé plus loin.

3.2.1. Activité antimicrobienne

L’étude de I’activité antimicrobienne des stilbénes, notamment du resvératrol, s’est essentiellement faite
in vitro a cause de leur tres faible biodisponibilité (Walle et al., 2004). Le mécanisme d’action
antibactérien du resvératrol implique plusieurs cibles : inhibition de I’hydrolyse d’ATP, de I’ATP-
synthase et de la phosphorylation oxydative, déformation cellulaire et perturbation de la structure
membranaire (Vestergaard and Ingmer, 2019). Des études de relation structure-activité sur plusieurs
bactéries Gram + et Gram — ont montré que les stilbenes sous forme de diméres et ceux qui possédaient
un nombre plus élevé de groupements hydroxyles et méthoxyles étaient plus puissants (Singh et al.,
2019). Plusieurs espeéces de bactéries sont sensibles a 1’action inhibitrice du resvératrol, dont Bacillus

cereus, Helicobacter pylori, Vibrio cholerae et Mycobacterium tuberculosis. Contre ces bactéries, le
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resvératrol présente des Clso inférieures a 100 pg/mL et moins (Vestergaard and Ingmer, 2019). Outre
son pouvoir bactéricide, le resvératrol manifeste des propriétés anti-virulence intéressantes. Il peut ainsi
causer une réduction de la formation du biofilm chez certaines espéces comme Staphylococcus aureus
(Qin et al., 2014) et Escherichia coli (Lee et al., 2013). D’autres propriétés anti-virulence ont été
constatées, comme la réduction de la motilité bactérienne et de 1’expression des toxines bactériennes.
Ces propriétés ont inspiré des études visant a utiliser le resvératrol en combinaison avec les antibiotiques
pour une meilleure réponse au traitement, notamment dans le contexte actuel de montée en puissance
des bactéries résistantes (Liu et al., 2016). Cependant, dans certains cas, la présence du resvératrol a
réduit ’activité bactéricide des antibiotiques utilisés. Le mécanisme mis en cause est le pouvoir
antioxydant du resvératrol, qui viendrait protéger les bactéries et réduire leur mortalité. Ces observations
sont a nuancer, vu que le resvératrol a dans d’autres cas potentialisé 1’effet de certains antibiotiques,
citons par exemple les aminoglycosides contre S. aureus et autres bactéries a Gram + (Nghr-Meldgaard
et al., 2018). Enfin, les seules études in vivo de I’activité antibactérienne du resvératrol se limitent a son
usage externe chez ’Homme, notamment contre les Iésions acnéiques causées par Propionibacterium
acnes, qui sont significativement réduites suite a I’application d’une dose de 1 mg/g de resvératrol
incorporé dans un hydrogel a base de carboxyméthylcellulose (Fabbrocini et al., 2011). Concernant
’activité antifongique du resvératrol, elle s’avére étre plus importante que son activité antibactérienne,
les Clso contre les champignons étant plus basses. Le resvératrol agit sur plusieurs champignons dont
les genres Tricophyton, Microsporum et Candida, les Clso les plus basses se situant entre 10 et 20 pg/mL
(Jung et al., 2005).

3.2.2. Activité antioxydante et protection cellulaire

Le stress oxydant est défini par I’accumulation d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) issues du
métabolisme mitochondrial entre autres. En s’accumulant, les ROS exercent une toxicité sur les cellules
et les tissus causant leur altération, et favorisent le développement de maladies métaboliques et
neurodégénératives, via I’activation des mécanismes pro-inflammatoires. Les ROS peuvent
particuliérement induire une oxydation des lipides, des protéines et de I’ADN, se traduisant par des
pertes de contrdle cellulaire conduisant a des divisions anarchiques ou a I’inverse, par une apoptose

cellulaire et des mutations du génome (Uttara et al., 2009).

A Dinstar d’autres polyphénols, les stilbénes sont principalement connus pour leurs activités
antioxydantes. Des tests in vitro d’activité antioxydante (ORAC) de différents stiloénes montrent une
importante activité de 1’e-viniférine et de I’ampélopsine A. Cette derniere se démarque également par
son pouvoir inhibiteur de I’agrégation du peptide APzs.3s in vitro, peptide responsable de la formation
des plaques séniles chez les patients atteints d’Alzheimer (Biais et al., 2017). L’évaluation de 1’effet
antioxydant du vinéatrol®30, un extrait de sarment de vigne commercialisé et riche en resvératrol et e-
viniférine, ainsi que d’autres oligomeéres, a également montré sa capacité a piéger les radicaux libres et

a protéger les molécules lipidiques contre la peroxydation lipidique (Mller et al., 2009). Ce pouvoir
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antioxydant des stilbénes a conduit a 1’utilisation du resvératrol en tant que principe actif des produits
cosmétiques de lutte contre le vieillissement de la peau. En plus de piéger les radicaux libres, d’inhiber
les facteurs de transcription pro-inflammatoires, il stimule la synthése du collagéne au niveau de la peau.
Cette utilisation du resvératrol et des stilbénes en général peut étre considérée comme leur principale
application chez I’homme (Ratz-Lyko and Arct, 2019). Quant & la protection cardiovasculaire attribuée
aux stilbénes, notamment au resvératrol, elle est la résultante de son activité antioxydante, du piégeage
des radicaux libres, de son activité anti-inflammatoire et de ’activation de protéines et d’enzymes
antioxydantes et cardioprotectrices comme la sirtuine-1 (SIRT-1) (Baur et al., 2006) (Zordoky et al.,
2015). Cette protection cardiovasculaire a longtemps alimenté le concept de « French paradox », qui
établit une relation entre I’importante consommation de vin rouge par la population francaise et un plus
faible taux d’incidence des maladies cardiovasculaires, malgré une alimentation souvent riche en
maticres grasses saturées, ou du moins aussi riche que pour d’autres populations présentant un taux
d’incidence plus élevé de ces maladies (Blouin and Cruege, 2013) (Weiskirchen and Weiskirchen,
2016). Ce pouvoir protecteur du vin a été expliqué par sa forte teneur en polyphénols, parmi lesquels les

stilbénes joueraient un réle majeur.

3.2.3. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est une réponse adaptative de I’organisme face a un stimulus per¢gu comme anxiogene,
tel des organismes pathogenes, des molécules semblables aux molécules du soi ou des lésions. Elle se
décline en deux types : I’inflammation aigiie, mécanisme a travers lequel I’organisme va controler ou
éliminer le stimulus grace a différents acteurs, et I’inflammation chronique, qui survient lorsque
I’organisme n’arrive pas a éliminer ce stimulus (Dvorakova and Landa, 2017). Cette derniére peut étre
délétére pour ’organisme. En effet, elle s’accompagne de la production de monoxyde d’azote (NO) et
de ROS, substances toxiques pour les tissus, et de prostaglandines pro-inflammatoires par 1’action
d’enzymes comme la cyclo-oxygénase (COX), conduisant au développement des maladies métaboliques

et des cancers, comme évoqué précédemment (Egea et al., 2017).

Le resvératrol est capable d’inhiber la formation des produits de la 5-lipoxygénase et de la
cyclooxygénase des leucocytes de rat in vitro, comme le thromboxane A2, facteur prothrombique
impliqué dans les phénomeénes d’inflammation vasculaire (Yoshiyuki et al., 1985). L’étude de son
activité sur la cyclo-oxygénase 1 (COX-1) in vitro montre d’ailleurs qu’il est capable de I’inactiver;
cette derniere agit en contrepartie en oxydant le resvératrol, produisant des especes radicalaires qui
inactivent irréversiblement 1’enzyme tout en se couplant pour donner 1’e-viniférine et la 3-viniférine
(Szewczuk et al., 2005). Dans une autre étude, vingt-cing stilbénes (huit monomeéres, douze diméres, un
trimere et quatre tétramére) ont été évalués pour leur capacité a inhiber la synthese de NO par les cellules
microgliales de type BV-2. Leur activité a été comparée a celle de la dexaméthasone, anti-inflammatoire

stéroidien. Parmi eux, dix stilbénes ont présenté un niveau d’activité efficace, causant une inhibition
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significative du NO (d’environ 50%) & des Cls allant de 3,9 a 23,4 uM (Nassra et al., 2013). Le
resvératrol et le picéatannol sont les plus actifs parmi les monomeéres testés, et 1’e-viniférine est la plus
efficace parmi les dimeres. Cependant, ce sont deux tétraméres, les vitisines A et B, qui se sont montrés
les plus actifs, inhibant 70% de la production de NO a une concentration de 5 UM, avec des Clso de 3,9
et 4,7 UM, respectivement. A cette méme concentration, la dexaméthasone a permis une inhibition de
40% du NO. Ceci montre encore une fois ’intérét de I’oligomérisation des stilbénes dans la
potentialisation de leur effet biologigue en santé animale et humaine. Cette étude a également permis de
montrer que les monomeres glycosylés comme le picéide et I’astringine sont moins actifs que les
monomeéres non glycosylés comme le resvératrol et le picéatannol (Nassra et al., 2013). Dans la
littérature, plusieurs autres monomeéres possedent un potentiel anti-inflammatoire, comme
I’oxyresvératrol, le ptérostilbéne, la rhapontigénine et le gnétol (Dvorakova and Landa, 2017). Outre
ces monomeres, plusieurs oligomeéres présentent une activité anti-inflammatoire significative. En effet,
dans une étude de I’activité anti-inflammatoire de dimeres du resvératrol sur des macrophages RAW
264.7, un dimere présentant quatre fonctions OH substituées par des groupes méthyle, a permis d’inhiber
la production de NO avec une Clso de 3,8 uM, tout en diminuant I’expression des NO-synthases et de la
production de I’interleukine (IL)-1B (Zhong et al., 2013). Aussi, I’a-viniférine, trimére du resvératrol,
inhibe I’activité prostaglandine H, synthase de la cyclo-oxygénase 2 (COX-2) in vivo lors d’un cedéme
induit par la carragénine sur un modele animal, réduisant ainsi le taux de prostaglandine Hy, précurseur
des prostaglandines qui sont d’importants marqueurs de I’inflammation. Elle diminue également
I’expression du facteur de transcription Nuclear factor-kappa B (NF-«B), et par conséquent I’expression
de COX-2 et de la forme induite des NO-synthases (iNOS), responsables de la production du NO,
fortement impliqué dans les voies de signalisation cellulaire pro-inflammatoire (Chung et al., 2003).
Plus récemment, 1’étude de 1’activité anti-inflammatoire in vitro du vitisinol A, de I’e-viniférine, de la
vitisine A, de la vitisine B et de 1’hopéaphénol sur des macrophages murins RAW 264.7 montre que le
vitisinol A est plus efficace, permettant une réduction de 66% de la production de NO a une
concentration de 5 uM, et une inhibition compléte de cette réduction a la concentration de 10 uM. De
plus, I’étude de I’activité in vivo du vitisinol A sur la réduction de I’cedéme de I’oreille de souris révéle
qu’il serait plus efficace a une dose de 50 ug que I’indométhacine, anti-inflammatoire non stéroidien, a
500 pg (Chang et al., 2017).

3.2.4. Activité chimiopréventive et anticancéreuse

Plusieurs études attestent de 1’action protectrice de certains stilbénes contre le cancer au niveau des trois
phases de la carcinogénése, a savoir I’initiation, la promotion et la progression tumorales. D’abord,
’action du resvératrol et du ptérostilbéne contre I’initiation tumorale peut étre expliquée par leur pouvoir
antioxydant leur permettant de piéger les radicaux libres impliqués a ce stade de la carcinogenéese
(Rimando et al., 2002). De plus, I’action du resvératrol et du ptérostilbéne contre la promotion tumorale

serait liée a leur activité anti-inflammatoire qui se traduit par I’inhibition des activités cyclo-oxygénase
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et hydroperoxydase de COX-1 impliquée dans ce stade de la carcinogenése. La dose efficace médiane
(DEsp) du resvératrol est de 15 uM, bien inférieure a celle de certains anti-inflammatoires non-
stéroidiens largement utilisés comme I’aspirine (880 uM) (Jang et al., 1997) ; la DEso du resvératrol pour
I’inhibition de COX-1 est encore plus faible selon (Rimando et al., 2002), atteignant 1 uM. Enfin, le
resvératrol est également impliqué dans 1’arrét de la phase de progression du cancer et de I’angiogenése,
par I’inhibition de 1’enzyme H*-ATPase, une pompe a proton nécessaire a la régulation du pH et a la
survie des cellules tumorales entre autres (Lopez-Lluch et al., 2012). Aussi, le resvératrol ainsi que
I’extrait de sarments (vinéatrol®) ont la capacité d’inhiber la prolifération cellulaire tumorale du cancer

du c6lon et d’arréter sa progression (Marel et al., 2008).

Le resvératrol peut également réduire ou inhiber I’internalisation du glucose dans les cellules
cancéreuses en interagissant directement avec le récepteur GLUT-1. Cette activité inhibitrice permet au
resvératrol de contribuer au traitement anti-cancéreux et d’augmenter son efficacité (Zambrano et al.,
2019).

Plusieurs dimeres, triméres et tétraméres du resvératrol ont été étudiés. Parmi eux, la peracétyl-
ampélopsine A et la cis-vitisine A semblent avoir la cytotoxicité la plus élevée, avec une DEs; de 0,8
UM contre les cellules d’adénocarcinome cervical, et une DEsy; de 0,93 puM contre les cellules
d’adénocarcinome pulmonaire, respectivement (Ohyama et al., 1999). Le pauciflorol B et le vaticanol
C présentent également une forte activité avec des DEsode 2,8 uM contre les cellules d’adénocarcinome
cervical (Qiao et al., 2013) et de 3,0 uM contre les cellules leucémiques (Ohguchi et al., 2005),
respectivement. L’e-viniférine (Quiney et al., 2004), I’a-viniférine (Gonzalez-Sarrias et al., 2011),
I’hopéaphénol (Muhtadi et al., 2006) et la vitisine B (Ohyama et al., 1999) sont également actives avec
des DEsp inférieures a 10 puM contre des souches de cellules leucémiques, des lymphomes et des
mélanomes. En guise de comparaison, le resvératrol présente une cytotoxicité et induit 1’apoptose
cellulaire a partir d’une concentration de 50 uM, sur des cellules tumorales mammaires (Basly et al.,
2000).

3.3. Biodisponibilité des stilbénes, facteur limitant leur application pharmacologique

Malgré le grand nombre d’effets biologiques attribués au resvératrol et plusieurs de ses dérives, les
études de leur effet in vivo chez I’Homme sont extrémement rares comparées aux études in vitro. Cela
est di a la faible biodisponibilité des stilbénes, qui conditionne nécessairement leur action
pharmacologique. En effet, bien que présents dans 1’alimentation quotidienne, principalement le vin, et
a partir de différentes sources alimentaires selon les populations étudiées, les stilbénes peinent a
rejoindre le compartiment sanguin, essentiellement pour deux raisons : certains stilbenes comme le
resvératrol présentent des problémes de solubilité entravant leur absorption au niveau du tube digestif ;
s’ils sont absorbés, certains subissent un métabolisme intense les rendant inactifs et facilitant leur

élimination (Weiskirchen and Weiskirchen, 2016). Le resvératrol présentant a la fois des problémes de
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solubilité et de métabolisme intense, il est de plus en plus mis de c6té au profit de ses dérivés plus
solubles, pour les nouvelles études in vivo. Aussi, plusieurs études sur 1’encapsulation des stilbénes sont
en cours pour les incorporer dans une forme galénique capable d’assurer leur absorption et de limiter
leur métabolisme, pour leur permettre d’exercer leur activité pharmacologique. La réussite de ces
formulations permettrait de trancher sur 1’utilit¢ de stilbénes en tant que molécules thérapeutiques
efficaces chez ’Homme, et permettrait également de mieux comprendre les différents mécanismes

d’action responsables de leur activité biologique.

Ainsi, dans le cadre de mes travaux sur les stilbénes, je me suis intéressé aux données disponibles dans
la littérature concernant la biodisponibilité, la pharmacocinétique et plus particulierement le
métabolisme des monomeres et oligomeres dérivés du resvératrol, retrouvés dans 1’alimentation
humaine. Ces données sont issues d’études menées in vitro et in vivo chez I’animal et ’'Homme. En
revanche, les données sur le resvératrol n’ont pas été incluses, ce stilbéne phare ayant déja fait 1’objet
de plusieurs revues de la littérature, et d’études approfondies de ses différentes activités biologiques
ainsi gue de sa pharmacocinétique (Wenzel and Somoza, 2005) (Cottart et al., 2010) (Wang and Sang,
2018). Dans cette revue, il a été également question d’exposer les différentes sources alimentaires de
stilbenes connues & ce jour, ainsi que la variation des teneurs et des fréquences d’exposition de la
population aux stilbénes en fonction des zones géographiques et des habitudes alimentaires, sachant que
le vin reste ’aliment le plus riche en stilbénes. L’ensemble de ces données fait enfin 1’objet d’une
discussion générale dans laquelle les données pharmacocinétiques des différents stilbénes étudiés sont
comparées, dans le but de contribuer a identifier les stilbénes présentant une pharmacocinétique
favorable & leur activité biologique, ainsi qu’a identifier les données manquantes pouvant orienter les
futurs travaux de recherche portant sur les stilbénes en santé humaine. Cette revue de la littérature a fait
I’objet d’un article scientifique intitulé « A review of dietary stilbenes: sources and bioavailability »

soumis en janvier 2018 dans Phytochemistry Reviews et accepté en mai 2018 (EI Khawand et al., 2018).
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Abstract

Stilbenes are a class of phenolic metabolites found in various edible plants, such as grapevine, berries and peanuts.
Their bioactivity and their potential benefits for human health have been the subject of several studies. Among all
identified stilbenes, resveratrol has been particularly studied and results from literature showed that it presents
several biological activities, including antioxidant, anti-inflammatory and antiproliferative effects. Likewise, some
researches focused on other stilbenes and highlighted similar biological activity for those compounds. However,
stilbenes present a high diversity in their phenolic structures (various chemical substituents and polymerization)
which is a determining factor of their absorption and metabolism rates. Consequently, this could affect the
effectiveness of stilbenes in vivo. In this context, an evaluation of the bioavailability and metabolism of stilbenes
is necessary to move forward with pharmacological and clinical studies. Hence, this review aims to present recently
obtained data and results concerning stilbenes sources and bioavailability, as a contribution to the valorization of

the role of dietary stilbenes in the human diet.
Keywords: Bioavailability; metabolism; pharmacokinetics; stilbenes
Abbreviations:

AUC: Area under the curve

Cmax: Maximal concentration

HSA: Human serum albumin

SULT: Sulfotransferases

UGT UDP: Glucuronosy! transferase
Vd: Volume of distribution
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Introduction

Stilbenes are phenolic compounds found in various families of plants (Riviére et al. 2012). Some of these
secondary metabolites have been recognized as phytoalexins and associated with the defense mechanisms of plants
as they are produced after infection by pathogens or exposure to UV radiation and present antifungal activities.
The stilbene structure is based on the C6-C2-C6 backbone, defined by two aromatic rings linked by an ethylene
bridge. The most known and best characterized stilbene is resveratrol (3,4”,5-trihydroxystilbene). More than 400
stilbene derivatives have been identified. Their structures range from monomers to octamers and carry various
substituents at different positions, like glycosyl, hydroxyl, methyl or isopropyl groups. The presence of stilbenes
in the human diet is however limited to a few foods such as grapes, red wine, peanuts and some types of berries
(Neveu et al. 2010).

Among the stilbene compounds, resveratrol has been extensively studied during the past 20 years due to
its wide range of biological activities, such as modulation of cell proliferation, of angiogenesis, of redox status, of
mitochondrial activity, stimulation of adipocytes lipolysis and suppression of inflammation (Vang et al. 2011).
More recently, biological studies have been performed on other stilbenes, especially on monomer and dimer
compounds. Some stilbenes with structure-induced antioxidant properties are also able to induce antioxidant
enzymes (Reinisalo et al. 2015). They also inhibit transcription factors involved in inflammation, such as nuclear
factor kappa B (NF-kB), activator protein 1 (AP-1), and mitogen activated protein kinases (MAPKS), thus
modulating the production of many markers of inflammation (reactive nitrogen and oxygen species, cytokines)
(Dvorakova and Landa 2017). These properties, among others, are suggested to provide protection against many
chronic diseases including cancer, cardiovascular and neurodegenerative pathologies (Sirerol et al. 2016).

The majority of phenolic compounds are metabolized in the organism after oral administration, through
phase | reactions (oxidation, reduction, and hydrolysis) and/or phase Il reactions (conjugation reactions including
glucuronidation, sulfonation, methylation) in different organs, mainly liver and intestine (Del Rio et al. 2013).
Metabolism is considered as one of the main causes of the poor bioavailability of these compounds, including
stilbenes. Indeed, in the case of resveratrol, many pharmacokinetic studies indicate a low bioavailability associated
with an extensive metabolism. Resveratrol is mainly metabolized to glucuronide and/or sulfate conjugates, but
also to dihydroresveratrol (conjugated or not) resulting from the reduction of the aliphatic double-bond and likely

produced by the intestinal microflora (Fig. 1).
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Figure 1. Chemical structures of main resveratrol metabolites: glucuronide/sulfate conjugates and

dihydroresveratrol

Today, more than 20 metabolites of resveratrol are identified in significant quantities. One could assume
that the very low bioavailability of the parent compound can limit its potential benefits for health. Nevertheless,
several studies reported that the metabolites of resveratrol have their own biological activities, which could explain,
at least in part, the beneficial health effects of resveratrol (Hoshino et al. 2010; Polycarpou et al. 2013; Walker et
al. 2014; Falomir et al. 2016; Eseberri et al. 2017). Therefore, as stilbene derivatives are also subject to an intense
metabolism, the identification of their metabolites and the description of their biological activities represent an
important issue.

Nowadays, stilbene derivatives being identified in an increasing number of food sources, it seems
important to have a better understanding of their pharmacokinetics. Hence, we will focus in this review on sources,

bioavailability and metabolism of stilbenes, while taking into account their chemical structures.

Sources and daily intake of stilbenes

Due to the complexity of the qualitative and quantitative analysis of different stilbenes occurrence in their natural
sources, the information about the total intake of stilbenes is scarce. It is difficult to estimate the normal human
consumption of stilbenes for different reasons. In fact, the amount of stilbenes daily intake is highly different
around the world according to the type of diet. Besides, some plants could be either consumed as food or as
medicinal plants. Although they are synthesized in plants through the shikimate and phenylalanine ammonia lyase

pathways (Jeandet et al. 2010; Dubrovina and Kiselev 2017), they are usually produced in lower guantities in
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comparison with polyphenols generally produced, at least in part, by the same pathways. This makes difficult the
analysis of stilbenes, unlike other more abundant polyphenol families like anthocyanins, flavanols or flavonols.
Besides, the analysis of stilbenes in food sources is normally limited to the simplest forms (resveratrol and piceid,
its glucoside substituted form) due to the lack of standards or to the detection limits. While these monomers are
the main stilbenes looked for in food, recent advances suggest that oligomeric forms such as viniferins could highly
contribute to the total amount of stilbenes consumed (Riviére et al. 2012). It must also be taken into account the
extremely high variability of the plant content in stilbenes, which is determined by genetic factors (cultivars), by
environmental factors (soil, temperature, water regime of the plant...) and even by manufacture practices (like
vinification in the case of wines) (Lingua et al. 2016; Riviere et al. 2012; Shen et al. 2009). On the other hand,
unlike grapes and peanuts, many plant sources are rich in stilbenes, but are rarely consumed as food, or are
localized in specific areas. For example, Polygonum cuspidate is used for the extraction of resveratrol or piceid to
be used as nutraceutical or food complement in Europe, while it is consumed as a food or for medicinal usage in
Asia. In Europe, the main source of stilbenes is considered to be red wine (Neveu et al.2010), but the intake of red
wine differs greatly in the population. In consequence, there is a lack of data regarding the final intake of stilbenes,
and researchers still need to put additional efforts to correctly quantify the content of stilbenes in food.

Among the data of stilbenes intake that can be found in the literature (Rabassa etal.2015) estimated a total
dietary resveratrol intake in a cohort study of 529 participants in Italy to 0.5 mg/person/day, distributed in tertiles
with means of 0.0 mg/person/day; 0.5 mg/ person/day and 2.1 mg/person/day. Li et al. (2013) found a mean of 0.3
mg/day in Chinese adults. Zamora-Ros et al. (2008) estimated the value of an average intake of stilbenes (as sum
of resveratrol and piceid) to 0.933 pg/person/day from the dietary data of 41,440 subjects in Spain. Some other
authors stated that the dose may be up to 4 mg/person/day (Vang et al. 2011). Furthermore, the estimated intake
values differ depending on sex (with a greater amount of dietary stilbenes for men), age (the intake tends to increase
in the older categories), and level of education or lifestyle (Zamora-Ros et al. 2008).

One of the highest amounts of stilbenes is found in grape and wine derivatives, and this amount can be
extremely variable (Sebastia et al. 2012). The biosynthesis of stilbenes can be genetically determined by the type
and variety of grapes, but it can also be deeply altered by agricultural and environmental factors (soil, temperature,
pathogen attack...). For example, since stilbenes are considered to act as phytoalexins, they are highly inducible
or sometimes repressed. Moreover, in the case of processed products like juices or wines, the concentrations of
stilbenes may be modulated by postharvest processing practices or the winemaking process. In grapes, resveratrol
accumulates in the skins; and the contents can vary between 0.16 pg/g FW (Fresh Weight; in Crimson variety) and
245 ug/g FW (in Bobal variety) (Rimando et al. 2004; Creasy and Coffee 1988). Concerning wines, ZamoraRos
et al. (2008) estimated a content of 1.14 mg/g of resveratrol and 3.0 mg/g of piceid. This dominance of the
glucosilated form (piceid) over the aglycon (resveratrol) can be found in several varieties. Lee and Rennaker (2007)
found that the contents of piceid (0.4-5.9 mg/L) are higher than those of resveratrol (0-1.45 mg/L) in wines of
Merlot, Cabernet Sauvignon, Chardonnay and Riesling. Because of the different contact times in white and red
macerations, the stilbenes content is higher in red wines. Pawlus et al. (2012) reviewed the stilbene chemistry in
the Vitis genus and in wine, where, together with the simple monomers such as resveratrol, piceid, piceatannol,
astringin and pterostilbene, other more complex forms can be found. Some of these forms have also been quantified
in wines including the dimers pallidol (2.5 mg/L), e-viniferin (0.2-4.3 mg/ L) and &-viniferin (3.8-22.4 mg/L)

(Vitrac et al. 2002, 2005). Concerning tetrameric structures, Guebailia et al. (2006) identified the presence of
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hopeaphenol in the range of 0.6-3.8 mg/L in Algerian wines, while isohopeaphenol was found in a range between
0 and 2.9 mg/L in Tunisian red wines (Arraki et al. 2017). By applying an UHPLC-ESI g-TOF mass screening of
extracted red wines, Moss et al. (2013) inferred the presence of a total of 41 (known and novel) stilbenes. In
addition to the well-known monomers, several resveratrol-resveratrol and piceatannol-piceatannol homodimers
together with resveratrol-piceatannol heterodimers were detected, as well as modified (O-glycosylated,
methoxylated and oxidized) dimers and multiple trimers and tetramers. These studies underlined the chemical
complexity of stilbenes in grapes and wines, the main sources of stilbenes intake.

Besides high concentrations in grape berries, stilbenes can also be found in minor contents in Vaccinium
berries such as V. myrtillus (bilberries: 0.02-0.77 pg/g dry weight), V. elliotti (blueberries: 0.45 pg/g dry weight);
V. macrocarpon (cranberries), V. vitis-idaea (lingonberries), Morus spp. (mulberries) and Fragaria x ananassa
(strawberries) (Sebastia et al. 2012). Concerning the compounds present in these berries, the monomers resveratrol,
pterostilbene and piceatannol have been described so far (Rimando et al. 2004).

Apart from berries, recent studies have detected the presence of resveratrol, piceatannol and piceid in
others plants and fruits such as rhubarb, banana, guava, leech, pineapple, apple, peach, passion fruit and pears
(Zheng et al. 2013; Arslan and Yilmaz 2013; Peng et al. 2015; Matsui et al. 2010), but at low concentrations. In
fact, these studies showed that piceid was the major form existing in vegetable foods, higher than resveratrol.
Resveratrol could also be found in the byproducts of guava and Surinam cherry (Da Silva et al. 2014).

In almonds, piceid has been detected in the skin (0.15-0.22 ug/100 g), meat (0.06-0.08 pug/100 g) and the
blanch water (6.33-8.43 ug/100 g). The blanch water of almonds also contained piceatanol and oxyresveratrol
(0.91-2.55 pg/100 g) (Chang et al. 2016).

Stilbenes have also been found in quantifiable amounts in beers. Resveratrol was found in the range of
1.3-77 pg/L, and piceid was found in the range of 1.8-27.3 ug/L. However, in many cases, the levels were below
the limits of quantification and detection. The mean of total resveratrol in all the analysed beers was 14.7 pg/L
(Chiva-Blanch et al. 2011).

Gnetol has been extensively isolated in the genus Gnetum, which is represented by tropical evergreen
shrubs and trees that are used as traditional medicine or incorporated into food products throughout Asia
(Remsberg et al. 2015). Fruits and seeds of Gnetum gnemon (melinjo used as ordinary food in Indonesia) also
contain resveratrol dimers, such as gnetin C and its glucosides, gnemonosides A, C and D (Tani et al. 2014).

To summarize, the most important source of stilbenes in western diet is wine, which would represent a
98.4% of the intake, followed by grape berries and grape juice (1.6%), whereas peanuts and other berries would
contribute less than 0.01% (Zamora-Ros et al. 2008). The reader is also invited to consult the Phenol-Explorer
database, which give an extensive overview of polyphenol content, and among them stilbenes, in foodstuff (Neveu
et al. 2010). In food, five monomers (piceid, astringin, pterostilbene, piceatannol and oxyresveratrol), three dimers
(pallidol, e-viniferin and &-viniferin) and two tetramers (hopeaphenol and isohopeaphenol) have been identified

along with resveratrol.
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Pharmacokinetic of monomers structurally related to resveratrol

This part of the discussion is not limited to dietary stilbenes and includes the majority of the stilbene
monomers that were subjected to pharmacokinetic studies reported in the literature. The structure of each molecule
is given in Fig. 2. Pharmacokinetics and bioavailability values are compiled in Table 1 while the metabolites are
presented in Table 2. CAS number, PubChem CID and InChl Key for these monomers can be found as
supplementary information.

The discussed monomers structurally related to resveratrol will be divided in 5 different groups of
structures:

* Hydroxylated compounds (piceatannol, gnetol and oxyresveratrol).

* Dehydroxylated compounds (pinosylvin).

* Methylated compounds (pinostilbene, pterostilbene, rhapontigenin and isorhapontigenin).
* Isoprenylated compounds (arachidin-1 and arachidin-3).

* Glycosylated derivatives of resveratrol (piceid).

HO,

8

OH
b O ~ S
HO. I \
OH
Figure 2. Chemical structures of resveratrol and stilbene monomers discussed in the review.

1: resveratrol (MW: 228.24); 2: piceatannol (MW: 244.24); 3: gnetol (MW: 244.24); 4: oxyresveratrol (MW: 244.24); 5:
pinosylvin (MW: 212.24); 6: pinostilbene (MW: 242.27); 7: pterostilbene (MW: 256.30); 8: rhapontigenin (MW: 258.27); 9:
isorhapontigenin (MW: 258.27); 10: arachidin 3 (MW: 296.36); 11: arachidin 1 (MW: 312.36); 12: piceid (MW: 390.38)
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Piceatannol, gnetol, and oxyresveratrol

These three monomers were grouped because their structure differs only by the position of the two hydroxyl groups

present on the cycle B of the monomer (Fig. 2).
Piceatannol

Piceatannol, along with pterostilbene and piceid, is one of the most studied resveratrol monomer
derivatives. Several studies were performed in vitro and in vivo in the past few years in order to describe its

pharmacokinetic profile, as shown below.

Piceatannol absorption was studied in vivo in rats by Setoguchi et al. (2014) and compared to the one of
resveratrol. This work pointed out that piceatannol absorption evolved in a dose-dependent manner, increasing
with the oral dosage ranging from 90 to 360 pumol/kg. The maximum serum concentration (Cmax) of piceatannol
appeared 15 min after its administration and was 2.6 times higher than that of resveratrol (4.2 vs 1.6 pmol/L
respectively) (Setoguchi et al. 2014). Besides, after administration of piceatannol and resveratrol (90 pmol/kg),
plasma area under the curve (AUC) for intact piceatannol (4.3 pumol h/L) was higher than AUCq.ins for intact
resveratrol (2.0 pmol h/L). However, when considering the AUCo.inf for total resveratrol (i.e. resveratrol and its
respective metabolites), it was higher than for total piceatannol (39.6 vs 23.5 umol h/L respectively). Those results
suggested that piceatannol may have a higher absorption rate and a better metabolic stability than resveratrol
(Setoguchi et al. 2014).

Concerning piceatannol distribution, its apparent volume of distribution (\Vd) was determined to be 10.76

L/kg and was greater than total rat body water, indicating a high distribution in the organism (Roupe et al. 2006).

Piceatannol metabolism was studied by Roupe et al. (2004) in vitro, using rat liver microsomes. The
presence of glucuronide metabolites was confirmed after B-glucuronidase enzymatic hydrolysis. Glucuronidation
was also investigated using human liver microsomes, and 3 mono-glucuronidated piceatannol metabolites were
detected (Henry-Vitrac et al. 2008). It was shown that these three glucuronides could be produced by UDP
glucuronosyl transferase 1A1 (UGT1A1) and UGT1A8 enzymes, while UGT1A10 produced only two of them
(Miksits et al. 2010). Other UGT isoforms like UGT1A9 and UGT1A3 are also involved in piceatannol metabolism
but to a lesser extent. Piceatannol in vitro metabolism could also lead to three sulfate derivatives in humans, one
disulfate and two monosulfates. While disulfate metabolite formation is higher than the monosulfates at a low
concentration of piceatannol (1-20 pM), monosulfate metabolites clearly increased at greater substrate
concentrations, revealing a disulfate substrate inhibitory effect on sulfotransferase. The study of sulfotransferases
(SULT) activity depending on substrate concentration proved this observation. Two sulfotransferases, SULT1E
and SULT1A2*1, are responsible of piceatannol monosulfation, whereas disulfate metabolite is produced by
SULT1A1*1 and SULT1B1 using the monosulfate metabolites as substrates. Hence, disulfate metabolite prevailed
at 10 uM piceatannol, whereas at 60 UM piceatannol, its formation was strongly inhibited, with inhibition constants
(Ki) values of 1.3 uM and 3.3 uM for SULT1A1*1 and SULT1B1 respectively (Miksits et al. 2009).

The formation of such sulfo-conjugates is hence suggested to serve as an inactive pool of stilbenes that
provides the parent compound after cleavage, allowing a sustained exposure to the active stilbene in the organism

(Patel et al. 2013). In addition, such conjugation might also prevent the enzymatic oxidation of the stilbene,
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extending its half-life time. This feature is already proved for other types of compounds like the biologically
inactive estrogen sulfate, which is hydrolysed by cellular sulfatases into the bioactive estradiol (Pasqualini and
Chetrite 2005).

Piceatannol metabolism was also studied in vivo in Sprague—Dawleyrats by Roupe et al. (2006) leading
to the detection of one mono-glucuronidated metabolite (Table 2). Setoguchi et al. (2014) investigated the
metabolism of piceatannol in vivo in rats after intragastric administration. They detected by LC-MS a mono-
glucuronidated metabolite, along with new recorded metabolites of piceatannol: two others glucuronidated
metabolites (mono and diglucuronide), three O-methyl glucuronidated metabolites, one O-methyl sulfated
metabolite and isorhapontigenin. In this study where piceatannol and resveratrol metabolism are compared, no
production of resveratrol methylated metabolites was observed. Hence, since piceatannol structure presents a
cathecol ring, unlike resveratrol, Setoguchi et al. (2014) suggested that cathecol-O-methyltransferase was
implicated in this methylation. Noteworthy, the glucuronide methylated metabolites disappeared after hydrolysis,
while rhapontigenin was detected, along with an increase of isorhapontigenin, which led the authors to suggest
that these metabolites were conjugates of rhapontigenin and isorhapontigenin. Many of the piceatannol metabolites

are bioactive well-characterized stilbenes, and thus may contribute to the pharmacological activity of piceatannol.
Gnetol

Gnetol pharmacokinetic profile was investigated in vivo in Sprague—Dawley rats after intravenous and
oral administrations. Bioavailability was estimated to 6.59% (Remsberg et al. 2015). This low bioavailability,
shared with other stilbenes, is suggested to be the consequence of poor intestinal absorption and high metabolism,
mainly via glucuronidation. The study pointed out a glucuronidation process occurring rapidly after intravenous

and oral administrations. However, the glucuronidated metabolites structure was not elucidated.

Both unchanged gnetol and glucuronidated metabolites were present in urine, the metabolites being the
major form, while unchanged gnetol was found in a very low amount. However, after intravenous administration,
hepatic clearance was found to be much higher than renal clearance (2.21 and 0.12 L/h/kg respectively), suggesting

that gnetol was more likely to be excreted in bile, and thereafter eliminated in feces (Remsberg et al. 2015).
Oxyresveratrol

The first pharmacokinetic parameters of oxyresveratrol were indirectly obtained from oral administration
of mulberroside A, which is a diglycoside form of oxyresveratrol. It was found that 50% of the initial administered
dose of mulberroside A, was recovered in plasma, bile or urine under free or conjugated forms. The oral
bioavailability of mulberroside A was estimated to be extremely low (only 1%) (Qiu et al. 1996). It was suggested
that mulberroside A could undergo a rapid conversion to oxyresveratrol in gut by bacteria, since it was stable in

the stomach, and is therefore relatively well absorbed in the intestine (Zhaxi et al. 2010).

In a recent study, Sangsen et al. (2015) chose to administer a dosage of 180 mg/kg of oxyresveratrol to
male rats. They measured an AUCq_10n 0f 1897 ng.h/ mL, a Cmax of 662 ng/mL at a Tmax of 10 min. These values
are similar to those found by Chen et al. (2016b). Indeed, in the study of Chen et al. (2016b), oxyresveratrol was
given to rats by oral (100, 200 and 400 pumol/kg) and intravenous routes (15, 30 and 90 umol/kg), and authors
noticed a rapid absorption (Tmax of 15 min) of oxyresveratrol (Chen et al. 2016b). In this case, the AUCq int
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increased with the doses, and bioavailability was significantly higher when dose was increased from 100 pumol/kg
(9.13%) to 400 pmol/kg (15.2%). Oxyresveratrol displayed a moderate volume of distribution (Vd = 0.906 L/kg)
and a rapid clearance (CL = 0.067 L/min/kg) from blood, since oxyresveratrol was no more quantifiable 3 h after
the intravenous administration (90 umol/kg). Interestingly, the pharmacokinetic parameters of resveratrol were
also determined in this study, and it was found that resveratrol was more bioavailable (16.5 and 22.3% for 200 and
400 umol/kg, respectively), more distributed into peripheral tissue (Vd = 1.62 L/kg) and more rapidly cleared from
blood (0.107 L/ min/kg) (Chen et al. 2016b), in comparison with oxyresveratrol. In line with the rapid
disappearance of oxyresveratrol from blood, it was observed that oxyresveratrol underwent an extensive hepatic
metabolism resulting in the formation of glucuronides, methylated glucuronides and sulfated derivatives which are

excreted in bile and urine (Huang et al. 2010).

Pinosylvin

Pinosylvin pharmacokinetic was studied in vivo in Sprague—Dawley rats, after a single intravenous administration
of 10 mg/kg (Roupe et al. 2006). In this study, pinosylvin presented a Vd of 2.29 L/kg suggesting that pinosylvin
was moderately distributed in tissues, and a rapid elimination rate with a plasmatic half-life time of 0.82 h. The
total clearance reached 1.84 L/h/kg, while hepatic clearance reached 1.67 L/h/kg, suggesting that hepatic
metabolism represents the main clearance, probably through the formation of glucuronidated metabolites, and
resveratrol (Roupe et al. 2005a). In addition, the small amount of pinosylvin and its glucuronidated metabolite
found in urine (only 9.46% of the total pinosylvin dose), suggested the involvement of non-renal excretion pathway
such as feces that could represent the main excretion route of pinosylvin (Roupe et al. 2006). Concerning
pinosylvin bioavailability, Yeo et al. (2013b) calculated it following an oral administration of 50 mg/kg in rats.

They reported a very low bioavailability, inferior to 1%.
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Compound Reference Dose Aucq.inf Cmax Tmax T1/2 Bioav(a‘l;l:;bility
pg.min/mL png/mL
Piceatannol  Setoguchietal. 2014 20 pmolkg 4.3* umol.h/L 63.0 3.3 umol/L 0.81 15 min / /
22 mglkg
. 180 umol/kg * .
Setoguchi et al. 2014 44 mglkg 12.3* umol.b/L 180.2 7.5 umol/L 1.83 15 min / /
Setoguchi et al. 2014 360 pmol/kg 20.6* pmol.h/L 301.9 8.1 pmol/L 1.98 15 min / /
) 87.9 mg/kg ) ’ ) ) )
Gnetol Remsberg et al. 2015 100 mg/kg 3.62 pg.h/mL 217.2 / / 15 min 420h 6.59
Oxyresveratrol Sangsen et al. 2015 180 mg/kg 1897** ng.h/mL 113.82 662 ng/mL 0.66 10 min / /
Chen et al. 2016b 100 pmol/kg 145 uM.min 354 1.06 pmol/L 0.26 15 10240 / 9.13
24.4 mg/kg min
Chen et al. 2016b 200 pmol/kg 331 pM.min 80.8 3.07 umol/L 0.75 151060 / 10.4
48.8 mg/kg min
Chen et al. 2016b 400 pmol/kg 965 uM.min 235.7 8.58 umol/L 2.10 151090 / 15.2
97.7 mg/kg min
Pinosylvin Yeo et al. 2013 50 mg/kg / / 27.9 ng/mL 0.03 / / <1
o ) 15 to 240
Pinostilbene Chen et al. 2016a 50 mg/kg 7900 ng.min/mL 7.9 89.1 ng/mL 0.09 min / 1.87
. . - . 60 or 120
Pterostilbene Lin et al. 2009 10 mg/kg 34 ng.min/mL 0.034 141 ng/mL 0.14 min / 12.5
Kapetazn(;’lvllc ctal 56 mg/kg 13700 ng.h/mL 822.0 2820 ng/mL 2.82 2h 1.5h 66.9
Kapetanovic et al. 56 mg/kg
o1l 14 days 15000 ng.h/mL 900.0 2550 ng/mL 2.55 2h 1.6h 732
Kapetazn(‘)’lvllc ctal 168 mg/kg 57700 ng./mL 3462.0 7880 ng/mL 7.88 4h 19h 942
Kapetanovic et al. 168 mg/kg
o011 14 days 49600 ng.h/mL 2976.0 5580 ng/mL 5.58 8h 1.9h 80.8
15 mg/kg
Yeo et al. 2013 Fasting rats / / 73 ng/mL 0.07 30:;300 / <55
Suspension
Yeo etal. 2013 15 mg/kg 34.0 pg.min/mL 34.0 235.1 ng/mL 0.24 4510 120 / 15.9
Suspension min
Yeo et al. 2013 15 mg/kg 1264 pg.min/mL 126.4 4154 ng/mL 0.42 9010 300 / 592
Solution min
Yeo et al. 2013 30 mg/kg 451.8 pg.min/mL 451.8 1038.1 ng/mL 1.04 120 t0 240 / 105.8
Solution min
Yeo et al. 2013 60 mg/kg 989.9 pg.min/mL 989.9 1647.3 ng/mL 1.65 12010 720 / 115.9
Solution min
. 88 pmol/kg 13.7%%
Azzolini et al. 2014 22.5 mg/kg nmol h/mL 210.7 1.5 nmol/mL 0.38 2h / 35
Piceid . . 100.6
Lv et al. 2006 50 mg/kg 52.26 pg.min/mL 52.3 0.364 ug/mL 0.36 20.83 min min /
Zhou et al. 2009 ¢ S0 mglke 55 mg.min/L 55.0 1033 ng/mL 1.03 20 min lri?ﬁz /
Zhou et al. 2009 * 100 mg/kg 87 mg.min/L 87.0 1280 ng/mL 1.28 0min 150 /
Zhou et al. 2009 ¢ 300 mg/kg 230 mg.min/L 230.0 2800 ng/mL 2.80 30 min zrflsir? /

Table 1. Chemical structures of resveratrol monomer derivatives after oral administration in rats
All the studies were conducted on male rats except for 2 where the gender was not specified (<>); AUCo.sh intact
piceatannol (¥); AUCo-12n (**). Dose, AUCo.inf and Cmax values, presented in italic, were modified in mg/kg,
pg.min/mL and pg/mL, respectively.
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Pinostilbene, pterostilbene, rhapontigenin, isorhapontigenin

The following section will describe the pharmacokinetics of methylated derivatives of resveratrol.
Rhapontigenin and isorhapontigenin have one methylated group on the B cycle whereas pinostilbene and

pterostilbene have one or two methylated groups on the A cycle.
Pinostilbene

The pharmacokinetic of pinostilbene was studied in rats after intravenous (5—10 mg/kg) and oral (50 mg/
kg) administrations. The bioavailability was very low (1.87%), the Cmax was estimated to be 89.1 ng/mL and was
reached from 15 to 240 min. Pinostilbene exhibited a low Vd (0.808 L/kg) and a high clearance from blood (0.107
L/min/kg) after 10 mg/kg intravenous administration. These values highlighted a very rapid elimination of
pinostilbene, which could be due to metabolic instability. Unfortunately, the metabolites of pinostilbene were not
described (Chen et al. 2016a).

Pterostilbene

Pterostilbene pharmacokinetic profile was studied in vivo in rats following intravenous administration of
20 mg/kg. The authors measured an apparent VVd of 2.41 L/kg, a half-life time of 1.73 h and a total CL of 0.960
L/h/kg (Remsberg et al. 2008). Likewise, Lin et al. (2009) found similar results, a VVd of 1.2 L/kg, a half-life time
of 1.61 h, and a total clearance of 2.2 L/h/kg after 10 mg/kg intravenous administration. Kapetanovic et al. (2011)
proceeded to an intravenous administration of 11.2 mg/kg and measured a higher VVd of 5.3 L/kg, a half-life time
of 2.9 h, and a Cl of 2.7 L/h/kg. All these data showed that pterostilbene is poorly distributed in tissue and rapidly
cleared from blood. Furthermore, oral bioavailability shows to be variable with reported values of 12.5% (Lin et
al. 2009), 35% (Azzolini et al. 2014) and 66.9% (Kapetanovic et al. 2011) and seemed to depend on the
administered dose (10, 22.5 and 56 mg/kg respectively). This dose-dependent manner was confirmed by Yeo et al.
(2013a). In this report, Yeo et al. (2013a) chose to compare resveratrol and pterostilbene pharmacokinetics in rats
at equimolar dose. They pointed out a much higher oral bioavailability and systemic exposure for pterostilbene in
comparison to resveratrol (oral bioavailability of 29.8 and 66.9% for resveratrol and pterostilbene, respectively;
AUC,.ins of 1350 and 13,700 ng.h/mL for resveratrol and pterostilbene, respectively). However, the half-life time
was much higher for resveratrol than for pterostilbene (11.8 and 1.5 h, respectively). Moreover, as a result of the
study, it appeared that a prolonged exposure to pterostilbene (14 days) did not modify the bioavailability of

pterostilbene in rats, when compared to a single administration.

Pterostilbene metabolism involved glucuronidation and sulfation, and among those pathways, sulfation
was shown to be predominant (Kapetanovic et al. 2011). The pterostilbene metabolism was confirmed by Shao et
al. (2010), who also identified other metabolites in urine in mice (Table 2). Indeed, nine metabolites were
identified, glucuronidated or sulfated conjugates, as reported above, but also mono-hydroxylated and demethylated
pterostilbene derivatives (Shao et al. 2010). In addition, it was recently shown that pterostilbene metabolism could

lead to the formation of pinostilbene as a major metabolite in the colon of mice (Sun et al. 2016).

Pterostilbene elimination seemed to occur mainly through biliary pathway since only 0.219% of the dose
is excreted in rat urine (Remsberg et al. 2008). As mentioned above, elimination is a rapid process; indeed, most

of the studies reported a half-life time ranging between 1 and 3 h and a total clearance between 1 or 3 L/h/kg.
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Rhapontigenin

Rhapontigenin pharmacokinetics were studied in vivo in rats after an intravenous administration of 10
mg/kg. Rhapontigenin presented a large VVd of 11.05 L/kg, which suggests that it was widely distributed in tissues.
The total clearance was estimated to 1.18 L/h/kg, and hepatic clearance was shown to be predominant, with a value
of 1.16 L/h/kg. Moreover, rhapontigenin plasmatic elimination rate was high with a half-life time of 3 h and the
total rhapontigenin excreted in urine represented only 1.25% of total rhapontigenin excreted. It was then suggested
that non-renal excretion, mainly biliary excretion, could be the major elimination pathway (Roupe et al. 2006). It
was also shown that rhapontigenin presented an extensive metabolism, mainly involving glucuronidation.
Moreover, the glucuronide metabolites production was confirmed by in vitro experiments using rat liver
microsomes. The rhapontigenin glucuronides were detected in urine only, and in a very reduced amount, again
suggesting that urinary route is not the main elimination pathway (Roupe et al. 2005b).

Isorhapontigenin

Some data is available for isorhapontigenin pharmacokinetics in humans (Tani et al. 2014). Healthy
volunteers received a single oral dose of 1 g Melinjo Seed Extract powder containing 2 mg/g (7.75 Imol/g) of
isorhapontigenin. The Cmax of isorhapontigenin (262 nM) was reached after 6.7 h. Monoglucuronide and

monosulfate metabolites were detected and their presence confirmed by enzymatic hydrolysis.
Arachidin-1, arachidin-3

As far as we know, no data is available for arachidin-1 and -3 absorption, distribution or elimination, but
few is available regarding their metabolism. Arachidin-1 and -3 glucuronidation was studied in vitro using
recombinant UGTs and human liver and intestine microsomes. Results showed that arachidin-1 metabolism led to
2 mono-glucuronidated metabolites. The major one is suggested to be glucuronidated at 40 position and was
obtained mainly through the activity of recombinant UGT1A7, UGT1A9, UGT1A10 and human liver microsomes,
while the minor one is suggested to be glucuronidated in position 3 and was produced mainly by the recombinant
UGT1AY7 and human intestine microsomes, and to a lesser extent by human liver microsomes. Concerning
arachidin-3, only one mono-glucuronidated metabolite was observed and the glucuronidation was suggested to
occur in the 40 position (Brents et al. 2012). Among all tested UGTs, UGT1A7 and UGT1A10, both extrahepatic

UGTs, proved to be the main contributors to the metabolism of arachidin-3.

Prenyl groups occurring in arachidin-1 and -3 increased their lipophilicity in comparison to resveratrol
and may have an impact on their absorption rate and metabolism. Indeed, the glucuronidation of arachidin-1 and
-3 was compared to the ones of resveratrol and piceatannol, and, while arachidin-1 and -3 had a similar metabolism
rate (similar Michaelis constant or Km), their metabolism was significantly slower than those of resveratrol and
piceatannol (Brents et al. 2012). This relative metabolic stability is an important factor in increasing arachidin-1

and -3 bioavailability and thus is necessary in order to ensure a biological activity.
Piceid
Piceid pharmacokinetic was studied in vivo in rats after oral dosage of 50, 100 and 300 mg/kg (Zhou et

al. 2009; Lv et al. 2006). A rapid absorption was noticed, since 10 min after administration piceid was found in all

tissues, and the highest concentrations were measured in spleen > lung > brain > testis > liver > kidney > heart.
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Then, even if oral bioavailability was not determined, one could consider that piceid is effectively absorbed
through intestinal tract, a fact that was highlighted by some in vitro results. Indeed, an in vitro study of piceid and
resveratrol cell uptakes was held by Henry et al. (2005) on Caco-2 cells monolayers. Results showed that both
stilbenes could cross the cell barrier but with a better efficiency for resveratrol than for its glycone form, piceid.
Besides, authors showed that the sodium glucose cotransporter 1 (SGLT1) was likely to be responsible of piceid
uptake into the cell, whereas piceid efflux seemed to involve multidrug-related protein 2 (MRP2/ABCC2 protein)
(Henry et al. 2005).

Regarding piceid metabolism, it was shown that piceid could undergo a deglycosylation process to form
resveratrol (Table 2). Indeed, Zhang et al. (2008) studied piceid metabolism in vivo in rats, and followed the
evolution of piceid concentration in stomach, small intestine, large intestine and caecum following an oral
administration. Results showed an occurrence of resveratrol that started from the small intestine. A low amount of
resveratrol 90 min after administration was detected in the stomach and small intestine, and the amounts of
resveratrol were far below those of piceid. Nevertheless, after 240 min post-administration, in the large intestine,
piceid and resveratrol were detected, and resveratrol amount increased to a higher level than piceid. It was
demonstrated, by using rat small intestine cell-free extracts that piceid conversion into resveratrol occurred through
a deglycosylation reaction by Lactase Phlorizin Hydrolase and Cytosolic-3-Glucosidase in intestine (Henry-Vitrac
et al. 2006).

Piceid and resveratrol (as a metabolite of piceid) are mainly metabolized by glucuronidation process.
Indeed, after an oral administration of piceid in rat, resveratrol glucuronide appeared as a major metabolite. This
metabolite appeared simultaneously with the parent molecule (piceid) and the resveratrol in the plasma. Besides,
resveratrol glucuronide was still present after 24 h and had a half-life time of 4 h whereas piceid and resveratrol
were detectable till 8 and 12 h respectively, with a half-lifetime of 1and 2 h respectively (Zhou et al. 2007). In
addition, it was shown in vivo in rat and in vitro by using human liver microsomes that piceid could also undergo
its own glucuronidation, with the formation of two monoglucuronides, namely piceid-5-O-glucuronide and piceid-
40-0O-glucuronide (Zhou et al. 2009; Henry-Vitrac et al. 2008).

In humans, piceid metabolism showed an extended inventory of conjugates. Healthy volunteers received
an in bolus dosage of 85.5 mg per 70 kg. Unlike rat metabolism for piceid, human metabolism produced sulfated
conjugates as major metabolites instead of glucuronides. In fact, seven metabolites were identified, of which
resveratrol-sulfates were the most abundant in plasma and urine. The metabolites were resveratrol-3-sulfate,
resveratrol-3,4’-disulfate, resveratrol-3,5-disulfate, resveratrol-3-glucuronide, resveratrol-4’-glucuronide and
resveratrol-C/-O conjugated diglucuronides. Among the sulfates, resveratrol-3,5-disulfate reached the highest
concentration in plasma, while among the glucuronides, the resveratrol diglucuronides reached the highest
concentration (Burkon and Somoza 2008). A correlation between UGT1Al concentration in plasma and
glucuronides metabolites production was observed. In fact, glucuronides reached their highest concentration in
plasma between 4 and 6 h, along with UGT1A1 enzyme. All these metabolites were completely eliminated 24 h
after piceid administration (Burkon and Somoza 2008). Noteworthy, piceid and resveratrol were not detected in
plasma. In urine, sulfate metabolites were also observed, and represented 15% of the administered piceid dose,
while glucuronides represented 8%. These values indicate that piceid is mainly eliminated via non urinary

pathways.
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Piceatannol (Pc) Pterostilbene Piceid
Rat Rat Rat
In vitro In vivo Kapetanovic et al. 2011 In vivo

mono-glucuronides (x2) Roupe et al. 2004
In vivo
mono-glucuronides (x2)
di-glucuronide (x2) Roupe et al. 2006
O-methyl-Pc-monoglucuronide (x3) Setoguchi et al. 2014
O-methyl-Pc-monosulfate (x1)

isorhapontgenin

rhapontigenin

Human
In vitro
Pc-3-O-glucuronide
Pc-3’-O-glucuronide Miksits et al. 2010

Pc-4’-O-glucuronide Henry-Vitrac et al. 2008

glucuronide (x1) Azzolini et al. 2014

sulfate (x1)

Mice

In vivo
glucuronide (x1) Shao et al. 2010
sulfate (x1)

mono-demethylated (x1)

mono-demethylated glucuronide (x1)

mono-demethylated sulfate (x1)

mono-hydroxylated (x1)

mono-hydroxylated glucuronide (x1)

mono-hydroxylated sulfate (x1)

mono-hydroxylated glucuronide sulfate

Resveratrol (Resv)
Resv mono-glucuronide (x1)

piceid mono-glucuronide (x1)

Human

In vitro
piceid-5-O-glucuronide
piceid-4’-O-glucuronide
In vivo

Resv-3-sulfate
Resv-3,4’-sulfate
Resv-3,5-disulfate
Resv-3-glucuronide

Resv-4’-glucuronide

Zhang et al. 2008
Zhou et al. 2007

Zhou et al. 2009

Henry-Vitrac et

al. 2008

Burkon et al.

2008

(x1)
mono-sulfates (x2) Miksits et al. 2009 Resv-2-C-B-D/4’-0O-B-D-
diglucuronide
di-sulfate (x1)
Resv-2-C-B-D/5-0-B-D-
diglucuronide
Gnetol Rhapontigenin Arachidin-1
Rat Rat Human
In vivo Remsberg et al. 2015 In vivo Roupe et al. 2005 In vitro Brents et al. 2012

glucuronide (x1)

mono-glucuronide (x1) Roupe et al. 2006

mono-glucuronides (x2)

Oxyresveratrol Isorhapontigenin Arachidin-3
Rat Human Human
In vivo In vivo In vitro Brents et al. 2012

oxyresveratrol glucuronide, Huang et al. 2010

oxydated and methylated

derivatives (x3)
dihydro-oxyresvertarol glucuronide (x2)
oxyresveratrol sulfate (x1)

dihydro-oxyresvertarol sulfate (x1)

mono-glucuronide (x1) Tani et al. 2014

mono-sulfate (x1)

Pinosylvin

Rat
In vivo Roupe et al. 2006

mono-glucuronide (x1)

mono-glucuronide (x1)

Table 2. Detected and identified metabolites of dietary resveratrol monomer derivatives in vitro and in

vivo in rats, mice and humans
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Monomers interaction with human serum albumin

The biological activities of stilbenes greatly depend on their bioavailability which is impacted by their
stability and their absorption rate. Compound interaction with proteins, and especially serum albumin in blood,
could interfere with their stability and their distribution. In this context, it is well known that stilbenes could interact
with serum albumin through hydrophilic or hydrophobic interactions (Latruffe et al. 2014). Unfortunately, the
interactions of stilbenes with proteins are poorly studied and therefore data is scarce. This data in addition to the

influence of stilbene-protein binding on cellular uptake is resumed in the following section.

In general, all stilbenes show a very high rate of protein binding with human serum albumin (HSA), with
90.7% for resveratrol, 92.81% for oxyresveratrol, and 90.86% for piceatannol which are hydroxylated monomers;
86.74% for isorhapontigenin, 93.61% for pinostilbene, and 96.09% for pterostilbene which are hydroxylated and
methoxylated derivatives. The percentage of binding seemed to increase as the number of methoxylated groups
increased. The lowest percentage of binding to HSA was observed for piceid (71.99% protein binding) which

contains a glycoside moiety (Cao et al. 2016).

Overall uptake into endothelial cells was estimated to be low, ranging from 0.79% of the initial dose for
isorhapontigenin, 1.14% for piceid, 2.85% for resveratrol, 11.81% for pinostilbene and was the highest for
pterostilbene reaching 22.84%. The percentage of uptake was a null value for oxyresveratrol and piceatannol.
Therefore, those results suggested that the percentage of uptake increased when the degree of hydroxylated groups
decreased and the number of methoxylated groups increased for the considered derivatives. In most cases
(resveratrol, isorhapontigenin, oxyresveratrol, piceid and piceatannol), the presence of serum albumin slightly
increased cellular uptake, whereas for pinostilbene and pterostilbene, the opposite effect was observed (Cao et al.
2016).

Finally, it was shown that approximately 50% of piceid metabolites, such as glucuronides and sulfates,
could also interact with plasmatic proteins. This could prevent further metabolism or modify their elimination
(Burkon and Somoza 2008).

Stilbene monomers formulation
Piceatannol

Recently, Inagaki et al. (2016) tried to enhance piceatannol uptake in vivo in rats. Piceatannol (180
pmol/kg) was complexed with a-cyclodextrin and administered to Sprague—Dawley male rats at 3 different
concentrations of a-cyclodextrin: 90, 180 and 540 pmol/kg, whereas the control form consisted in piceatannol
suspended in carboxymethyl cellulose. As a result of pharmacokinetic parameters measurements for piceatannol-
cyclodextrin complexes (with 540 pmol/kg of a-cyclodextrin), Cmax (5.3 pmol/L) was twice as high as that of the
control (2.5 pmol/L). It was also the case for the 2 other concentrations tested (Inagaki et al. 2016). Furthermore,
the Tmax for piceatannol-cyclodextrin complexes at 540 pumol/kg dosage was reduced to 0.25 h, while it was 0.50
h for the control. Likewise, Cmax of piceatannol conjugates were also increased, but not to the same degree, while

their Tmax did not significantly change when compared to control, except for O-methyl conjugates, with a Tmax
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of 1 h for the 3 concentrations (vs 4 h for the control) (Inagaki et al. 2016). Therefore, this is a promising strategy

towards a safer and more reliable administration form of piceatannol.
Pterostilbene

Yeo et al. (2013a) measured a bioavailability of 15.9% following an oral suspension dosage of 15 mg/kg,
while pterostilbene incorporated in a cyclodextrin formulation clearly increased bioavailability, that reached 59.2%
at 15 mg/kg and 115.9% at 60 mg/kg (Yeo et al. 2013a).

In a 2017 study, pterostilbene was linked to amino acids, such as isoleucine, leucine and B-alanine (for a
total of 9 new synthetized derivatives) to form prodrugs in an attempt to improve its bioavailability (Azzolini et
al. 2017). The role of these amino acids is to protect the 4’ hydroxyl function, in order to prevent high hepatic
extraction rate and metabolism following absorption. Hence, the hydroxyl moieties transformed into a carbamate
ester were linked to the N-terminus of the amino acid. After in vitro and ex vivo (in blood) evaluation of the
prodrugs stability, the authors proceeded to pharmacokinetic evaluation in vivo in rats. The rats received 22 mg/kg
by gavage. As a result of this assay, it appeared that the prodrugs containing a hydrophobic side chain as promoeity,
particularly those formed with isoleucine, leucine and valine, showed the best absorption rates, with the highest
Cmax (94, 113 and 102 uM respectively) and AUC, 24, Of total pterostilbene (1250, 1900 and 1500 pmol h/L),
while pterostilbene administered in same conditions hardly showed an AUCq_24n 0f 240 pumol.h/L (Azzolini et al.
2014). Noteworthy is the detection of a unique sulfated metabolite of pterostilbene during the study. Furthermore,
Azzolini et al. investigated the specific organ distribution improvement with the prodrug formed by isoleucine.
Encouraging results consisted in a considerable enhancement of pterostilbene AUCq.int in brain, heart, testes and
skeletal muscles, showing a two-fold increase. Enhanced absorption of the prodrug was attributed to the carboxylic
function ionization and carbamate ester bond that increased the molecule polarity and facilitated the passive
diffusion through membranes. Absorption mechanisms of the same prodrug were studied using human Caco-2 cell
monolayers, which led to confirm that both passive and active transport paths were implicated (Azzolini et al.
2017).

Pharmacokinetic of oligomeric stilbenes

Despite the large number of resveratrol oligomers and their potential interest for human health, little
information is available from literature about their pharmacokinetics. The structure of the discussed oligomers is
given in Fig. 3 and their metabolites are presented in Table 3. CAS number, PubChem CID and InChl Key for
these oligomers can be found as supplementary information.
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Figure 3. Chemical structures of resveratrol and oligomer stilbenes discussed in the review.

1: resveratrol (MW: 228.24); 2: &-viniferin (MW: 454.47); 3: e-viniferin (MW: 454.47); 4: gnetin C (MW: 454.47);
5: hopeaphenol (MW: 906.93); 6: vitisin B (MW: 906.93)

Resveratrol dimers: §-viniferin, g-viniferin and gnetin C
6-viniferin, e-viniferin

Among resveratrol dimers, some data is available for 6- and e-viniferin in vivo in rats or mice and in vitro
in rats and humans. The pharmacokinetics have been studied after oral or intravenous administrations for 6-
viniferin (Liu et al. 2014; Mao et al. 2016), and after oral, intravenous or intraperitoneal administrations for e-
viniferin (Kim et al. 2017).

The bioavailability of &-viniferin is relatively low and, depending on studies, ranges between 2.3 and
15.2% (Mao et al. 2016; Liu et al. 2014). Interestingly, the oral bioavailability of &-viniferin was not modified
when increasing dosage (14.8% at 20 mg/kg, 12.7% at 40 mg/kg and 15.2% at 80 mg/kg), suggesting that the
absorption was subjected to saturation process (Liu et al. 2014). For e-viniferin, the oral bioavailability was
reported to be weaker, with only 0.77% after an oral dosage of 40 mg/kg (Kim et al. 2017). This low bioavailability
for &-viniferin and extremely low for e-viniferin could be explained by a poor absorption and an extensive

metabolism. Indeed, an in vitro study of e-viniferin absorption by Caco-2 cells was conducted by Willenberg et al.
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(2015). Results showed that, unlike resveratrol in same conditions, e-viniferin did not cross the Caco-2 monolayer,
since it was not detected on the basolateral side of the cells. The study concluded that e-viniferin could hardly be
absorbed in human intestine. Nevertheless, 16% of the added amount of e-viniferin was found bound to the Caco-
2 cell surfaces or in the cells. More research is then needed in order to identify the potential impact of e-viniferin

on the human intestine surface (Willenberg et al. 2015).

According to Liu et al. (2014), with an oral administration of 80 mg/kg of &-viniferin in rats, Cmax was
1406 ng/mL and occurred at Tmax of 42.5 min, with an AUCq_ins 0f 186 pg.min/mL and a half-life time of 29.9 h.
Mao et al. investigated &-viniferin pharmacokinetic in rats after oral administrations (70 mg/kg). The
measurements of those parameters showed that Cmax reached 399.0 pg/L with a Tmax of 1.7 h, an AUCq_ins Of
1181.9 pg.h/L and a half-life time of 4.2 h (Mao et al. 2016).

Concerning &-viniferin and e-viniferin distribution, the Vd of &-viniferin ranged between 12.2 and 24.5
L/kg (Liu et al. 2014; Mao et al. 2016) and was considerably higher than the one observed for e-viniferin which
was about 1.36 L/kg. Those observations suggest that &-viniferin is distributed in tissues, whereas e-viniferin
seemed to mainly remain in the blood compartment. This observation was corroborated by a slow clearance of &-
viniferin (half-life time values comprised between 4.3 and 5.8 h, and between 4.2 and 29.9 h, after intravenous and
oral administrations respectively) as compared to the one of e-viniferin (half-life time values of 1.92, 2.1 and 3.4

h after intravenous, intraperitoneal and oral administrations, respectively).

In vivo, after oral administration, 8-viniferin is rapidly metabolized. One glucuronidated and one sulfated
metabolites have been identified by a LC—MS specific method, which was confirmed by the enhancement of the
&-viniferin concentration after hydrolysis of the samples with b-glucuronidase or sulfatase. Those metabolites
appeared in plasma samples within 5 min, and their concentrations exceeded that of the parent molecule after 10
min. Moreover, the AUCqins Of glucuronidated and sulfated metabolites reached 18,758.3 and 3303.2 ug.h/L
respectively in rats. These values are significantly greater than the 8-viniferin AUCo_ins (1181.9 pg.h/L). The two
metabolites are rapidly cleared from blood with a half-life time of 7.3 and 9.5 h for glucuronide and sulfate
respectively after oral administration. Their apparent VVd (6.6 and 5.4 L/kg for the glucuronide and sulfate,
respectively) suggested that they are distributed into tissues, but to a lesser extent than the parent molecule. &-
viniferin is mainly excreted via the feces in unchanged form (60.3%), whereas only 0.003% of the initially
administered dose was found in urine (Mao et al. 2016). Interestingly, authors observed two significant peaks (at
2 h and approximately between 4.5 and 6 h after administration) of &-viniferin concentration in blood samples on
the concentration-time curve, and suggested that this was due to enterohepatic re-circulation, as it was already

observed previously for resveratrol (Marier et al. 2002).

Concerning e-viniferin metabolism, although a very small amount of e-viniferin is absorbed by Caco-2
cells, Willenberg et al. observed that e-viniferin amount in cell fractions did not increase after conjugate hydrolysis
assay, suggesting that e-viniferin was neither glucuronidated nor sulfated by Caco-2 cells, after 6 h of incubation
(Willenberg et al. 2015). In a recent study, the metabolic profile of e-viniferin was described in vitro in rats and
humans (Courtois et al. 2017). Glucuronides and sulfates derivatives of e-viniferin were first obtained by chemical

hemi-synthesis and fully characterized by UPLC-MS and NMR spectroscopy. After incubation of e-viniferin with
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rat or human S9 liver fractions, four glucuronidated and four sulfated conjugates were formed. In both species, -
viniferin was subjected to an intense metabolism as 70 to 80% of the molecule was converted to glucuronides
and/or sulfates. In humans, three major metabolites (two glucuronides and one sulfate) were observed, whereas
only one major glucuronide was observed in rats (Table 3). This observation suggests that some interspecies
differences exist since glucuronidation is predominating in rats and both glucuronidation and sulfation are involved
in humans. In a precedent in vitro study, Willenberg et al. (2015) observed a high glucuronidation rate with rat
liver microsomes, reaching 85% of total e-viniferin, while it reached 46% with human liver microsomes

(Willenberg et al. 2015).

As described above, the overall oral bioavailability of both isomers of viniferin is low, and this could be
explained in part by their intense hepatic metabolism. In addition, metabolism arising from extrahepatic tissues,
and especially the involvement of the gut microorganisms and intestinal epithelium should not be overlooked. This

extensive metabolism also raises the unresolved question of the biological activity of the two dimers.
Gnetin C

Gnetin C and its glucosides (gnemonosides A, C and D) pharmacokinetic profiles were studied in vivo in
humans. Tani et al. (2014) investigated absorption rate and metabolism of this compound through Melinjo Seed
Extract powder after single and repeated oral administrations. Gnetin C occurred at a concentration of 28 mg/g in
Melinjo Seed Extract powder, and the content of the total three glucosides reached 167 mg/g. For single dose
evaluation, healthy volunteers received 1 g of Melinjo Seed Extract powder. Concerning absorption, results for
gnetin C showed a Cmax of 143 nM at 16.6 h (Tmax) and an AUCq gen 0Of 6977 nmol.h/L (Tani et al. 2014).
Although gnetin C glucosides such as gnemonosides A, C and D were present in MSE powder, they were absent

in plasma, which led Tani et al. to suggest that they were deglycosylated into gnetin C and then absorbed.

Concerning metabolism, two gnetin C metabolites, both being monoglucuronidated, were detected
through UPLC-MS/MS and enzyme hydrolysis (Tani et al. 2014). One of the metabolites was quantified and
showed a Cmax of 77.9 nM at 10.4 h (Tmax) with an AUCg_gen 0f 2511 nmol.h/L. Noteworthy is the persistence
of gnetin C in plasma, being detected after 96 h of dose administration of Melinjo Seed Extract powder. Tani et
al. suggested that this prolonged presence confirms the gradual deglycosylation of gnetin C glucosides by intestine

bacterial flora before being absorbed under gnetin C form.
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O-viniferin

Rat
In vivo
mono-glucuronide (x1) Mao et al. 2016

mono-sulfate (x1)

e-viniferin

Rat

In vitro

mono-glucuronides (x4) : G1, G2, G3 and G4 Courtois et al. 2017
mono-sulfates (x4) : S1, S2, S3 and S4

G1: R=0Glu; R,=R;=R,=OH e

G2: R,=0Glu; R;=R;=R,=OH O
x
G3: R3=0Glu; R;=R,=R,=OH

G4: R=0Glu; R,=R,=Rs=OH " O Q

S1: R;=0S0,0H; R;=R;=Rs=0OH R w,
S2: R,=0SO,0H; R;=R;=R,=OH
S3: R;3=0S0,0H; R;=R,=R,=0OH
S4: R,=0SO0,0H; R;=R,=R;=OH
Courtois et al. 2017
Human
In vitro
mono-glucuronides (x4) : G1, G2, G3 and G4
mono-sulfates (x2) : S1 and S2
G1: R=0Glu; R=R;=R4=0OH
G2: R,=0Glu; R;=R;=R,=OH
G3: R3=0Glu; R;=R,=R4=0OH
G4: R&=0Glu; R;=R,=R;=0OH
S1: R=0SO,0H; R,=R;=R,=OH

S2: R220502OH, R 1 :R3:R4:OH

Gnetin C

Human
Invivo Tani et al. 2014

mono-glucuronides (x2)

Table 3. Detected and identified metabolites of dietary resveratrol oligomer derivatives in vitro and in vivo

in rats and humans
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Resveratrol tetramers: vitisin B and hopeaphenol
Vitisin B

The pharmacokinetic study of vitisin B was conducted after oral (250 mg/kg), intravenous (0.5 and 1

mg/kg) and intraperitoneal administrations (5, 10 and 25 mg/ kg) in rats (Choi et al. 2015).

Following oral administration, no vitisin B could be found in blood samples of treated rats. After
intravenous administration, vitisin B (1 mg/kg) was rapidly cleared from blood with a half-life time of
approximately 30 min. The Vd was about 94.7 mL/kg indicating that this tetramer was not widely distributed into
tissues. Unfortunately, no data is available about its metabolism and its specific distribution into tissues. After
intravenous administration, no vitisin B was found in urine samples suggesting that most of the molecule is

excreted by hepatic route.

After intraperitoneal administration, the Tmax was reached at 240-360 min, and the half-life time was
significantly longer (between 435 and 501 min) than the one observed after intravenous route (26.1 min). AUCo-
infand Cmax increased in a dose-dependent manner, with 142, 284 and 352 pg.min/mL and 0.197, 0.424 and 0.600
pg/mL for 5, 10 and 25 mg/kg, respectively (Choi et al. 2015).

Hopeaphenol

For hopeaphenol, another resveratrol tetramer, even less data is available since only in vitro studies were
performed. In order to estimate its intestinal absorption, a Caco-2 cells transwell system was used. After apical
exposure to cells monolayers, no hopeaphenol was detected in the basolateral chamber. Willenberg et al. (2015)
concluded that hopeaphenol is hardly absorbed by Caco-2 cells and consequently by human intestine. This result
indicates that this resveratrol tetramer could not cross intestinal barrier in an in vitro model. Nevertheless, a
significant amount of the added dose of hopeaphenol was recovered into Caco-2 cells indicating that this compound
is able to penetrate the cells. This observation deserves to be studied in order to identify any potential
pharmacological effect of hopeaphenol on the human intestine surface. Besides, after conjugates cleavage in cell
fractions, the hopeaphenol amount did not increase, suggesting that hopeaphenol is highly stable and non-
metabolized by Caco-2 glucuronosyl- and sulfo-transferases (Willenberg et al. 2015). It was also reported that
hopeaphenol was not metabolized neither by human nor by rat liver microsomes (Willenberg et al. 2012), while
under the same conditions, resveratrol and e-viniferin were highly glucuronidated. This result points out the
stability of hopeaphenol structure, which could have a positive impact on its bioavailability later on, since high
glucuronidation is a main cause of poor stilbene bioavailability. Hopeaphenol conjugation is yet to be investigated

in vivo in order to confirm this particularity.
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Figure 4. Graphic representation of AUCo.int Of different stilbenes after oral administration at
concentration ranging between 40 and 50 mg/kg in rats. The values of AUCo-inf were taken from the

references mentioned in the review.

General conclusion

Main sources of stilbenes in human diet are represented by wine and plants that could be consumed as food or for
medicinal usage all over the world. Stilbenes can be found in a low amount in grapes and grapes juice, and in an
extremely low amount in nuts and berries. As the amount of stilbenes may differ from source to source, the
consumption rate differs too among individuals, therefore information about their total intake are scarce and
difficult to estimate. Nevertheless, some studies pointed out that it could be ranged between 0.5 and 4

mg/person/day.

Bioavailability of stilbenes is extremely different from molecule to molecule. Some monomers are
bioavailable whereas oligomers presented a very low bioavailability. Correspondingly, it seemed obvious that
when the degree of oligomerization increased, bioavailability decreased. Indeed, among oligomers, it was reported
that vitisin B, a resveratrol tetramer, could not reach systemic blood circulation after an oral administration, which
was not the case for resveratrol dimers like viniferin. The calculated bioavailability values of gnetol, oxyresveratrol
and pinostilbene are inferior to 20% and indicate a small fraction reaching systemic circulation. To the best of our
knowledge, the bioavailability of piceatannol and piceid was not reported in the literature. Nevertheless, their
respective AUCq_inf are in the same order of magnitude than the ones of gnetol, oxyresveratrol or pinostilbene,
which suggest that these molecules are poorly bioavailable (Fig. 4). The highest calculated bioavailability value
was observed with pterostilbene. In fact, pterostilbene bioavailability reached a very high percentage with oral

doses greater than 50 mg/kg (>60%). Authors suggested this high bioavailability was related to its structure, and
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more precisely to the presence of only one para-hydroxyl group on cycle B and of the dimethoxy pattern on cycle

A that enhance its metabolic stability in addition to its liposolubility.

A large body of literature reported the potential health benefit of those monomers and oligomers
structurally related to resveratrol since they present many interesting biological activities. It should not be forgotten
that some of those biological activities could be due to artifacts or interferences with the bioassay, as it was already
reported for curcumin. This feature led to the classification of those types of compounds as pan assay interference

compounds (PAINS) or invalid metabolic panaceas (IMPS) (Nelson et al. 2017).

Considering the potential health benefit of monomers or oligomers structurally related to resveratrol, one
could hypothesize that non-bioavailable oligomers could exert a local beneficial action in the intestine, whereas
monomer could exert a systemic beneficial action upon absorption and delivery to target tissues. This relatively

low bioavailability is generally related to a low absorption in addition to an extensive metabolism.

Absorption is the first step for the stilbenes to reach blood circulation before they exert their
pharmacological actions. There is a high variability of the absorption rate and the velocity, which seem to greatly
depend on the presence of chemical structure substituents and on the degree of oligomerization of the stilbenes. In
fact, the absorption studies conducted on in vitro cell cultures show clearly that stilbene monomers have a better

absorption rate when compared to oligomers.

Another point that limits the bioavailability of stilbenes is their high metabolism. Most of the studies
reported that stilbene monomers or oligomers are subjected to an intense and complex metabolism in the liver and
in the intestine. This metabolism mostly involves glucuronidation and sulfation reactions. For some cases, as for
piceatannol and oxyresveratrol, methylation reactions have also been reported. Glucuronidation seemed to occur
mainly in rats whereas sulfation occurred in humans. This difference has to be considered in further investigations
since most of the studies are performed in rats or mice and therefore could lead to misinterpretation and thus make
it difficult to extrapolate some results to humans. Moreover, only few studies aimed to identify the exact chemical

structure of the produced metabolites.

An interesting point is that during their metabolism, some stilbene derivatives could form other naturally
occurring stilbenes. This was observed for instance during piceatannol metabolism which can lead to the formation
of isorhapontigenin, during piceid metabolism which leads to the formation of resveratrol after deglycosylation
process, and during oxidative metabolism of pinosylvin which also leads to resveratrol. Therefore, some stilbenes

can exhibit additional biological function due to their active metabolites.

Different authors suggest that some stilbene monomers (oxyresveratrol) as well as oligomers (8-viniferin)
undergo an enterohepatic recirculation. This fact could maintain the plasmatic concentration of these molecules at
a certain level, and influence their metabolism rate. In order to investigate the impact of this recirculation on

different stilbenes pharmacokinetics, it would be interesting to study their presence in bile.

To exert their biological actions, stilbene derivatives have to be distributed in their target tissue after
absorption. It was noticed that stilbene monomers presented a higher \VVd than stilbene oligomers, suggesting that
monomers are better distributed from blood to tissues than oligomers. This feature is in accordance with the higher

absorption rate of monomers in comparison with oligomers as described above. Unfortunately, no data is available
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for tissue distribution of those stilbene derivatives, except for pterostilbene. Indeed, Azzolini et al. (2014) reported
the presence of pterostilbene and its metabolites in liver, kidneys, lungs, brain, heart, skeletal muscles and testis.
Moreover, the same research group found pterostilbene and its metabolites in adipose tissue of mice after oral

administration of lipid-mimetic prodrugs of pterostilbene (Mattarei et al. 2017).

Even if the biological activities of monomers or oligomers structurally related to resveratrol are well
described and promising, an enhanced bioavailability, if it remains safety and efficacy, is prerequisites for their
potential health benefits. The overall reported bioavailability of stilbenes is mostly low due primarily to their poor
absorption and their significant metabolism but could also be modified by the alimentary bolus or gastro-intestinal
degradation. Nevertheless, one could not discard that the biological activities of metabolites could be more active
than the parent molecules which is a common phenomenon in pharmacology. In this context, we believe that
further research is needed for the synthesis and the description of the active metabolites, in addition to the
description of further pharmacokinetic parameters that are still lacking, and which are essential for a therapeutic

use in human.
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4. Hémisynthese des stilbénes

L’hémisynthése consiste a synthétiser chimiquement une molécule & partir d’un composé naturel
provenant d’un organisme vivant, notamment des plantes dans la plupart des cas, ou d’autres sources
naturelles. Le recours a I’hémisynthése est souvent nécessaire pour obtenir des molécules retrouvées en
faible quantit¢ dans la nature, ou dont 1’obtention par les moyens naturels est difficile ou non
transposable a 1’échelle industrielle. Elle est également pratiquée pour des raisons économiques, la
synthése chimique de certains composés étant souvent moins colteuse que I’extraction a partir de
sources naturelles. Enfin, I’hémisynthése permet d’obtenir de nouveaux composés introuvables a 1’état
naturel. Cette technique trouve toute son importance dans le domaine pharmaceutique, pour la synthése
de principes actifs d’origine naturelle. L’hémisynthése du taxol en est un exemple phare : alcaloide
anticancéreux isolé a partir de I’écorce de Taxus brevifolia (if du Pacifique), son usage a été vite
confronté a un manque d’approvisionnement (Kingston, 2007). L’écorce étant une partie végétative
pérenne et indispensable a la survie de I’arbre, la prélever impliquait la perte du spécimen, la nécessité
de le remplacer par un nouveau plant et d’attendre plusieurs années avant d’avoir une quantité d’écorces
suffisante. S’ajoute a cela la faible teneur du composé dans 1’écorce. Les essais d’hémisynthése débutent
alors et c’est en France que les résultats les plus prometteurs sont obtenus. A partir de la 10-
désacétylbaccatine Il extraite des aiguilles de Taxus baccata (if européen), des analogues du taxol sont
obtenus par estérification et oxyamination aprés réaction avec 1’acide cinnamique (Denis et al., 1988).
Cette hémisynthese a également permis d’obtenir un nouveau composé encore plus actif que le taxol, le
taxotéere (Guéritte-Voegelein et al., 1986) (Earhart, 1999). Ces protocoles d’hémisynthése sont d’ailleurs

toujours en cours d’utilisation pour la production de ces alcaloides anticancéreux.

Outre ce role primordial que joue I’hémisynthése en santé humaine, elle est également un outil efficace
pour I’exploration des composés naturels et leur identification. En mimant certaines réactions survenant
lors de la biosynthése des métabolites secondaires dans la nature, les chercheurs sont parvenus a établir
les liens entre les différentes molécules et a élucider les réactions de biosynthese régissant leur
production. De plus, I’hémisynthése et la caractérisation de certaines molécules non encore identifiées
dans la nature permet de procéder a leur identification et a leur isolement dans les organismes ou elles
pourraient potentiellement étre produites. Cela dit, les paragraphes suivants porteront principalement

sur I’état de I’art et les avancées concernant I’hémisynthése des stilbénes.
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4.1. Peroxydation enzymatique

4.1.1. Peroxydases de raifort et du soja

Les premiers essais d’hémisynthése conduits sur les stilbénes, notamment le resvératrol et 1’e-viniférine,
ont été effectués par voie enzymatique, dans le but de valider le réle de ces deux molécules comme
précurseurs des autres stilbénes oligomériques formés par couplage oxydatif. Les essais se sont d’abord
concentrés sur le resvératrol dans le but de prouver sa dimérisation en e-viniférine. Cette réaction
d’oxydation du resvératrol par le peroxyde d’hydrogéne est catalysée par la peroxydase de raifort (HRP,
de I’anglais Horseadish peroxidase) (Rappoport, 2004). Cependant, les premiers essais n’ont pas permis
la synthése de 1’e-viniférine, mais celle de deux autres dimeres contenant un noyau dihydrobenzofurane,
dont la 8-viniférine, avec des rendements compris entre 41 et 73% (Langcake and J. Pryce, 1977).
D’autres travaux de mise au point impliquant la HRP parviennent également a produire la §-viniférine
avec un rendement remarquable de 89% a pH 8 (Li et al., 2012). Ce rendement est le résultat d’une
optimisation du pH de la réaction enzymatique, qui s’avere étre un moyen de contrdle efficace de la
régio-sélectivité du couplage oxydatif. Alors qu’a pH 8, c’est la &-viniférine qui est presque
exclusivement obtenue, a pH 6 on observe majoritairement la formation des léachianols F/G, et du
pallidol a pH 4. Dans une autre étude, I’utilisation d’une autre enzyme, la peroxydase du soja, dans de
1’éthanol, conduit non seulement a la formation de la &-viniférine, mais également du pallidol, des
guadrangularines B et C et des léachianols F et G, avec des rendements compris entre 5 et 12% pour

chaque composé (Takaya et al., 2005).

Pour obtenir 1’e-viniférine par voie enzymatique a partir du resvératrol, c’est une autre enzyme, une
stilbene-oxydase semblable a la laccase de B. cinerea, qui s’est montrée trés efficace, avec un rendement
supérieur a 90% (Pezet, 1998). Les raisons de cette régio-sélectivité spécifique restent a préciser, étant
donné que les autres enzymes dimérisant le resvératrol catalysent le couplage 3 — 8’ donnant la &-

viniférine.

Par la suite, des travaux ont tenté de valider le role de précurseur de 1’e-viniférine dans la biosynthése
des oligomeres de haut poids moléculaire. Dans des conditions similaires a celles décrites pour le
resvératrol, le couplage de I’e-viniférine a permis la production de plusieurs tétraméres selon différents
couplages : un couplage 3 — 8’ qui a produit les vitisines B et C (6 et 3% respectivement), et un couplage
8 — 8 qui a produit I’hopéaphénol et 1’isohopéaphénol (9 et 1% respectivement). Ces réactions
enzymatiques sont assez rapides (15 minutes) et se font a température ambiante (Takaya et al., 2002).
Ainsi, le couplage oxydatif de 1’e-viniférine et du resvératrol sous 1’action de la HRP, produit les

resviniférines A et B, deux trimeres, dans un mélange eau/acétone (Wilkens et al., 2010). Dans une autre
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étude, cette méme réaction produit le miyabénol C et la gnétine H, également avec des rendements
faibles de 3,4 et 3,3%, respectivement (Jiang et al., 2012).

Le principal mécanisme réactionnel proposé repose sur la déshydrogénation du resvératrol et de I’e-
viniférine catalysée par 1’enzyme. Ces composés subissent alors différents réarrangements pour former
des radicaux capables de réagir entre eux par I’intermédiaire de couplages, aboutissant aux divers
dimeres et triméres obtenus, comme pour la voie de biosynthése des stilbeénes (Zhang et al., 2017). Ces
travaux ont permis une meilleure compréhension des mécanismes de biosynthése des oligomeéres dérives

du resvératrol et de souligner I’importance du role de I’e-viniférine.

4.1.2. Utilisation du sécrétome enzymatique de Botrytis cinerea

Comme évoqué précédemment, B. cinerea est capable d’oligomériser le resvératrol auquel il est exposé
dans la baie de raisin. Ce couplage oxydatif du resvératrol, assuré par les stilbéne-oxydases et laccases
de B. cinerea, serait un moyen de contrer 1’action inhibitrice du resvératrol sur le développement du
champignon. Les essais in vitro ont permis d’identifier trois nouveaux diméres, produits sous 1’action
oxydative de B. cinerea: restrytisol A, B et C; trois autres diméres ont été également produits : 6-
viniférine, léachianol F et pallidol (Cichewicz et al., 2000). Ces dimeéres sont formés selon le couplage
8 — 8, sauf pour la &-viniférine (3 — 8”). Cependant, la 3-viniférine est I’un des stilbénes antifongiques
les plus puissants, et sa production a nécessairement un effet inhibiteur sur le champignon et remettrait
en cause |’effet protecteur de cette oxydation du resvératrol. L’une des hypothéses proposées évoque
I’existence d’étapes supplémentaires dans ce métabolisme fongique des stilbénes dont le but est de

neutraliser les oligoméres formés pour protéger le champignon.

Récemment, le sécrétome de B. cinerea a permis 1’hémisyntheése de plusieurs diméres du resvératrol et
du ptérostilbéne. La réaction enzymatique était totale au bout de 5 heures. En plus des diméres évoqués
dans les études précédentes, cing nouveaux dimeres issus du ptérostilbéne, ainsi que le léachianol G et
six nouveaux diméres hybrides du resvératrol et du ptérostilbéne, ont été obtenus. L’hémisynthese de

ces diméres a mis en jeu trois modes de couplage différents : 3-8, 8 — 8’ et 8 —4” (Gindro et al., 2017).

4.2. Couplage oxydatif des stilbenes catalysé par les sels de métaux

4.2.1. Hémisynthése de I’e-viniférine a partir du resvératrol

L’utilisation des sels de métaux pour 1’oxydation des phénols est apparue par la suite et s’est avérée étre
un moyen relativement efficace. Cependant la nécessité d’utiliser une quantité steechiométrique lors des
réactions reste le facteur limitant dans 1’utilisation a 1’échelle industrielle de cette voie d’hémisynthése.
Le chlorure de fer (FeCls) a été longtemps utilisé pour oxyder les phénols. Cette oxydation par le Fe
(1) passe par la formation d’un radical phénoxyle, suite a un transfert unique d’électron du phénol vers

le métal et la perte d’un H*. La formation de ce radical rend donc possible le couplage de type C — C
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nécessaire pour la formation d’oligomeres du resvératrol. Ces réactions d’oxydation des phénols
nécessitent souvent une quantité de sels de métaux supérieure a la quantité équimolaire, et se font dans
un solvant. Cependant, certaines réactions menées dans des milieux solides se sont déroulées plus
rapidement qu’en milieu liquide, tout en donnant de meilleurs rendements (Rappoport, 2004). Cette
amélioration du rendement est prouvée pour le chlorure de fer hexahydraté (FeCls.6H20) utilisé pour le
couplage oxydatif des phénols en milieu solide, sans utilisation de solvant, a condition de chauffer le
milieu réactionnel a 50°C, ce qui permet le déroulement de la réaction en deux heures, contre une durée
de plusieurs jours a température ambiante. L’agitation n’est pas un facteur d’amélioration du rendement
dans ce cas (Toda et al., 1989). Obtenir I’e-viniférine par oxydation du resvératrol fut I’'un des premiers
objectifs des travaux retrouves dans la littérature. Cependant, le recours aux sels de métaux n’a pas
permis d’augmenter les rendements en e-viniférine, qui étaient bien plus bas que ceux observeés avec les
réactions enzymatiques. L utilisation du nitrate de thallium (III) TI(NO3)s, dans le méthanol, a permis
de produire de 1I’e-viniférine avec un rendement de 30% (Takaya et al., 2005). Le couplage oxydatif du
resvératrol en e-viniférine peut aussi s’effectuer en utilisant le chlorure de Fer sous sa forme

hexahydratée (FeCls.6H.0) dans le méthanol, avec un faible rendement de 13,5% (Zhang et al., 2017).

4.2.2. Hémisynthese de la é-viniférine a partir du resvératrol

A Dinstar des réactions enzymatiques abordées plus tot, la plupart des essais de dimérisation du
resvératrol en utilisant des sels de métaux ont conduit a la formation de la &-viniférine, souvent
exclusivement, avec des rendements trés satisfaisants, traduisant parfois une conversion presque totale
du resvératrol. Parmi les sels de métaux utilisés, le sulfate de cuivre est le moins efficace, avec un
rendement de 16% (Fan et al., 2009). Cependant, des rendements supérieurs a 80% sont observés avec
I’acétate d’argent (AcOAg) (Figure 10), I’oxyde de manganése (MnQOy) et le FeCls (Sako et al., 2004)
(Takaya et al., 2005). A partir de ces différents travaux, il a été établi que le sel de métal et le solvant
utilisés pour effectuer la réaction conditionnent indéniablement le rendement de la réaction, sa vitesse
ainsi que la nature des produits formés. Enfin, I’hémisynthése de la &-viniférine a également été
effectuée en utilisant des réactifs organiques comme le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) avec un
faible rendement de 18% (Wang et al., 1999), ou par des réactions photochimiques catalysées par le
nitrure de carbone graphitique donnant un rendement élevé de 85% (Song et al., 2014).
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Figure 10. Couplage oxydatif du resvératrol catalysé par ’acétate d’argent. D’apres Sako et al., 2004,

modifié.

4.2.3. Orientation des réactions de couplage pour I’obtention de nouveaux
oligoméres
Bien que I’obtention de 1’e-viniférine via le couplage oxydatif in vitro du resvératrol ait toujours été
I’objectif principal de la plupart des travaux publiés dans la littérature, en vue de 1’utiliser comme
précurseur pour la production de tétraméres plus complexes, elle n’a jamais été le produit majoritaire de
ces réactions, qu’elles soient enzymatiques ou chimiques. Un autre dimére, la 3-viniférine, se trouve
souvent étre le produit majoritaire de ces réactions. La formation de la &-viniférine est le résultat du
couplage en positions 3 — 8’ de deux molécules de resvératrol (Keylor et al., 2015). Un des moyens pour
controler la régio-sélectivité des réactions de couplage oxydatif par les métaux serait de faire varier le
solvant et/ou le métal utilisés. En effet, les travaux de Velu et al. (2008) ont permis de montrer que pour
un méme sel de métal utilisé, les produits d’oxydation varient selon le solvant du milieu réactionnel.
Ainsi, I’oxydation du ptérostilbéne par FeCls dans du dichlorométane (CH.Cl,) produit du pallidol
méthylé et de I’ampélopsine F, alors que mener la méme réaction dans un mélange de CH2Cl,/Méthanol
produit le tricuspidatol méthylé (Velu et al., 2008). Un autre moyen pour remédier au manque de
sélectivité des réactions de couplage serait de protéger certains groupements du resvératrol pour

modifier ’orientation de la réaction et espérer produire de nouveaux dimeéres. Le resvératrol peut
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également étre protégé par des groupements tert-butyl plus encombrants orientant la réaction vers un
couplage 8 — 8’. Dans ce cas, le couplage oxydatif du resvératrol par des oxydants métalliques permet
la production de trois dimeres différents (Li et al., 2010), selon le métal et le solvant utilisés, aprés
déprotection des dimeres intermédiaires obtenus. Ainsi 1’action oxydante de dérivés de I’argent ou du
manganése sur le resvératrol conduit a la quadrangularine A, avec un rendement plus élevé dans le
dichlorométhane (CH.Cl) qu’avec un mélange benzéne-acétone. Par contre, I’oxydation du resvératrol
avec le FeCl3.6H.0 dans le mélange benzéne-acétone et le CH2Cl; conduit au pallidol et a I’ampélopsine
F, respectivement (Li et al., 2010). Dans ce travail, la protection des groupements du resvératrol ainsi
gue le choix du solvant et du métal sont autant de facteurs de contrdle de la réaction de couplage
oxydatif. Pour conclure sur ces différents travaux, selon le dimere souhaité, il s’agira de choisir le couple
métal/solvant optimal, tout en prenant en compte la protection de la molécule de départ capable

d’orienter la réaction dans le sens désiré.

La syntheése totale d’oligomeres du resvératrol, comme la quadrangularine A ou le pallidol, est

également attestée dans la littérature (Matsuura et al., 2015) mais ne sera pas abordée dans ce travail.
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A I’issue de cet exposé de 1’¢tat de 1’art sur les stilbénes de la vigne et du vin, les objectifs de cette thése

peuvent étre énoncés comme suit :

1. Mettre au point I’hémisynthése d’oligomeres de stilbenes de la vigne et du vin
2. Valoriser ces oligomeres dans le domaine phytosanitaire : lutte contre les maladies de la vigne
3. Etudier la présence de ces composes dans le vin

Le premier objectif représente le fondement de ce travail, et consiste a optimiser et développer des
réactions rapides et efficaces d’hémisynthése de stilbénes de la vigne & haut poids moléculaire. En effet,
les stilbénes a structure oligomérique semblent exercer une activité biologique plus élevée, notamment
dans la lutte contre les maladies fongiques de la vigne. Cependant, leurs teneurs sont relativement faibles
dans la vigne, souvent plus riche en monoméres comme le resvératrol, et en diméres comme 1’e-
viniférine, surtout au niveau des sarments. Il s’agira donc de produire des oligomeéres a partir de
constituants que sont le resvératrol et I’e-viniférine, en appliquant des réactions de couplage oxydatif en
présence de sels de métaux. En variant les conditions réactionnelles et les réactifs, ce travail vise a

produire divers oligomeres potentiellement valorisables en santé végétale et en santé humaine.

Le deuxieme objectif consiste a valoriser certains des oligoméres obtenus dans le but d’identifier des
composés ou des mélanges de composeés a forte activité antimicrobienne et antifongique contre deux
agents pathogéenes majeurs de la vigne, Plasmopara viticola et Botrytis cinerea. En cas d’efficacité, ces
travaux pourraient contribuer a la production d’alternatives aux pesticides chimiques, dans le contexte
actuel de limitation des intrants chimiques en viticulture. Ainsi, leur activité inhibitrice de la sporulation

de P. viticola et du développement mycélien de B. cinerea sera testée in vitro.

Le troisiéme objectif s’intéresse aux stilbeénes du vin, et vise a comprendre le devenir de ces composés
dans certaines conditions d’élaboration, de conservation et d’élevage du vin. En se basant sur le couplage
oxydatif du resvératrol effectué lors de la réaction d’hémisynthése, la transformation oxydative du
resvératrol dans le vin sera étudiée, dans le but de prouver sa faisabilité dans des conditions naturelles,
et d’identifier les oligoméres qui peuvent en découler. Une fois ces stilbénes obtenus, leur effet sur la
santé sera évalué in vitro, notamment en termes d’activité anti-inflammatoire, pour déterminer I’impact
de leur formation sur le potentiel d’activité des stilbénes du vin, connus pour leurs effets bénéfiques en

santé humaine.
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Chapitre | : Production d’un extrait enrichi en
stilbenes oligomeérigues par hemisynthese pour
une application phytosanitaire

1. Stratégie

Les études menées & ce jour sur le potentiel antimicrobien et antifongique des stilbénes de la vigne
affirment que les oligoméres du resvératrol, notamment des diméres comme la 3-viniférine et plusieurs
tétraméres, sont les composés ayant la plus forte activité (Pezet et al., 2003) (Schnee et al., 2013). Ces
formes a degré d’oligomérisation supérieur se concentrent souvent dans les parties pérennes de la vigne,
a savoir le cep et les racines (Gabaston et al., 2017). Les sarments, bien que disponibles annuellement
en grande quantité suite a la taille d’hiver des vignes, sont plutét riches en resvératrol et e-viniférine,
composés moins actifs (Adrian et al., 1997) (Schnee et al., 2013). D’autre part, 1’hémisynthése
d’oligoméres du resvératrol et de 1’e-viniférine en utilisant des métaux est documentée depuis plusieurs
années dans la littérature, avec des taux de réussite variables suivant les conditions et les objectifs établis
(Keylor et al., 2015). La régio-sélectivité variable des réactions de couplage oxydatif des stilbénes
pourrait étre mise au profit de la production rapide et efficace de stilbénes présents en faible quantité a
1”état naturel, obtenus selon des modes de couplage peu fréquents et surtout, ayant une plus forte activité
antifongique et antimicrobienne. En suivant ce raisonnement, 1’objectif du travail détaillé ci-aprés a été
de mettre au point et de maitriser des conditions réactionnelles du couplage oxydatif du resvératrol en
s’inspirant de travaux antérieurs. Les produits ont ét¢ identifiés et leurs activités antimicrobienne et
antifongique contre P. viticola et B. cinerea ont été évaluées. Par la suite, en se basant sur cet essai
préliminaire, il a été question de transposer les conditions du couplage oxydatifs a un extrait de sarments
de vigne, en vue de I’enrichir en stilbénes oligomériques et de produire un extrait efficace contre P.

viticola et B. cinerea.

Les conditions des réactions de couplage oxydatif, I’identification des oligomeéres obtenus et les résultats

concernant leurs activités biologiques sont discutés.
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2. Présentation des travaux

2.1. Réaction de couplage : preuve de concept et application sur ’extrait de sarments

Le premier travail effectué a consisté a maitriser et optimiser le couplage oxydatif du resvératrol en
utilisant ’acétate d’argent (AcOAg). Cette réaction préalablement établie au Japon en 2004 (Sako et al.,
2004) avait alors uniqguement produit la 8-viniférine. Le choix du resvératrol provient de son abondance
dans les sarments de vigne, de sa disponibilité sur le marché des substances chimiques et de son role
d’unité de base pour la formation des oligomeres. Quant au choix du sel métallique, il se base sur le
rendement élevé de la réaction obtenu par Sako et al. (2004), atteignant 97%. Des essais préliminaires
avec différents sels métalliques ont confirmé sa capacité a induire I’oligomérisation. De plus, la 8-
viniférine étant 1’'un des composés les plus actifs contre P. viticola, son obtention au cours de

I’enrichissement de I’extrait de sarment en oligoméres est favorable a une activité biologique importante.

Plusieurs essais ont ét¢é menés pour reproduire la réaction de couplage du resvératrol. D’abord sur de
petites quantités de resvératrol (10 mg), il a été question de varier la température de la réaction (30°C,
40°C, 50°C et 60°C). Le taux de conversion du resvératrol a 30°C a atteint 30%, avec une augmentation
d’un facteur 2 a 40°C, avant d’atteindre 100% a 50°C. Il a ainsi été décidé de mener la réaction a 50°C,
pendant une heure, durée suffisante pour permettre la conversion totale du resvératrol. En méme temps,
des changements du rapport steechiométrique de la réaction ont été menés en vue de réduire la proportion
en sel métallique. Cependant, la conversion du resvératrol n’a jamais été totale quand le rapport
steechiométrique était égal a 1, contrairement a ce qui a été observé au cours des travaux antérieurs. 1l a
fallu augmenter la proportion de I’AcOAg jusqu’a 1,5 fois pour assurer la conversion totale du
resvératrol. Concernant le choix du solvant du milieu réactionnel, le méthanol a été utilisé pour son
pouvoir solubilisant élevé sur le resvératrol et pour sa capacité a faciliter la réaction de couplage du
resvératrol, pour aboutir aux meilleurs rendements en 8-viniférine (Sako et al., 2004). Enfin, I’agitation
continue du mélange réactionnel a eu un impact décisif sur le rendement de la réaction, étant donné que
le taux de conversion du resvératrol est de 60% en optimisant le reste des conditions sans agitation, alors
qu’il atteint 100% en appliquant 1’agitation. Le volume de méthanol a été fixé a 1 mL pour 10 mg de
stilbénes, volume suffisant pour dissoudre les constituants du milieu réactionnel tout en évitant de trop
les diluer. Ainsi, la sélection des conditions optimales a permis de faire un scale-up réussi en travaillant
sur un a plusieurs grammes de resvératrol. Le méme taux de conversion du resveératrol a été conservé,
aux mémes conditions et durée de réaction. Les atomes d’argent libérés de leur forme acétate au cours
de la réaction se déposent sur les parois du ballon au cours de la réaction pour former un miroir d’argent,
ce qui facilite leur élimination. La stabilisation de ce dépot est renforcée par la centrifugation du milieu
réactionnel en vue de récupérer uniqguement le méthanol contenant les stilbenes. Trois lavages du dép6t
d’argent suivis d’une centrifugation sont ensuite effectués pour récupérer tous les stilbénes. Le mélange

réactionnel ainsi débarrassé des résidus peut étre ensuite conditionné en vue de purifier les stilbénes par
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HPLC (High Performance Liquid Chromatography) préparative. Le rendement de la §-viniférine est en
nette diminution par rapport aux travaux antérieurs (Sako et al., 2004), passant de 97% a 57%, au profit
d’autres diméres. Notons que les 4 diméres obtenus sont le résultat de trois modes de couplage différents

(détaillés dans le paragraphe suivant).

Cette diversité ainsi que 1’activité antifongique élevée du mélange réactionnel et des oligomeres obtenus
nous ont conduits & transposer cette réaction a un extrait de sarments de Cabernet Sauvignon et de
Merlot. Cet extrait est issu du vinéatrol®, extrait de sarments enrichis en stilbénes fourni par la société
ACTIchem (Montauban, France). Il a été obtenu par une extraction a I’acétate d’éthyle suivie par un
fractionnement par chromatographie de partage centrifuge (CPC). L’objectif était d’obtenir un « extrait
stilbénique pur » contenant principalement les deux composés majoritaires des sarments a savoir le
resvératrol et 1’e-viniférine. Ainsi, une fraction contenant principalement de I’e-viniférine et du
resvératrol a été produite pour y appliquer la réaction de couplage oxydatif. La fraction utilisée contient
également de la vitisine B, tétramére qui augmente son potentiel antifongique et antimicrobien de base
(Gabaston et al., 2017). Pour réaliser la réaction de couplage oxydative sur cette fraction, il a fallu
prendre en compte les proportions respectives du resvératrol et de 1’e-viniférine au sein de la fraction,
pour adapter la quantité d’acétate d’argent nécessaire pour assurer une conversion totale des deux
composes. La composition exacte en stilbénes de la fraction choisie a été déterminée par UPLC-MS
(Ultra Performance Liquid Chromatography couplée a la spectrométrie de masse). La proportion
steechiométrique d’acétate d’argent a été maintenue a 1,5 par rapport aux deux stilbénes majoritaires.
Le defi de ce second travail d’hémisynthése résidait non seulement dans la reproduction des conditions
permettant la conversion totale du resvératrol et de 1’e-viniférine conjointement en oligoméres, mais
également dans la complexité du milieu réactionnel, formé d’un mélange de plusieurs molécules,
augmentant ainsi les probabilités de couplages différents et aboutissant a un mélange complexe de
produits finaux. Ainsi, les différents essais entrepris sur 20 mg ont révélé la seule nécessité de doubler
la durée de la réaction, qui atteint alors deux heures, pour assurer la conversion totale du resvératrol et

de 1’e-viniférine.

2.2. ldentification des oligomeéres obtenus

A T’issue du couplage oxydatif du resvératrol pur, quatre diméres ont été séparés par HPLC préparative.
Le mélange réactionnel ainsi que les composeés purifiés ont été analysés par UPLC-MS, spectrométrie
de masse Q-Tof et 'H-3C NMR, en vue de déterminer leurs caractéristiques spectrales, leur masse
moléculaire exacte et leur structure chimique. Les résultats obtenus sont présentés dans la publication
« Stilbene extract produced by oxidative coupling as alternative to resveratrol against Plasmopara
viticola and Botrytis cinerea for vine treatments » au paragraphe 3 de ce chapitre. Le composé
majoritaire est la 5-viniférine, avec un rendement de 57%. Cette diminution significative du rendement

de la &-viniférine, formée par un couplage 3 — 8’ de deux molécules de resvératrol, s’est faite au profit
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de la formation de trois autres dimeres, préalablement identifiés dans la littérature (Figure 11). Parmi
ces diméres se trouvent 1’oxistilbénine A et I’oxistilbénine B, deux isoméres formés par le couplage
oxydatif C — O entre la position 8 d’un premier radical phénoxyle et la fonction para-quinone en position
4’ d’un second radical, ayant un rendement total de 32%, avec une prédominance de 1’oxistilbénine A.
Le dernier dimere, présent en petite quantité, est la parthénostilbénine B, formée selon le mode de
couplage 8 — 8, avec un rendement de 6%. La formation du mélange isomérique d’oxistilbénines A et
B est en lien direct avec I’'utilisation du méthanol comme solvant constitutif du milieu réactionnel. En
effet, au moment du couplage des deux radicaux phénoxyles issus du resvératrol, le méthanol se greffe
en position 7 du premier radical qui subit alors une O-méthylation qui se conserve lors de la cyclisation
intramoléculaire des deux radicaux couplés et la stabilisation de la molécule. Le méthanol est donc non

seulement un solvant, mais également un réactif.
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Figure 11. Différents types de couplages régio-isomériques mis en jeu lors de la réaction de couplage

oxydatif du resvératrol dans le méthanol en présence d’acétate d’argent.

En utilisant les mémes techniques de chimie analytique, la purification des différents oligomeres
produits par le couplage oxydatif de la fraction de stilbénes d’extrait de sarment, révéle la formation de
douze oligomeres différents : trois dimeres, six triméres et trois tétraméres. Les résultats obtenus ont fait
I’objet de la publication « New active stilbenes against vine pathogens from oxidative coupling of

grapevine extract » présentée dans le paragraphe 4 de ce chapitre. Parmi eux, dix composés ont été
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identifiés, dont quatre pour la premiére fois : la trans-oxistilbénine C, la trans-oxistilbénine D, la trans-
oxistilbénine E et la cis-oxistilbénine E (Figure 12). La séparation des différents oligomeres montre que
la formation de dimeres a partir du resvératrol est toujours possible, malgré le couplage qui s’effectue
entre les radicaux phénoxyles et 1’e-viniférine. Ainsi, les radicaux phénoxyles issus du resvératrol
interagissent toujours pour former la d-viniférine et les oxistilbénines A et B, comme évoqué
précédemment, et représentent 24% du total des oligoméres formés. Par contre, la parthénostilbénine B
obtenue précédemment n’a pas été isolée, soit a cause de son faible rendement, soit a cause de
I’orientation de la réaction qui favorise d’autres couplages. Quant aux triméres formés, ils sont issus de
la réaction entre le resvératrol et 1’e-viniférine selon différents modes de couplage C—-Cou C - 0O
(Figures 3 et 4). Dans le cas de la trans-oxistilbénine C, 1’e-viniférine oxydée et passée sous la forme
para-quinone méthide semble piéger le resvératrol, en position 8’, par substitution électrophile, avant
de subir une cyclisation intramoléculaire de Friedel et Crafts. Dans le cas de la resviniférine A, retrouvée
sous ses deux formes Z et E, le resvératrol et I’e-viniférine subissent un couplage oxydatif de type 3 —
8’. Quant & la trans-oxistilbénine D, elle se forme par I’attaque du resvératrol en position 8 par la forme
para-quinone méthide issue de 1’e-viniférine, soit 'inverse de ce qui est observé pour la trans-
oxistilbénine C. La cyclisation intramoléculaire est empéchée par I’O-méthylation du resvératrol en
position 7, par addition d’une molécule de méthanol. Enfin, 1’oxistilbénine E se forme par couplage
oxydatif de type 3” — 8 entre I’¢-viniférine et le resvératrol, avec apparition des deux isomeres Z et E.
Nous observons donc une grande diversité des mécanismes d’oligomérisation, alliant couplages
oxydatifs, substitutions électrophiles et cyclisations intramoléculaires. Les trois oligomeéres restants sont
des tétraméres : la vitisine B et d’autres composés minoritaires qui n’ont pas pu étre identifiés a ce stade.
Sachant que la vitisine B était initialement présente en faible quantité, une part supplémentaire a été

formée par dimérisation de 1’e-viniférine.

84



Chapitre I : Production d’un extrait enrichi en stilbénes oligomériques par hémisynthése pour une
application phytosanitaire

AgOAc
Méthanol
-e7,-H* Couplages régio-
——) isomériques et
cyclisations
HO

CouplageC-0

trans-oxistilbénine C

. RPN trans-oxistilbénine D
trans- et cis- resviniférine A

s @ ° OH
. ~0
I B
CouplageC—Cdetype3—8 CouplageC-0 o
HO HO
HO
HO

CouplageC—-Cde type 3’ -8

CouplageC—-Cde type3’' -8

trans-oxistilbénine E

cis-oxistilbénine E

Figure 12. Produits spécifiques du couplage oxydatif du resvératrol et de 1’-viniférine dans le

méthanol en présence d’acétate d’argent, et leurs différents types de couplages régio-isomériques.

85



Chapitre I : Production d’un extrait enrichi en stilbénes oligomériques par hémisynthése pour une
application phytosanitaire

2.3. Potentiel phytopharmaceutique

A T’issue du travail d’hémisynthése de dimeres a partir du resvératrol, 1’évaluation de 1’activité
antimicrobienne et antifongique des composés formés semblait nécessaire pour justifier I’utilité de cette
réaction et révéler le potentiel phytopharmaceutique des oligoméres du resvératrol. La vigne et le vin
étant au cceur des thématiques de recherche au sein de I’'ISVV, le choix des agents pathogénes se posa
rapidement sur P. viticola et B. cinerea, responsables de deux maladies majeures de la vigne, et dont la
manipulation est déja d’usage au sein de notre équipe de recherche, dans le but de valoriser les stilbénes
de la vigne. L’étude de I’activité de I’extrait du mélange réactionnel contenant tous les oligomeéres
formés avait pour but de déterminer le niveau d’activité globale du produit, et I’intérét de son utilisation
sans purification supplémentaire de ses différents composants. Par la suite, 1’étude des stilbénes purifiés
était nécessaire pour identifier les molécules actives et tenter d’établir les relations structure-activité. De
méme pour I’extrait de sarments de vigne, qui a été testé sous sa forme finale obtenue par la réaction de

couplage, et pour les principaux oligomeéres identifiés dans cet extrait et testés sous forme pure.

2.3.1. Inhibition de la sporulation de Plasmopara viticola

L’inhibition de la sporulation de P. viticola a été testée in vitro par application préventive des stilbénes
sur des disques foliaires de Cabernet Sauvignon. Pour assurer leur solubilisation totale, les stilbénes ont
été dissouts dans une solution aqueuse a 1% d’éthanol. Les solutions de stilbenes ont été pulvérisées
sous forme de fines gouttelettes sur les disques foliaires, en utilisant un pulvérisateur manuel sous
pression, pour une incubation de 24 heures. Ensuite, au moment d’inoculer les disques foliaires, les
suspensions de sporanges de P. viticola ont été préparées a une concentration de 20 000 sporanges/mL.
La souche utilisée est identifiée sous le nom d’ANN-01, et a été prélevée sur des pieds de vigne Ugni
blanc en Charente, en 2015. L’inoculation consiste a déposer trois gouttes de suspension de 15 pL
chacune par disque foliaire, suivie d’une incubation de 24 heures a I’obscurité. A I’issue de cette
incubation, les gouttelettes d’eau résiduelles sont éliminées par aspiration et les boites de pétri contenant
les disques foliaires sont incubées pendant 7 jours en respectant une photopériode de 15/9 heures
(lumiere/obscurité) & une température de 25°C en présence de lumiére, et 20°C a 1’obscurité, pour
favoriser le développement de P. viticola (Figure 13). L’évaluation de 1’aire de sporulation s’est faite
visuellement, avec pour référence I’aire de sporulation observée sur les disques témoins, non traités par
des stilbénes. L’extrait de sarments de vigne (vinéatrol®) a été choisi pour servir de référence en termes
d’activité, pour I’extrait d’oligomeéres issu du resvératrol (paragraphe 3 de ce chapitre), et pour la
fraction d’extrait de sarments enrichie en oligomeéres par hémisynthése (paragraphe 4 de ce chapitre).
Pour cette derniere fraction, une comparaison est également effectuée avec 1’activité de la fraction avant

réaction de couplage. Ces essais ont été effectués en triplicats.
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Figure 13. Exemple de culture de Plasmopara viticola sur feuille de vigne (A) et d’essai d’inhibition
de sporulation sur disques foliaires (B)

Les résultats de ces essais montrent que le mélange d’oligomeéres issu du couplage du resvératrol est dix
fois plus actif que I’extrait vinéatrol®, avec une Clso de 20 mg/L, alors que la fraction d’extrait de
sarments enrichie en oligomeéres est trois fois plus active que I’extrait vineatrol®, avec une Clso de 63
mg/L. Cette importante augmentation de I’activité est probablement due a la richesse du mélange issu
du couplage du resvératrol en d-viniférine, 1’un des stilbénes antifongiques les plus actifs. Mais dans
tous les cas, le gain d’activité considérable par rapport a I’extrait de sarments de vigne prouve d’abord
que I’oligomérisation du resvératrol est en faveur de I’augmentation de son efficacité. Elle prouve aussi
que I’hémisynthése est un moyen rapide et efficace pour obtenir des extraits enrichis en stilbénes a fort
potentiel phytopharmaceutique dans la prévention contre les attaques de P. viticola.

Concernant les oligomeéres testés a 1’état pur, la d-viniférine prédomine avec une Clso de 24 mg/L.
Cependant, I’hémisynthése conduite dans ce travail a permis la formation de nouveaux oligoméres a
activité comparable voire plus importante que celle de la 3-viniférine, notamment la trans-oxistilbénine
E et la cis-oxistilbénine E, qui présentent des Clsp de 21 mg/L et 23 mg/L respectivement, mais
également I’ oxistilbénine B (déja identifiée), qui présente une Clso de 30 mg/L, et la trans-oxistilbénine
C, dont la Clso est de 36 mg/L. En comparaison, le resvératrol et 1’e-viniférine, les deux précurseurs de
ces oligomeres, ont une activité plus faible, avec des Clso de 99 et 72 mg/L, respectivement. Ceci est
une preuve supplémentaire de I’aptitude de cette réaction de couplage oxydatif a potentialiser 1’activité
antifongique des stilbénes majoritaires dans les sarments de vigne, par oligomérisation. Enfin,
concernant les tétrameres, le seul composé étudié est la vitisine B, qui semble étre le composé le plus
actif, avec une Clso de 13 mg/L. Son augmentation probable a I’issue de la réaction est en faveur de

I’augmentation de I’activité de 1’extrait final.
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2.3.2. Inhibition du développement mycélien de Botrytis cinerea

Les essais de I’activité antifongique des stilbénes contre B. cinerea ont été menés in vitro sur milieu
gélosé, en se basant sur des travaux antérieurs (Adrian et al., 1997). Le milieu de culture est composé
de bouillon de dextrose-pomme de terre et d’agar, a 24 et 15 g/L, respectivement. Une fois prépareé et
stérilisé par autoclavage, il est conditionné dans un bain-marie a 50°C. Ensuite, le milieu est réparti dans
des flacons de 15 mL, dans lesquels les solutions éthanoliques de stilbénes aux différentes
concentrations testées ont préalablement été placées. Le volume de solution éthanolique représente 2%
du volume total aprés mélange avec le milieu de culture. Cette teneur en éthanol n’affecte pas le
développement de B. cinerea, comme le montre la comparaison de deux échantillons témoins, qui
parviennent a croitre normalement et de facon identique, bien que le premier soit cultivé sur un milieu
exempt de stilbenes mais contenant 2% d’éthanol, alors que le second est cultivé sur un milieu de culture
sans ajout d’éthanol ni de stilbénes. Ainsi, le milieu de culture enrichi en stilbénes est coulé dans des
boites a 6 puits a raison de trois puits par concentration, sous conditions stériles pour éviter les
contaminations par d’autres champignons. L’inoculum de B. cinerea, prélevé d’une culture sur milieu
gélosé agee de sept jours a I’aide d’un emporte-piece de 5 mm de diamétre, est placé au centre du puits
et les boites sont incubées & 22°C avec une photopériode de 12 heures. Enfin, ’appréciation de 1’effet
des stilbénes s’est faite par la mesure de 1’aire de croissance mycélienne du champignon a deux reprises,
48 et 60 heures apres inoculation du milieu de culture (Figure 14), en utilisant le logiciel de traitement
d’image ImageJ®. Ces données ont permis de calculer la Clso des extraits et des stilbénes purs testés.
Ces essais ont été effectués en triplicats. A I’instar des essais contre P. viticola, I’activité biologique des
extraits et des stilbénes obtenus par couplage oxydatif a été comparée a celle de 1’extrait de sarments et
de sa fraction riche en resvératrol et e-viniférine avant réaction, ainsi qu’a celle de ces deux composés

précurseurs ayant servi a I’hémisynthése des oligoméres.

Figure 14. Exemple d’essais d’inhibition du développement mycélien de Botrytis cinerea par la 6-
viniférine (A), de puits controle (B1) et d’inhibition par le pyriméthanil (B2)
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L’analyse des résultats montre que le mélange d’oligomeéres issu du couplage du resvératrol est environ
seize fois plus actif que I’extrait vinéatrol®, avec une Clso de 20 mg/L, identique a celle observée contre
P. viticola. Quant a la fraction d’extrait de sarments de vigne enrichie en oligomeéres par couplage
oxydatif du resvératrol et de 1’e-vinférine, elle est dix fois plus active que la fraction a 1’état initial, et
soixante-six fois plus active que I’extrait vinéatrol®, avec une Clso de 5 mg/L, soit la plus basse Clso de
tous les extraits, que ce soit contre P. viticola ou B. cinerea. Le couplage oxydatif appliqué a la fraction
d’extrait de sarment semble donc d’une grande valeur, permettant de produire un extrait trés efficace
contre B. cinerea et ce a trés faible concentration. Aussi, cette fraction obtenue est plus active que chacun
de ses constituants & 1’état pur, ce qui pourrait étre le signe d’un effet synergique entre les différents
diméres, triméres et tétrameéres qui la composent, permettant 1’inhibition efficace de B. cinerea. En tout
cas, cette efficacité ne peut pas cette fois-ci étre attribuée a la seule présence de 5-viniférine, 1I’oligomeére
le plus actif parmi ceux testés, cette derniére n’étant pas majoritaire au sein de la fraction et ayant une

Clso plus élevée.

Parmi les oligoméres testés a 1’état pur, la 3-viniférine et la vitisine B se démarquent avec les Clso les
plus basses, de 7 et 8 mg/L, respectivement. Contrairement a ce qui est observé dans les essais menés
contre P. viticola, les autres oligomeéres formés sont moins actifs que la 8-viniférine. Cependant, certains
présentent des Clso similaires a celles observées contre P. viticola : laresviniférine A, la cis-oxistilbénine

E et la trans-oxistilbénine E, dont les Clso sont de 18, 21 et 23 mg/L, respectivement.

3. Premiére publication

Le travail sur le couplage oxydatif du resvératrol, considéré comme la preuve de concept ayant permis
de continuer ce travail de recherche, a fait I’objet d’un article scientifique intitulé « Stilbene extract
produced by oxidative coupling as alternative to resveratrol against Plasmopara viticola and Botrytis

cinerea for vine treatments » accepté en janvier 2020 dans OenoOne.
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Stilbene extract produced by oxidative coupling as alternative to resveratrol
against Plasmopara viticola and Botrytis cinerea for vine treatments

Toni El Khawand, Julien Gabaston, David Taillis, Marie-Laure Iglesias, Eric Pedrot, Antonio Palos-Pinto, Josep
Valls Fonayet, Jean-Michel Mérillon, Stéphanie Cluzet, Alain Decendit, and Tristan Richard*

Univ. Bordeaux, ISVV, EA 4577, USC 1366 INRA, Unité de Recherche (Enologie, Molécules d’Intérét
Biologique, 210 chemin de Leysotte, F-33882 Villenave d'Ornon, France.

Abstract

Aim: Stilbenes are a group of polyphenols produced by grapevine and identified as phytoalexins. They contribute
to the defence mechanisms of the plant under stress conditions. The main active compounds are oligomeric
stilbenes. Nevertheless, the sourcing of these compounds is limited by plant raw material availability. In order to
overcome this limitation, we proceeded to hemisynthesis of oligomeric stilbenes from natural resveratrol by
oxidative coupling using metals. The reaction product extract and the obtained pure compounds were tested for
their antimicrobial activity in vitro against P. viticola and B. cinerea, and compared with that of resveratrol and
grapevine cane extract.

Methods and results: Hemisynthesis was achieved in methanol in the presence of silver acetate (AgOACc) as
oxidative coupling reagent. Compound identification was confirmed using UPLC-MS and NMR spectroscopy.
The efficiency of the extract and purified compounds was evaluated against P. viticola and B. cinerea using
resveratrol and a grapevine canes extract as control. Results demonstrate the ability of oxidative coupling reaction
of resveratrol to produce potent inhibitors of P. viticola and B. cinerea. The mixture is enriched in antimicrobial
compounds with high potency as it is at least ten times more active than grapevine cane extract against P. viticola.
In addition, this mixture reveals a high fungitoxicity against B. cinerea in contrast to the grapevine extract.

Conclusion: The present findings indicate that metals could be used for producing highly antimicrobial
compounds from grapevine byproducts. The reaction mixture could be an alternative to natural resveratrol as
phytoalexin.

Significance and impact of the study: Stilbenes are natural antifungal agents. The sourcing of these compounds
remains complicate in term of large-scale use. In this study, we propose an alternative to produce active oligomeric
stilbenes from natural resveratrol. This solution could be used to potentialize the activity of natural resveratrol
using metals to protect crops.

Introduction

The use of chemical pesticides to protect crops is increasingly called into question nowadays, due to their damaging
impact on human and ecosystems health. This problem is subject to much debate in winegrowing regions, where
Vitis vinifera grapes and wine production depends on pesticides used to control grapevine microbial diseases. Two
of the major diseases encountered in vineyard are the downy mildew, caused by Plasmopara viticola, and the grey
mould caused by Botrytis cinerea. While converting to organic farming agriculture could be a successful strategy
to dramatically reduce the use of chemical pesticides, substituents products are still lacking, and copper is also
criticized for its negative impact on soils in long-term application. Hence, alternative curative solutions are
necessary in order to achieve the reduction of pesticides use and to ensure the stability of wine production and
economy worldwide. Some scientific researches have focused on plant extracts and derivatives, like grapevine
stilbene extracts (Gabaston et al., 2017; Schnee et al., 2013). Stilbenes are a group of polyphenols produced in
several plants and especially in grapevine (Pawlus et al., 2012; Riviére et al., 2012). Under stress conditions as
pathogen attacks, stilbenes play the role of phytoalexins and thus are involved in the grapevine defense
mechanisms (Gabaston et al., 2017; Langcake and Pryce, 1977; Pezet et al., 2003; Richard et al., 2016; Schnee et
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al., 2013; Vrhovsek et al., 2012). Among stilbenes, oligomers of resveratrol, such as viniferins, are promising
antimicrobial compounds (Gabaston et al., 2017). Even if these compounds are present grapevine byproducts
(Gabaston et al., 2019), oligomeric stilbenes sourcing could be problematic in case of large-scale use such as crop
treatment.

Resveratrol is a highly abundant natural stilbene, especially in canes, but above all it can be obtained in huge
amount from other natural sources such as Polygonum cuspidatum (Vastano et al., 2000). Moreover, different
studies report the production of oligomeric stilbenes from resveratrol hemisynthesis using metals (Keylor et al.,
2015; Quideau et al., 2014; Snyder et al., 2011; Takaya et al., 2005). The main purpose of this work is to evaluate
the ability of oxidative coupling of natural resveratrol to produce active antimicrobial oligomeric stilbenes as an
alternative or complement of natural extracts. Hemisynthesis was achieved in methanol in the presence of silver
acetate (AgOAC) as oxidative coupling reagent. Compound identification was confirmed using UPLC-MS and
NMR spectroscopy. The efficiency of the extract and purified compounds was evaluated against P. viticola and B.
cinerea using resveratrol and a grapevine canes extract.

Materials and Methods

1. Chemicals and instrumentation

All reagents were of analytical grade and used as received without further purification. The trans-resveratrol
(3,4',5-trihydroxystilbene, purity > 99%) was purchased from Bulk Powders™ (Colchester, United Kingdom).
Silver acetate (AgOAc, purity > 99%) was purchased from Acros organics (Geel, Belgium). Grapevine cane extract
(Vineatrol) was kindly provided by Actichem (Montauban, France) and produced using a mixture of Cabernet
Sauvignon and Merlot cultivars grown in Bordeaux region (France). The extract contained mainly 15% resveratrol,
13% e-viniferin, 4% ampelopsin A, 3% hopeaphenol, 2% o-viniferin, 2% vitisin A, 2% vitisin B, 2% piceatannol
and 2% miyabenol C (Biais et al., 2017; Miller et al., 2009). Resveratrol was extracted and purified from Vineatrol
following the method described by Biais et al. (Biais et al., 2017). Methanol (CH3OH, HPLC grade), ethanol
(CH20H, HPLC grade), acetonitrile (CH3CN, HPLC and LC-MS grades, purity > 99.9 %) and formic acid
(HCOOH, 98/100%) were purchased from Fisher Scientific (Loughborough, United Kingdom). Ultrapure water
(8 MQ.cm) was obtained from an Elga apparatus (High Wycombe, United Kingdom). Syringes were purchased
from Millipore (Molsheim, France). The preparative HPLC was performed on a Gilson PLC 2050 apparatus
(Middleton, WI, USA) equipped with an UV-VIS detector. Elution was conducted on an Agilent Zorbax SB-C18
column (21.2 mm x250 mm, 7 pm). The reaction extract powder was solubilized at 50 mg.mL* in MeOH-H,O
(50/50; viv). Extract was then eluted with a flow rate of 20 mL.min using non-acidified ultrapure water (solvent
A) and acetonitrile (solvent B), according the following gradient: 30% B (0-2 min), 30-40% B (2-25 min), 40-
100% B (25-26 min) and 100% B (26-31 min). The eluate was monitored at 280 and 306 nm and the fractions
were automatically collected. The solvents were removed under reduced pressure and fractions were lyophilized.
Compounds purity was measured using an UHPLC-DAD Agilent 1290 series apparatus (Santa Clara, Canada)
equipped with an auto sampler module, a binary pump, a degasser, a column heater/selector and an UV-VIS-DAD.
The elution was performed on an Agilent SB-C18 (2.1 mm x 100 mm, 1.8 um) column at a flow rate of 0.4 mL.min"
! with acidified water (0.1% formic acid, solvent A) and acidified acetonitrile (0.1% formic acid, solvent B)
according to the following gradient: 10% B (0.0-1.7 min), 10-20% B (1.7-3.4 min), 20-30% B (3.4-5.1 min), 30%
B (5.1-6.8 min), 30-35% B (6.8-8.5 min), 35-60% B (8.5-11.9 min), 60-100% B (11.9-15.3 min), 100% B (15.3-
17.0 min), 100-10%B (17-17.30 min). Samples were injected at a concentration of 100 pg.mL " after solubilization
in H,O/MeOH mixture (1/1, v/v). Purity of the isolated compounds was estimated to be > 90%. The purified
compounds structure was determined by 'H-3C NMR, using a Bruker Avance IIl 600 NMR spectrometer
(Rheinstetten, Germany).

2. Synthetic aspects

Based on the protocol described by Sako et al. (Sako et al., 2004), regioselective oxidative coupling of resveratrol
(2.0 g, 40 mmol, 1.0 equiv.) using AgOAc (2.2 g, 60 mmol, 1.5 equiv.) as a metallic catalyst was conducted in
MeOH (100%, 200 mL). The reaction mixture turned to an ash color as it was heated at 50°C and stirred for 1
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hour. The reaction was then stopped by cooling at 4°C and centrifuged. The methanol fraction was collected and
the solvent was removed under reduced pressure. The fraction residue was lyophilized to afford 2.0 g of a dark
yellow powder. Produced compounds were isolated and identified using HPLC, UHPLC-DAD and NMR.

3. Bioassays

3.1. Plasmopara viticola sporulation inhibition

Grapevine leaves (V. vinifera, Cabernet Sauvignon cultivar) were collected from the upper part of the shoots of
plants produced by wood-cutting propagation and grown in the INRA nursery (Villenave-d’Ornon, France), under
controlled conditions of temperature (25/20°C, day/night) and humidity (75%) with a photoperiod of 15/9h
(light/dark). The P. viticola isolate ANN-01 used in the assay was collected in 2015 from Ugni Blanc grapevine
cultivar leaves in a commercial vineyard (Charente, France). To obtain the necessary quantity of pathogen material,
an inoculum (sporangia suspension) of P. viticola sporulations stored at -20°C was prepared and grown on the
collected Cabernet Sauvignon leaves for 7 days, before proceeding to the sporulation inhibition assay. Leaf disks
are cut from Cabernet Sauvignon fresh leaves and treated with the stilbene solutions for 1 day before adding
sporangia suspension (20 000 sporangia/mL). After 7 days of cultivation, downy mildew development was
measured according to the density of mycelium and number of sporulation sites as Corio-Costet et al. (Corio-
Costet et al., 2011).

3.2. Botrytis cinerea mycelium development inhibition

This in vitro assay is similar to Adrian et al. (Adrian et al., 1997). The culture medium was a mixture of potato
dextrose broth (24 g.L ) and agar (15 g.L) (PDA) purchased from Sigma (Saint-Louis, MO, USA), autoclaved
at 120°C for 20 minutes. Ethanol solutions of the evaluated compounds were prepared at the concentrations of 0.5,
1, 2,5, 10, 20 and 50 mg.mL"*. The compound solutions were then incorporated in the PDA medium (240 pL/12
mL, solution/medium) to obtain final concentrations of 5, 10, 20, 50, 100, 200 and 500 mg.L"%. Six-well plates
were used and each mixture was poured in 3 wells, 4 mL/well. A calibrated plug of mycelium of B. cinerea was
then placed on the surface of culture medium, and the dishes were incubated at 22°C, with a photoperiod of 12/12h
(light/dark). Measurements of the mycelium growth area were performed after 48 and 60h of incubation, leading
to the calculation of the inhibition rate according to each concentration of the tested compounds and extracts, and
hence determining 1Cs for each tested compound or extract.

Results and discussion

1. Production of oligomeric stilbenes

Natural resveratrol was purified from a commercial grapevine cane extract. The oxidative coupling reaction of
natural resveratrol in presence of silver acetate (AcOAg) was used to produce oligomeric derivatives (Sako et al.,
2004). The lyophilization of the reaction mixture led to a dark yellow soft powder. An analysis of reaction mixture
was conducted through LC-MS analysis, indicating the synthesis of four main compounds and the absence of
resveratrol (Figure 1 and Table 1). Preliminary experiments allowed us to note the stirring effect on the oxidative
reaction (data not shown). Indeed, conducting the oxidative coupling of resveratrol under stirring condition had a
major positive impact on the yield, since the reaction tests without stirring led to the transformation of only 60%
of the resveratrol, whereas under stirring, 100% of the resveratrol reacted. Likewise, the total transformation of
resveratrol is also due to the molar ratio of resveratrol to AgOAc 1:1.5 used in the reaction. In preliminary
experiments, using reduced molar proportions of AgOAc resulted in a partial transformation of resveratrol.

92



Chapitre I : Production d’un extrait enrichi en stilbénes oligomériques par hémisynthése pour une
application phytosanitaire

No Rt(min) Compoundname Yield (%) Amax [M-H]-  Fragments

1 6.5 parthenostilbenin B 6 280 485 453, 391, 359, 255
2 9.9 oxistilbenin A 21 310 485 453, 257, 227

3 10.0 oxistilbenin B 11 310 485 453, 257, 227

4 10.3 3-viniferin 57 310 453 435,411

Table 1. Peak number, retention time, compound name, yield, UV data (Amax in nm), and MS data
(molecular ion and fragments in negative mode) of the identified compounds.

The chemical structures of the four purified compounds were obtained by NMR and MS analysis. *H-NMR and
13C-NMR spectra, along with extensive COSY, HSQC, HMBC and ROESY experiments, showed that these four
compounds correspond to different resveratrol dimers: parthenostilbenin B (1) (Kim et al., 2005), threo-5-[1-[4-
[(1E)-2-(3,5-dihydroxyphenyl)ethenyl]phenoxy]-2-(4-hydroxyphenyl)-2-methoxyethyl]-1,3-benzenediol, named
oxistilbenin A (2) (Zhang et al., 2014), erythro-5-[1-[4-[(1E)-2-(3,5-dihydroxyphenyl)ethenyl]phenoxy]-2-(4-
hydroxyphenyl)-2-methoxyethyl]-1,3-benzenediol, named oxistilbenin B (3) (Zhang et al., 2014), and 8-viniferin
(4) (Pezet et al., 2003). The &-viniferin is the main compound produced (yield 57%) whereas parthenostilbenin B
was obtained as residual compound (yield 6%).
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Figure 1. UHPLC-DAD chromatograms of resveratrol (A) and oxidative coupling reaction result (B) at
280 nm.

The optimization of the reaction conditions and the produced compounds presented in this work differ from the
previous work of Sako and coauthors (Sako et al., 2004). They used a resveratrol: AgOAc 1:1 molar ratio and
observed a complete transformation of resveratrol in d-viniferin, with no mention of other dimers. This high
regioselectivity of the dimerization reaction is not observed in the present work, since three other dimers were
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formed, accounting for 37% of the total mixture (Table 1). Moreover, it is noteworthy that the resveratrol
dimerization was solvent controlled. Indeed, except the 3-viniferin which has no substituents on its phenolic
moieties, the three other dimers present an O-methylation, and this O-methyl moiety was provided by the methanol
used in the reaction mixture. This observation aligns with those of Velu et al. who studied the impact of the solvent
used during the reaction on the product distribution and structure (Velu et al., 2008). Another example of the
solvent influence is found in Takaya et al. work on biomimic synthesis of resveratrol dimers in ethanol using
soybean peroxidase (Takaya et al., 2005). Using ethanol as solvent, they obtained quadrangularin B and C and
other resveratrol dimers with ethyl moiety as substituent. These dimers present the same chemical structure as
parthenostilbenin B, except that the ethyl moiety is replaced by a methyl group, since the oxidative coupling was
conducted in methanol. In addition Snyder et al. produced isoampelopsin D under acid conditions (MeOH, HCI)
(Snyder et al., 2011), but no further O-methylation observed in parthenostilbenin B. These results confirm the
reagent-controlled mechanisms of these dimerization reactions. Hence, while the chemoselective aspect of
resveratrol dimers hemisynthesis can hardly be controlled, the solvent choice could be an option to promote the
production of specific compounds among others. It is recalled that resveratrol dimers synthesis is based on
oxidatively obtained phenyl radicals coupling, thus involving intermolecular and intramolecular cyclization.
Depending on the regioisomeric positions involved in the radical coupling, various groups of dimers can be
produced. In this study, the major regioisomeric mode was the connectivity 3-8', which generated 3-viniferin, and
oxistilbenins, while the regioisomeric mode 8-8' was allowed the synthesis of the parthenostilbenin B. In
comparison with oxistilbenins formation, §-viniferin required a further intramolecular cyclization following the 3-
8" intermolecular radical coupling, whereas oxistilbenins cyclization was prevented by the nucleophilic addition
of a MeOH moiety on the double bond 7'-1".

2. Antimicrobial activity on Plasmopara viticola

The goal of this is to produce active antimicrobial oligomers from resveratrol. In order to evaluate the preventive
antimicrobial activity of the reaction mixture and the purified stilbenes against P. viticola, in vitro assays were
conducted on grapevine leaves. Moreover, as controls and to allow comparison, resveratrol and grapevine cane
extract (Vineatrol) were also tested. Leaves were treated with appropriated studied extract or molecules one day
before zoospore inoculation. After incubation for 7 days, the sporulation area extent was visually evaluated to
attribute a growth percentage. The growth measures led to the calculation of the 50% inhibitory concentration
(ICs0), which corresponds to the concentration that inhibits 50% of the P. viticola sporulation. The results were
presented in Table 2 and Figure 2A.
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Figure 2. Effect of oxidative coupling reaction mixture and cane grapevine extract on P. viticola
sporulation (A) and B. cinerea mycelial growth (B).

Results are expressed as means + SEM. Significant difference between each extract was set at ***p<0.001, **p<0.01, and
*p<0.1. Dark grey bar = oxidative coupling reaction mixture, and light grey bar = cane grapevine extract.

The reaction mixture and the grapevine cane extract used as reference were tested at different concentrations
ranging from 10 to 500 mg.L™* (Figure 2A). No inhibition was observed in the control. The reaction mixture totally
inhibited the development of P. viticola from 200 mg.L™, as did grapevine extract at 500 mg.L™* (Figure 2A). The
results for the grapevine cane extract are in agreement with Gabaston et coauthors (Gabaston et al., 2017).
Grapevine extract effectivity against downy mildew has been demonstrated in vitro (Schnee et al., 2013), in
greenhouse and vineyard (Richard et al., 2016). The reaction mixture was ten times more potent than the cane
extract, with 1Cso of 20 and 200 mg.L™?, respectively (Table 2). This result confirms that some metals could be
used to potentialize stilbene natural extracts rich in resveratrol.
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The four main resveratrol oligomers formed into the reaction mixture were purified as described in Materials ad
Methods section. Oligomers along with their precursor compound, resveratrol, were tested at different
concentrations, ranging from 10 to 500 M. Data for 1Cso were expressed both in mg.L? and in uM (Table 2). The
lowest ICsp value was shown by &-viniferin (53 uM) followed by oxistilbenin B (62 uM) and oxistilbenin A (125
uM). The parthenostilbenin B had nearly no inhibition effect on P. viticola sporulation. For resveratrol, 1Cso was
high, reaching 434 uM, which came in agreement with Gabaston et al. works (Gabaston et al., 2017), and
confirmed again the low antimicrobial potency of resveratrol and its role as a precursor for the synthesis of effective
stilbene oligomers. Our data concerning 3-viniferin are in contrast with those of Pezet and coauthors that reported
a lower ICsp value (14.7 uM) for downy mildew development (Pezet et al., 2004). The variation in 1Cs could be
related to differences in the antimicrobial bioassays, such as the P. viticola strain used (Gabaston et al., 2017).
Nevertheless, as in our results, §-viniferin is one of the most potent toxic stilbenes against downy mildew
development. In addition to §-viniferin, this work led to identify oxistilbenin B as a new potent antimicrobial
stilbene. Finally, no evident synergic effects were observed between the constituents of the reaction mixture.

ICsp R?

cane extract 200 0.9886
reaction mixture 20 1
parthenostilbenin B (1) Not identified

oxistilbenin A (2) 61 (125%) 1
oxistilbenin B (3) 30 (62%) 1
&-viniferin (4) 24 (539) 1
Resveratrol 99 (4349 1

aconcentration expressed in UM

Table 2. Concentration (mg.L™?) of different compounds and extracts causing 50% inhibition of mildew
development monitored by P. viticola sporulation.

3. Antifungal activity against Botrytis cinerea

Concerning grey mold, fungitoxicity of extracts and pure compounds was monitored using radial growth test. B.
cinerea growth areas were measured leading to the calculation of the inhibition rate according to each
concentration of the tested compounds and extracts, and hence determining ICso. The results were presented in
Table 3 and Figure 2B.

Efficacy of reaction mixture was compared to that of grapevine cane extract (Figure 2B). Interestingly, the reaction
mixture is more active than the grape vine extract. The reaction mixture totally inhibited the development of B.
cinerea from 100 mg.L. Whereas grapevine extract presents a moderate efficacy as previously reported (Schnee
et al., 2013). The reaction mixture had an ICso of 20 mg.L?, over sixteen times lower than the one of the cane
extract (332 mg.L™?). The reduced toxicity of the grapevine extract against B. cinerea could be due to the presence
of laccases in this fungus (Pezet et al., 1991).
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ICsp R?
cane extract 332 0.9606
reaction mixture 20 0.9867
parthenostilbenin B (1) 135 (2779 0.9179
oxistilbenin A (2) 58 (1199 1
oxistilbenin B (3) 36 (74%) 0.9675
5-viniferin (4) 7 (159) 1
Resveratrol 98 (4299 1

aconcentration expressed in UM

Table 3. Inhibitory concentration 50% (mg.L™) of different compounds and extracts against B. cinerea
mycelium development.

In addition, fungitoxicity of the four main constituents of oxidative coupling reaction was evaluated using
resveratrol as control. Among the four main compounds of the reaction mixture, 3-viniferin presented the lowest
ICso value (15 uM), followed by oxistilbenin B and A (74 and 119 uM, respectively). Whereas resveratrol and
parthenostilbenin B were the less active compounds (ICso 429 and 277 uM, respectively). It should be noted that
8-viniferin is one of the most abundant stilbenes synthesized by stressed grapevine leaves after inoculation with
B. cinerea (Timperio et al., 2012).

Conclusion

To summarize, these results demonstrate the ability of oxidative coupling reaction of resveratrol to generate the
production of potent inhibitors of P. viticola and B. cinerea. The reaction mixture could be an alternative to natural
resveratrol as phytoalexin. The mixture is enriched in antimicrobial compounds with high potency as it is at least
ten times more active than grapevine cane extract against P. viticola. In addition, this mixture reveals a high
fungitoxicity against B. cinerea in contrast to the grapevine extract. The grapevine cane extract contains mainly
resveratrol and e-viniferin, which exhibited lowest antimicrobial effects, while the reaction mixture is mainly
constituted of more active oligomeric stilbenes (3-viniferin and oxistilbenins) against both P. viticola and B.
cinerea development.
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4. Seconde publication

Le travail sur le couplage oxydatif appliqué a I’extrait de sarments de vigne, permettant ’hémisynthese
d’oligomeres du resvératrol et de I’e-viniférine, ainsi que 1’évaluation de I’activité biologique de I’extrait
enrichi en oligoméres contre P. viticola et B. cinerea, ont fait 1’objet d’un article scientifique intitulé

« New active stilbenes against vine pathogens from oxidative coupling of grapevine extracts » soumis
en novembre 2019 dans Journal of Agricultural and Food Chemistry.
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Abstract

Cane extracts are grapevine byproducts studied for their antimicrobial properties, mainly on Plasmopara viticola.
These properties are directly connected to the stilbene content, oligomeric stilbenes being the most active, such as
d-viniferin and r-viniferin. Metals are known to induce stilbene oligomerization by oxidative coupling of stilbene
units. In this study, we investigated the ability of silver acetate to induce the formation of oligomeric stilbenes
from a cane extract that could be active against Plasmopara viticola and Botrytis cinerea development. Stilbene
enriched extract, containing mainly resveratrol, e- and r-viniferin (480, 290, and 60 mg/g, respectively), was
prepared using centrifugal partition chromatography (CPC). This extract was submitted to oxidative coupling using
silver acetate leading to the formation of new constituents. The main constituents were identified by combination
of mass and NMR spectroscopies. A total of 10 compounds were identified including four newly reported
compounds: trans-oxistilbenin C, trans-oxistilbenin D, cis- and trans-oxistilbenin E. The main compounds
produced were r-viniferin (140 mg), trans-6-viniferin (138 mg), and cis-oxistilbenin E (129 mg). Extracts and
main stilbenes were tested in vitro for their preventive effects on P. viticola and B. cinerea growth. The extract
obtained by oxidative coupling exhibited a preventive effect more than 10 and 60 times superior to the one of cane
extract against P. viticola and B. cinerea development, respectively. Among the de novo synthetized compounds,
r-viniferin was the more active (ICso lower than 12 uM for both pathogens). In addition, four de novo synthetized
compounds presented an 1Cso lower than 40 uM against P. viticola and B. cinerea development. Findings in this
study indicated that metals could be used to significantly potentiating the activity of natural cane extracts to control
pathogens.

Introduction

Stilbenes are a group of polyphenols found in different plant species, especially Vitis vinifera (grapevine), and
playing the role of phytoalexins.!® There is a growing interest in grapevine stilbenes, which can be sourced from
winemaking byproducts, like grapevine roots and canes, for their antimicrobial potential and their likely use for
fighting grapevine pathogens like Plasmopara viticola and Botrytis cinerea.*” In fact, concerns regarding the
usage of chemical pesticides in grapevine-growing regions have a negative impact on the viticulture sector. Several
studies have already established a link between the attacks of grapevine pathogens and the increase in stilbene
production in the plant, which highlights the potential of using stilbenes as an efficient alternative to control
grapevine diseases.® ® The high antimicrobial activity of some stilbenes, especially stilbenes with oligomeric
structure (dimers, trimers and tetramers) has been noted.* ® The highest concentrations of these resveratrol
oligomers are mainly found in extracts of grapevine roots, while grapevine cane extracts show higher
concentrations of monomers and dimers, mainly resveratrol and e-viniferin.> However, grapevine canes can be
found in larger quantities in comparison with grapevine roots, due to the annual pruning of the plant. Furthermore,
several studies showed that oxidative coupling of resveratrol was possible using metals'®!?, in particular Sako et
al., who used silver acetate (AgOAc) to produce g-viniferin from resveratrol, and vitisin B (r-viniferin) from e-
viniferin.’® Hence, hemisynthesis of resveratrol oligomers using resveratrol and e-viniferin found in large amounts
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in cane extracts could be an efficient and fast way to produce an enriched stilbene extract, with high antimicrobial
activity.

In this study, we applied oxidative coupling using silver acetate directly on a grapevine cane fraction with high
content in resveratrol and e-viniferin, obtained using centrifugal partition chromatography. The main compounds
of the reaction mixture were identified by spectroscopic analysis (UHPLC-MS, 1D- and 2D-NMR). Four newly
reported stilbenes were identified. The biological activities of the extracts were evaluated in vitro on P. viticola
(downy mildew disease agent) and B. cinerea (grey mould disease agent). The antimicrobial effects of the main
stilbene compounds present in the extracts were also tested.

Material and Methods

1. Chemicals

All reagents were of analytical grade and used as received without further purification. Methanol (CH3OH, HPLC
grade), ethanol (C2HsOH, HPLC grade), acetonitrile (CH3CN, HPLC and LC-MS grades, purity > 99.9 %), ethyl
acetate (CH3COOC;Hs, laboratory reagent grade) and formic acid (HCOOH, 98/100%) were purchased from
Fisher scientific (Loughborough, United Kingdom). Ethyl acetate (CH3COOC;Hs, HPLC grade), potato dextrose
broth and agar were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, USA). n-Heptane (CsHis, HPLC grade) was
purchased from VWR International (Fontenay-sous-Bois, France). Silver acetate (AgOAc, purity > 99 %) was
purchased from Acros organics (Geel, Belgium). Ultrapure water (8 MQ.cm) was obtained from an Elga apparatus
(High Wycombe, United Kingdom).

2. Cane extract and CPC fractionation

Grapevine cane extract (Vineatrol) was kindly provided by Actichem (Montauban, France) and produced using a
mixture of Cabernet Sauvignon and Merlot cultivars grown in Bordeaux (France) region. The stilbene composition
of the cane extract was previously studied and described#16, Briefly, 40 g of grapevine cane extract powder were
dissolved in 500 mL of MeOH/H,0 mixture (1/9, v/v) and extraction of stilbenes was performed with 700 mL of
ethyl acetate and repeated 5 times. Ethyl acetate phases were collected, and the solvent was removed under reduced
pressure. The stilbene-enriched extract was lyophilized to afford 26 g of a dark brown powder. Fractionation of
the cane extract was then performed using CPC according to the protocol of Biais et al.'® The CPC was performed
on a Kromaton FCPC® 1000 apparatus (Angers, France) equipped with an lota S100 pump, a Flash 06 DAD 600
detector and a Spider mixing unit manufactured by Ecom (Prague, Czech Republic). Injection of 5 g of extract per
run was followed by elution in the descending mode using the K Arizona biphasic solvent system. The solvent
mixture was composed of n-heptane/ethyl acetate/MeOH/H20 (1/2/1/2, vIv). The upper and the lower phases
corresponded to the stationary and the mobile phases, respectively. The flow rate of the mobile phase was 20
mL/min with a rotation speed of 1000 rpm for the rotor. The fraction 5, named CE extract and containing the main
stilbenes, was collected. This fraction contains three main stilbenes, g-viniferin, resveratrol, and r-viniferin (480,
290, and 60 mg/g, respectively), and three others: miyabenol C, -viniferin, and §-viniferin.’®

3. Oxidative coupling reaction

Based on the protocol described by Sako et al.,*® regioselective oxidative coupling reaction was conducted on 1 g
of the CE extract. The quantity of the silver acetate (AcOAg) metallic catalyst added to perform the reaction was
calculated according to the quantities of resveratrol and e-viniferin in the CE extract, in order to afford a
stilbene:AgOAc ratio of 1:1.5 The fraction 5 and AcOAg were dissolved in MeOH (100%, 100 mL). The reaction
mixture turned to an ash color as it was heated at 50°C and stirred for 2 hours. The reaction was then stopped by
cooling at 4°C and centrifuged. The MeOH fraction was collected and the solvent was removed under reduced
pressure. The fraction obtained, named CEoxid extract, was lyophilized to afford a dark brown powder.
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4. UPLC-MS analysis

The stilbene composition of the fractions was investigated using an UHPLC-DAD Agilent 1290 series apparatus
(Santa Clara, Canada) equipped with an auto sampler module, a binary pump, a degasser, a column heater/selector
and an UV-VIS-DAD. The elution was performed on an Agilent SB-C18 (2.1 mm x 100 mm, 1.8 um) column at
a flow rate of 0.4 mL/min, with acidified water (0.1% formic acid, solvent A) and acidified acetonitrile (0.1%
formic acid, solvent B) according to the following gradient: 10% B (0.0-1.7 min), 10-20% B (1.7-3.4 min), 20-
30% B (3.4-5.1 min), 30% B (5.1-6.8 min), 30-35% B (6.8-8.5 min), 35-60% B (8.5-11.9 min), 60-100% B (11.9-
15.3 min), 100% B (15.3-17.0 min), 100-10%B (17-17.30 min). Samples were injected at a concentration of 100
pg/mL after solubilization in H,O/MeOH mixture (1/1, v/v).

5. Isolation and identification of the reaction products

Stilbenes were purified from CEoxid extract using preparative HPLC. The apparatus was a Gilson PLC 2050
system (Middleton, WI, USA) equipped with an UV-VIS detector. Elution was conducted on a Phenomenex
Kinetex XB-C18 column (21.2 mm x 250 mm, 5 pum). The reaction extract powder was solubilized at 50 mg/mL
in MeOH-H,0 (50/50; v/v). Extract was then eluted with a flow rate of 20 mL/min using non-acidified ultrapure
water (solvent A) and acetonitrile (solvent B), according to the following gradient: 33% B (0-2 min), 33-50% B
(2-25 min), 50-100% B (25-26 min) and 100% B (26-31 min). The eluate was monitored at 280 and 306 nm and
the fractions were automatically collected. Syringes were purchased from Millipore (Molsheim, France). The
solvents were removed under reduced pressure and fractions were lyophilized. The isolated compounds were
analyzed using UPLC-MS as previously described and their purity was estimated to be > 90%. Exact mass was
determined by infusion on a Thermo Fischer Scientific Q Exactive Plus Orbitrap (Waltham, Massachusetts, USA)
in negative mode with the following parameters: mode full scan, scan range 100-800 m/z, resolution 280k,
automatic gain control (AGC) target 2e5, max ion injection 30 ms; HESI source parameters: spray voltage 2700V,
sheath gas flow rate :8, capillary temperature 320 °C. The purified compounds structure was finally determined
by 'H-13C NMR analysis, using a Bruker Avance 111 600 NMR spectrometer (Rheinstetten, Germany). For high
resolution mass analysis, an UPLC-DAD/ESI-Q-TOF system constituted by an Agilent 1290 Infinity (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) equipped with an UV-VIS-DAD and an ESI-Q-TOF mass spectrometer (Agilent
6530 Accurate Mass) was used.*

6. Bioassays
6.1. Plasmopara viticola development inhibition

Grapevine leaves (V. vinifera L., Cabernet Sauvignon cultivar) were collected from the upper part of the shoots of
plants produced by wood-cutting propagation and grown in the INRA nursery (Villenave d’Ornon, France), under
controlled conditions of temperature (25/20°C, day/night) and humidity (75%) with a photoperiod of 16/8 hours
(light/dark). The P. viticola isolate ANN-01 used in the assay was collected in 2015 from Ugni Blanc grapevine
cultivar leaves in a commercial vineyard (Charente, France). To obtain the required quantity of pathogen material,
an inoculum (sporangia suspension) of P. viticola was taken from spores stored at -20°C, and grown on Cabernet
Sauvignon leaves for 7 days, before proceeding to the development inhibition assay. This multiplication step was
followed by the inhibition assay. Leaf disks were cut from Cabernet Sauvignon fresh leaves, treated with the
stilbene solutions prepared in sterile water with 1% of ethanol, and then by an aqueous suspension of 20 000
sporangia/mL as described by Gabaston and coauthors.®> According to previous works, and by monitoring the
development of the pathogen on the control leaf disks treated with water/ethanol (99/1, v/v), it should be noted
that one percent of ethanol in water does not affect zoospore mobility and disease development.?

6.2. Botrytis cinerea mycelium development inhibition

This in vitro assay is similar to those of Langcake et Pryce'® and Adrian et al.” The culture medium was a mixture
of potato dextrose broth (24 g/L) and agar (15 g/L), autoclaved at 120°C for 20 min. Ethanol solutions of the
evaluated compounds were prepared at the concentrations of 0.5, 1, 2, 5, 10, 20 and 50 mg/mL. The compound
solutions were then incorporated in the autoclaved culture medium (240 pL/12 mL, solution/medium) to obtain
final concentrations of 5, 10, 20, 50, 100, 200 and 500 mg/L with 2% ethanol. Under these conditions, mycelium
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growth was not reduced.” Dishes of 6 wells were used and each mixture was poured in 3 wells, 4 mL/well. A
calibrated plug of mycelium of B. cinerea was then inoculated on the culture medium, and the dishes were
incubated at 22°C, with a photoperiod of 15/9 hours (light/dark). Measurements of the mycelium growth area were
performed after 48h and 60h of incubation, leading to the calculation of the inhibition rate according to each
concentration of the tested compounds and extracts, and hence determining 1Cso for each tested compound or
extract.

7. Statistical Analyses

Three independent experiments of eight repetitions were carried out for each assay. Data are shown as means £
SEM. The statistical analysis was performed on the three extracts at each specific concentration. One-way ANOVA
with post-hoc Tukey HSD tests was carried out. Significant differences between each extract were set at **p <
0.01 and *p < 0.05.

Results and Discussion

1. Hemisynthesis and identification of the main compounds

The oxidative coupling of resveratrol and e-viniferin using metals induces the production of oligomers.*® The
purpose of this study is to directly apply the oxidative coupling strategy on a stilbene enriched extract obtained
from canes, a grapevine by-product, to increase the efficiency of the extract. Since cane extract contains several
different compounds with no more than 45% of stilbenes,'4¢ the extract was firstly fractionated by centrifugal
partition chromatography (CPC) following the procedure of Biais and coauthors.'® The fraction (extract CE)
containing the main stilbenes of the cane extract was collected in order to proceed to the oxidative coupling using
silver acetate (AgOAc). The UPLC-DAD-MS chromatogram of this fraction is presented in Figure 1A. The
fraction contains mainly three stilbenes: trans-resveratrol (290 mg/g), trans-g-viniferin (480 mg/g) and vitisin B
(60 mg/g) (Figure S1 for chemical structure). In addition, minor compounds are present such as miyabenol C, ®-
viniferin and §-viniferin.
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Figure 1. UHPLC-DAD chromatogram of CE (A) and CEoxid extracts (B) at 280 nm.
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The UPLC-DAD-MS chromatogram of the cane extract obtained after oxidative coupling in presence of silver
acetate (extract CEoxid) is presented in Figure 1B. The lyophilization of the reaction mixture led to a dark brown
soft powder. The analysis of the CEoxid chromatogram indicates the formation of eleven main compounds and
the absence of resveratrol and e-viniferin (Figure 1), and shows that under stirring condition, 100% of resveratrol
and e-viniferin reacted. The vitisin B probably did not react but increased due to the oligomerization of
e-viniferin.® The total transformation of resveratrol and e-viniferin was achieved using a molar ratio 1:1.5
(stilbene:AcOAQ). In preliminary experiments, using reduced molar proportions of AcOAg resulted in a partial
transformation of both resveratrol and e-viniferin (results not shown).

Figure S1. Chemical structures of trans-resveratrol (1), trans-g-viniferin (2) and vitisin B (12)

In order to identify the de novo synthetized compounds, the CEoxid extract was further purified using reversed-
phase chromatography. This technique allowed us to collect 14 fractions containing from 15 to 140 mg of stilbene
oligomers, for a total of 845 mg/g (Table 1). On the basis of their molecular masses, stilbene oligomers were
detected including dimers (peaks 3, 4 and 5), trimers (peaks 6, 7, 8, 9, 10 and 11), and tetramers (peaks 12, 13 and
14). The structures of the isolated compounds were elucidated by NMR spectroscopy. A total of 10 compounds
were identified (Figure 2). In addition to the previously reported trans-oxistilbenin A and B (3 and 4, respectively),
trans-6-viniferin (5), trans- and cis-resviniferin A (8), and r-viniferin (12), four newly reported stilbenes were
identified as trans-oxistilbenin C (7), trans-oxistilbenin D (9), cis- and trans-oxistilbenin E (10 and 11,
respectively). The main compounds produced were r-viniferin (12, 140 mg/g, 14%) and trans-&-viniferin (5, 140
mg/g, 14%) followed by cis-oxistilbenin E (10, 130 mg/g, 13%).

No Rt (min) Compound name Size [M-H]- Amount (mg/g)
3 9.74 trans-oxistilbenin A di- 485 63
4 9.82 trans-oxistilbenin B di- 485 43
5 10.17 trans-5-viniferin di- 453 138
6 10.20 unknown tri- 679 27
7 10.36 trans-oxistilbenin C tri- 679 15
§ 1042 trans-resviniferin A+ tri- 679 65

cis-resviniferin A
9 10.54 trans-oxistilbenin D tri- 711 50

10 10.65 cis-oxistilbenin E tri- 679 129
11 10.70 trans-oxistilbenin E tri- 679 64
12 10.77 r-viniferin tetra- 905 140
13 10.87 unknown tetra- 905 90
14 10.95 unknown tetra- 905 30

Table 1. Peak number, retention time, compound name, size, MS data, and amount of the identified
compounds in the extract after oxidative coupling.
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The structures of the identified compounds were obtained by means of mass spectroscopy analysis and NMR
spectroscopy, including 2D experiments such as COSY, ROESY, HSQC, and HMBC.

11 trans

Figure 2. Structure of the newly produced compounds after oxidative coupling.

The trans-oxistilbenin C (7) was obtained as a pale brown amorphous powder, with a high-resolution molecular
ion in negative mode at m/z 679.1942 [M — H]~ corresponding to a resveratrol trimer. The NMR data of 7 are
reported in Table 2. The *H-NMR spectrum exhibited three sets of AA'’XX' type ortho-coupled aromatic protons
at66.79 and 7.15 (2H each, d, J = 8.7 Hz) for ring A1, 6.68 and 6.99 (2H each, d, J = 8.7 Hz) for ring B4, 7.07 and
7.51 (2H each, d, J = 8.7 Hz) for ring C4, two sets of meta-coupled aromatic protons at & 6.27 (1H, d, J = 2.0 Hz)
and 6.36 (1H, brs) for ring Az, 6.22 and 6.54 (1H each, d, J = 2.1 Hz) for ring By, one set of AX2 type meta-
coupled aromatic protons at 6 6.57 (2H, d, J = 2.1 Hz) and 6.28 (1H, t, J = 2.1 Hz) for ring C», two coupled doublets
at 6 6.94 and 7.07 (1H each, d, J = 16.2 Hz) for a trans-configured double bond, and two sets of mutually coupled
aliphatic methine protons at 6 4.24 and 5.85 (1H each, d, J = 11.3 Hz), 5.74 and 6.25 (1H each, d, J = 4.7 Hz). The
correlations of the aromatic rings, double bonds and aliphatic protons were deduced from COSY spectrum. All the
protonated carbons were identified from HSQC spectrum. The structure of 7 was proposed after examination of
the C-H long range correlations from HMBC spectrum (Figure S2). The correlations of proton H-8a (5 4.24) with
eight carbon signals [ 130.3 (C-1a), 87.7 (C-7a), 141.7 (C-9a), 117.5 (C-10a), 104.5 (C-14a), 136.1 (C-9b), 118.9
(C-10b), 158.0 (C-11b)] and proton H-7b (5 5.74) with seven carbon signals [ 141.7 (C-9a), 117.5 (C-10a), 157.8
(C-11a), 131.0 (C-1b), 128.0 (C-2h), 77.2 (C-8b), 136.1 (C-9b)] indicate the connectivity between the monomers
units A and B. The correlations between proton H-8b (6 6.25) and carbon C-4c (& 159.2) provide the connection
between monomer unit B and aromatic ring Cs.

The relative stereochemistry of protons H-7a, H-8a, H-7b and H-8b was deduced from ROESY spectrum and after
comparison with literature data.'® 2° The NOE correlations H-8a / H-2a(6a) and H-7a / H-14a indicate the trans
orientation of the two methine protons of the dihydrobenzofuran moiety. The correlation between H-2b(6b) / H-
8a suggests that the C-7b aryl group is situated cis to H-8a. Finally, the a-configuration of the monomer unit C on
C-8b was indicated by the NOE correlations H-7b / H-2c(6¢) and H-8b / H-2b(6b).
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7 9 10 11
dc OH dc OH dc OH dc OH
(mult,, Jin Hz) (mult,, Jin Hz) (mult, J in Hz) (mult, J in Hz)

la 130.3 - 1331 - 1316 - 1310 -
2a 129.1 7.15(d, 8.7) 1272 7.20(d, 8.7) 1276 7.21(d, 8.6) 1279 7.23(d, 8.6)
3a 115.2 6.79(d, 8.7) 115.2 6.83(d, 8.7) 1153 6.85(d, 8.6) 115.2 6.87(d, 8.6)
4a 157.7 - 1572 - 1574 - 157.7 -
5a 115.2 6.79(d, 8.7) 115.2 6.83(d, 8.7) 1153 6.85(d, 8.6) 115.2 6.87(d, 8.6)
6a 129.1 7.15(d, 8.7) 1272 7.20(d, 8.7) 1276 7.21(d, 8.6) 1279 7.23(d, 8.6)
Ta 87.7 5.85(d, 11.3) 93.0 5.40(d,5.3) 93.1 5.38(d, 8.6) 932 532(d,9.3)
8a 488 4.24(d, 11.3) 56.1 4.46(d,5.3) 56.9 4.33(d, 8.6) 57.0 4.40(d,9.3)
9a 1417 - 146.6 - 1437 - 1435 -
10a 1175 - 106.2  6.20 (brs) 106.6 6.12(d, 2.2) 106.7 6.11(d,2.2)
11la 1578 - 159.0 - 158.8 - 158.8 -
12a  102.7 6.36 (brs) 101.2 6.21 (brs) 101.7 6.24(t, 2.2) 1019 6.26(t, 2.2)
13a 1565 - 159.0 - 158.8 - 158.8 -
14a 1045 6.27(d, 2.0) 106.2  6.20 (brs) 106.6 6.12(d,2.2) 106.7 6.11(d,2.2)
1b 131.0 - 1352 - 130.2 - 129.7 -
2b 128.0 6.99(d, 8.7) 1275 7.15(d,8.7) 126.3 6.82(d, 1.9) 125.8 6.79 (d, brs)
3b 114.8 6.68 (d, 8.7) 1148 6.79(d, 8.7) 1328 - 1328 -
4b 1555 - 158.3 - 1614 - 1612 -
5b 114.8 6.68 (d, 8.7) 114.8 6.70(d, 8.7) 1289 7.07(dd,1.9,8.3) 128.3 7.03(dd,1.7,8.3)
6b 128.0 6.99(d, 8.7) 1275 7.15(d, 8.7) 108.8 6.68(d, 8.3) 108.8 6.64(d, 8.3)
b 39.2 5.74(d,4.7) 128.9 6.88(d, 16.6) 130.4 6.26 (d, 11.9) 128.3 6.96 (d, 16.3)
8h 772 6.25(d, 4.7) 123.3 6.70(d, 16.6) 125.7 6.03(d, 11.9) 126.8 6.86 (d, 16.3)
9b 136.1 - 1335 - 136.1 - 1359 -
10b 1189 - 119.0 - 1193 - 1194 -
11b  158.0 - 1616 - 1616 - 161.7 -
12b 969 6.22(d,2.1) 959 6.31(d,2.1) 958 6.30(d, 2.2) 959 6.31(d, 2.2)
13b  159.7 - 158.7 - 158.4 - 158.7 -
14b  109.7 6.54 (d,2.1) 103.3 6.70(d, 2.1) 106.7 6.33(d, 2.2) 107.7 6.32(d, 2.2)
1c 130.2 - 129.3 - 1315 - 1330 -
2c 1276 7.51(d, 8.7) 129.4 7.03(d, 8.7) 127.3 7.09(d, 8.6) 127.9 7.06 (d, 8.6)
3c 116.4 7.07(d, 8.7) 114.7 6.70(d, 8.7) 115.1 6.82(d, 8.6) 115.2 6.87(d, 8.6)
4c 159.2 - 156.9 - 1574 - 157.3 -
5¢ 116.4 7.07 (d, 8.7) 1147 6.70(d, 8.7) 115.1 6.82(d, 8.6) 1152 6.87(d, 8.6)
6¢ 127.6 7.51(d, 8.7) 129.4 7.03(d, 8.7) 127.3 7.09(d, 8.6) 1279 7.06(d, 8.6)
7c 128.8 7.07 (d, 16.2) 86.9 4.42(d, 6.6) 93.3 5.29(d, 5.6) 933 5.29(d,5.3)
8c 126.5 6.94(d, 16.2) 834 5.15(d, 6.6) 56.1 4.04(d, 5.6) 56.1  3.96 (d, 5.3)
9c 140.0 - 140.7 - 146.1 - 146.1 -
10c 1049 6.57(d,2.1) 106.2 6.18(d,2.1) 106.2 6.04(d, 2.2) 106.2 6.05(d, 2.2)
11c 1588 - 158.0 - 158.8 - 158.8 -
12c 1019 6.28(t,2.1) 101.8 6.13(t, 2.1) 101.0 6.19(t, 2.2) 101.1 6.20(t, 2.2)
13c 1588 - 158.0 - 158.8 - 158.8 -
1l4c 1049 6.57(d,2.1) 106.2 6.18(d,2.1) 106.2 6.04(d, 2.2) 106.2 6.05(d, 2.2)
OMe 56.3 3.20(s)

Table 2. NMR data of compounds 7, 9, 10 and 11 in acetone-d6.
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Figure S2. Examination of C-H long range correlations from HMBC spectrum for compound (7)

The trans-oxistilbenin D (9) was obtained as a pale brown amorphous powder, with a high-resolution molecular
ion in negative mode at m/z 711.2203 [M — H]~ corresponding to an O-methylated resveratrol trimer. The NMR
data of 9 are reported in Table 2. The *H-NMR spectrum exhibited three sets of AA'XX" type ortho-coupled
aromatic protons at 6 6.83 and 7.20 (2H each, d, J = 8.7 Hz) for ring A4, 6.79 and 7.15 (2H each, d, J = 8.7 Hz)
for ring By, 6.70 and 7.03 (2H each, d, J = 8.7 Hz) for ring C4, one set of meta-coupled aromatic protons at 6 6.31
(1H, d, J=2.1 Hz) and 6.70 (1H, d, J = 2.1 Hz) for ring By, two sets of AX2 type meta-coupled aromatic protons
at 6 6.20 (2H, brs) and 6.21 (1H, brs) for ring A, 6.18 (2H, d, J = 2.1 Hz) and 6.13 (1H, t, J = 2.1 Hz) for ring Ca,
two coupled doublets at 5 6.88 and 6.70 (1H each, d, J = 16.6 Hz) for a trans-configured double bond, two sets of
mutually coupled aliphatic methine protons at 6 4.46 and 5.40 (1H each, d, J = 5.3 Hz), 4.42 and 5.15 (1H each,
d, J = 6.6 Hz), and one O-methyl group at 8 3.20 (3H, s). The correlations of the aromatic rings, double bonds and
aliphatic protons were obtained from COSY spectrum. All the protonated carbons were identified from HSQC
spectrum. The structure of 9 was proposed after examination of the C-H long range correlations from HMBC
spectrum (Figure S3). The correlations of proton H-8a (& 4.46) with seven carbon signals [6 133.1 (C-1a), 93.0
(C-7a), 146.6 (C-9a), 106.2 (C-10a(14a)), 133.5 (C-9b), 119.0 (C-10b), 161.6 (C-11b)] indicate the connectivity
between the monomer unit A and aromatic ring B,. The correlations between proton H-8c (6 5.15) with five carbon
signals [6 158.3 (C-4b), 129.3 (C-1c), 86.9 (C-7c), 140.7 (C-9c), 106.8 (C-10c(14c))] provide the connection
between monomer unit C and aromatic ring Bs.

The relative stereochemistry of protons H-7a, H-8a, H-7c and H-8c was deduced from ROESY spectrum and
comparison with literature data.® 2° The NOE correlations H-8a / H-2a(6a) and H-7a / H-10a(14a) indicate the
trans orientation of the two methine protons of the dihydrobenzofuran moiety. The correlations between H-2c(6c¢)
/ H-8c and H-10c(14c) / H-7c suggest that the C-7c aryl group is situated cis to H-8c.

Figure S3. Examination of C-H long range correlations from HMBC spectrum for compound (9)

The cis-oxistilbenin E (10) was obtained as a pale brown amorphous powder, with a high-resolution molecular ion
in negative mode at m/z 679.1944 [M — H]" corresponding to a resveratrol trimer. The NMR data of 10 are reported
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in Table 2. The *H-NMR spectrum exhibited two sets of AA'XX' type ortho-coupled aromatic protons at & 6.85
and 7.21 (2H each, d, J = 8.6 Hz) for ring A, 6.82 and 7.09 (2H each, d, J = 8.6 Hz) for ring Cy, one set of meta-
coupled aromatic protons at 6 6.30 (1H, d, J = 2.2 Hz) and 6.33 (1H, d, J = 2.2 Hz) for ring By, two sets of AX2
type meta-coupled aromatic protons at & 6.12 (2H, d, J = 2.2 Hz) and 6.24 (1H, t, J = 2.2 Hz) for ring A, 6.04
(2H, d, J = 2.2 Hz) and 6.19 (1H, t, J = 2.2 Hz) for ring C,, one set of ABX type ortho-meta-coupled aromatic
protons at 6 6.68 (1H, d, J = 8.3 Hz), 6.82 (1H, d, J = 1.9 Hz) and 7.07 (1H, dd, J = 1.9 and 8.3 Hz) for ring By,
two coupled doublets at 6 6.26 and 6.03 (1H each, d, J = 11.9 Hz) for a cis- configured double bond, and two sets
of mutually coupled aliphatic methine protons at & 4.33 and 5.38 (1H each, d, J = 8.6 Hz), 4.04 and 5.29 (1H each,
d, J = 5.6 Hz). The correlations of the aromatic rings, double bonds and aliphatic protons were obtained from
COSY spectrum. All the protonated carbons were identified from HSQC spectrum. The structure of 10 was
proposed after examination of the C-H long range correlations from HMBC spectrum (Figure S4). The
correlations of proton H-8a (5 4.33) with seven carbon signals [6 131.6 (C-1a), 93.1 (C-7a), 143.7 (C-9a), 106.6
(C-10a(14a)), 136.1 (C-9b), 119.3 (C-10b), 161.6 (C-11b)] indicate the connectivity between the monomer unit A
and aromatic ring B,. The correlations between proton H-8c (6 4.04) with seven carbon signals [6 131.5 (C-1c),
93.3(C-7c), 146.1 (C-9c), 106.2 (C-10c(14c)), 126.3 (C-2b), 132.8 (C-3b), 161.4 (C-4b)] indicate the connectivity
between the monomer unit C and aromatic ring B.

The relative stereochemistry of protons H-7a, H-8a, H-7c¢ and H-8c was deduced from ROESY spectrum. The
NOE correlations H-8a / H-2a(6a) and H-8c / H-2¢(6¢) indicate, respectively, the trans orientation of the methine
protons of the two dihydrobenzofuran moieties.

Figure S4. Examination of C-H long range correlations from HMBC spectrum for compound (10)

The trans-oxistilbenin E (11) was obtained as a pale brown amorphous powder, with a high-resolution molecular
ion in negative mode at m/z 679.1944 [M — H]~ corresponding to a resveratrol trimer. NMR data of compound 11
are very similar to 10 (Table 2) except for the two coupled doublets at & 6.86 and 6.96 (1H each, d, J = 16.3 Hz)
that indicate the presence of a trans- configured double bond.

2. Antimicrobial activities

The preventive antimicrobial activities of the extracts and the purified stilbenes were evaluated against P. viticola
and B. cinerea. Resveratrol and cane extract were used as standards.

2.1. Antimicrobial activity against Plasmopara viticola

Grapevine extract effectiveness against downy mildew has been demonstrated in vitro,* ° in greenhouse and
vineyard.® In order to evaluate the preventive effect, grapevine leaves were treated with cane, CE, or CEoxid
extracts, or pure stilbenes a day before zoospore inoculation. After incubation for seven days, the sporulation area
extent was visually evaluated to attribute a growth percentage. First of all, the three grapevine extracts were tested
at different concentrations ranging from 20 to 500 mg/L. The results are presented in Figure 3A. No inhibition
was observed in the control (no added stilbenes). The cane extract and CE extract inhibited the growth of
Plasmopara viticola from 500 mg/L. The CEoxid extract gave a total inhibition for concentrations upper to 200
mg/L. At 100 mg/L, sporulation was inhibited by 9%, 62%, and 76% by cane, CE and CEoxid extracts,
respectively. The growth measures led to the calculation of the 50% inhibitory concentration (ICsp), which
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corresponds to the concentration that inhibits 50% of the P. viticola sporulation. The results were presented in
Table 3. The lowest value was found for CEoxid extract (63 mg/L), followed by CE extract (85 mg/L), and cane
extract (200 mg/L). Firstly, the CE extract, that contains a high level of stilbenes, was more active than the cane
extract. Secondly, the CEoxid extract showed the highest preventive effect against downy mildew, more than 3
times superior to cane extract, and 1.3 times than CE extract although stilbene levels between CE and CEoxid
extracts were similar.
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Figure 3. Comparison of the preventive effects of grapevine cane extract (black), CE (white), and CEoxid
(grey) extracts against P. viticola development (A), and B. cinerea mycelial growth (B).

Results are expressed as means + SEM. Significant difference between each extract was set at **p<0.01 and *p<0.05.

In the same manners, the ICso of the main stilbenes identified in the CEoxid extract were measured (Table 3).
Results are expressed both in mg/L, for the purpose of comparison with the extract data, and in uM, so that results
from other studies can be compared. The resveratrol was used as standard and the resulting ICso value was in
agreement with literature data.* ® The highest activity against P. viticola growth, and thus the lowest I1Cso values,
was obtained for r-viniferin (12, 11 uM), and then for some de novo synthetized compounds with 1Csq ranging
between 14 and 53 uM, including oxistilbenin C (7, 24 uM), 8-viniferin (5, 53 uM), resviniferin A (8) (27 uM),
trans-oxistilbenin D (9, 47 uM), and cis- and trans-oxistiloenin E (10 and 11, 15 and 14 uM, respectively).
Regarding the two other pure molecules of the CEoxid extract, they presented higher 1Cso but nevertheless lower
than the one of resveratrol (434 pM): trans- oxistilbenin A (3, 125 uM) and trans-oxistilbenin B (4, 62 uM). The
increase of r-viniferin level and the hemisynthesis of stilbene oligomers could explain the efficiency of CEoxid
extract in comparison to CE extract.
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P. viticola development B. cinerea mycelium development

1Cso R? 1Cs0o R?
cane extract 200 0.99 330 0.96
CE extract 85 0.98 51 1
CEoxid extract 63 1 5 0.95
resveratrol 99 (434%) 1 98 (4297 1
trans-oxistilbenin A (3) 61 (125%) 1 58 (1199 1
trans-oxistilbenin B (4) 30 (629) 1 36 (749) 0.96
S-viniferin (5) 24 (537 1 7 (157 1
trans-oxistilbenin C (7) 36 (24%) 1 91 (134%) 0,97
resviniferin A (8) 41 (279 0.99 18 (279) 0,97
trans-oxistilbenin D (9) 66 (479 0.97 74 (1049 0,94
cis-oxistilbenin E (10) 23 (159 0.99 21 (319 1
trans-oxistilbenin E (11) 21 (149 1 23 (34%) 1
r-viniferin (12) 13 (119 1 8 (99 0,98

aconcentration expressed in pM.

Table 3. ICso values (mg.L ) of the extracts and main identified compounds against P. viticola and B.
cinerea.

2.2. Antimicrobial activity against Botrytis cinerea

Fungitoxicity of extracts and pure compounds was monitored using radial growth test. Botrytis cinerea growth
areas were measured in order to calculate the inhibition rate according to each concentration of the tested
compounds and extracts, and hence determining ICso. In a first approach, the different extracts were tested at
concentrations ranging from 20 to 500 mg.L*. The results were presented in Figure 3B. Efficacy of the CEoxid
extract was compared to the one of cane and CE extracts. First of all, the cane extract exhibits a moderate effect
against the development of B. cinerea reaching 65% inhibition for the highest concentration tested. This finding
is in agreement with literature.* In contrast, the CE and CEoxid extracts were more effective reaching 89 and 100%
inhibition, respectively, at 100 mg/L. The CEoxid extract totally inhibited the development of B. cinerea from 100
mg/L. To compare the activities of the different extracts, 1Cso were calculated (Table 3). The CEoxid extract was
the more active extract, exhibiting an 1Cso of 5 mg/L, over 60 and 10 times lower than the cane and the CE extracts
(330 and 51 mg/L, respectively).

The ICs of the main constituents of CEoxid extract against the mycelial growth of B. cinerea is shown in Table
3. As previously reported, resveratrol presented a moderate antifungal activity (ICso of 429 uM).® As for P. viticola,
r-viniferin (12) was the most active inhibitor of B. cinerea development, presenting the lowest 1Csp of 9 uM,
followed by 3-viniferin (5, 15 pM) and resviniferin A (4, 27 uM). In addition to these three compounds, three de
novo synthetized stilbene oligomers presented an 1Csp lower than 100 uM: trans-oxistilbenin B (4, 74 uM), cis-
and trans-oxistilbenin E (10 and 11, 31 and 34 pM, respectively). trans-oxistilbenin A (3), trans- oxistilbenin C
(7) and trans-oxistilbenin E (10) exhibited 1Cso of 119, 134 and 104 uM, respectively. Thus, the oxidative coupling
of CE extract using AcOAg induced the production of an active pool of stilbene oligomers against B. cinerea
development.

Findings in this study confirmed that stilbenes have strong antimicrobial activity against the growth of P. viticola
and B. cinerea. The fractionation of the cane extract using CPC induced the production of an effective extract
against both pathogens. The ability of CE extract to inhibit P. viticola and B. cinerea development could be mainly
due to the presence of r-viniferin. This compound presented the highest inhibitory effects against the two tested
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microorganisms. The oxidative coupling induced the hemisynthesis of de novo oligomeric stilbenes including r-
viniferin, §-viniferin, and the newly reported trans-oxistilbenin C (7), trans-oxistilbenin D (9), cis- and trans-
oxistilbenin E (10 and 11, respectively). As previously reported, ?* we observed a positive correlation between
the degree of oligomerization and the inhibition of the development of pathogens. The CEoxid extract produced
by oxidative coupling, that contains only oligomers, had the highest antimicrobial activity against P. viticola and
B. cinerea. Interestingly, this extract strongly inhibited both grapevine pathogens. In contrast, cane and CE extracts
were more active on P. viticola than on B. cinerea development. Thus metals could be used to increase the efficacy
of stilbene extracts for the development of fungicides from natural extracts rich in stilbenes.
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Chapitre 11 : Couplage oxydatif du resveratrol
dans 1’¢thanol, application cenologique et effet
sur la santé humaine

1. Stratégie

Dans cette partie de mes travaux de thése, I’objectif était d’explorer les possibilités du couplage oxydatif
des stilbénes dans le vin, d’étudier les conditions permettant cette oligomérisation et d’étudier les effets
potentiels de ces produits sur la santé humaine. La mise au point et la réussite des réactions
d’hémisynthése menées dans le méthanol ont servi de tremplin pour la conduite de [’hémisynthése dans
I’éthanol, étape indispensable pour établir la preuve de concept et de valider la possibilité de la
transposition de ces réactions dans le vin, ou I’éthanol est le principal solvant organique permettant la
solubilisation des stilbénes entre autres. De plus, comme démontré précédemment, le méthanol exercant
a la fois le role de solvant et de réactif intervenant dans la formation des oligomeres, il fallait
impérativement le remplacer par 1’éthanol, qui participera éventuellement & la formation des différents
oligoméres, en se greffant au niveau de leur structure chimique. Aussi, la recherche d’un catalyseur
métallique autre que I’acétate d’argent s’imposait avant toute transposition des conditions réactionnelles
dans le vin, I’argent étant quasiment absent de cette boisson. Dans la littérature, plusieurs exemples
montrent la possibilité de conduire la réaction de couplage en présence de sels de fer ou de cuivre, dont
les quantités dans le vin, de ’ordre du mg/L, permettraient de catalyser cette réaction. Enfin, les
conditions de température devaient étre adaptées pour se rapprocher des conditions de température

auxquelles le vin est couramment soumis.

Une fois la réaction de couplage dans I’éthanol réussie et les oligoméres produits identifiés, il était alors
possible d’étudier leur présence dans le vin et de les doser. Pour déterminer les causes et les conditions
de leur formation dans le vin, une comparaison de leur teneur a été menée entre des échantillons de vin
témoin et des échantillons de vin soumis a des conditions de température pouvant faciliter la réaction de
couplage oxydatif et générer ces produits. En parallele, une premiere évaluation de 1’activité biologique

de ces composés a été réalisée, notamment sur 1’activité anti-inflammatoire.

La mise au point et les résultats de la réaction de couplage oxydatif du resvératrol dans 1’éthanol,
I’identification des oligoméres obtenus, le dosage des oligomeéres dans le vin et les résultats concernant

leur activité anti-inflammatoire sont discutés.
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2. Présentation des travaux

2.1. Réaction de couplage du resvératrol dans I’éthanol : preuve de concept

En se basant sur les résultats précédents, obtenus au cours de la premiére partie de cette these, la réaction
de couplage du resvératrol en présence d’acétate d’argent (AgOAC) a été conduite selon les mémes
conditions établies précédemment. La seule différence réside dans 1’utilisation de 1’éthanol comme
solvant du milieu réactionnel, pour remplacer le méthanol, et se rapprocher ainsi des conditions
observées dans le vin. Des essais préliminaires ont d’abord été conduits sur de petites quantités de
resvératrol, de I’ordre de 10 mg, avant d’appliquer la réaction sur 600 mg de resvératrol. Le chauffage
a 50°C sous agitation pendant une heure assure une conversion totale du resvératrol et la formation de
quatre diméres. La diminution de la température jusqu’a atteindre 40°C fait passer le rendement total en
diméres de 89% a 52%, qui peut étre légerement compensé en cas de prolongement de la durée de la
réaction d’une heure supplémentaire. La réaction reste possible a 30°C, avec néanmoins un rendement
en stilbénes totaux bien plus bas, atteignant 27%. Enfin, mener la réaction a 20°C pendant une heure
permet la formation d’un seul dimére, majoritaire sous les conditions de température précédente, avec
un rendement de 3%. Ainsi, ces variations de température montrent que la réaction reste possible a 30°C,
température pouvant facilement étre atteinte dans certaines conditions de traitement ou de conservation

des vins.

Cependant, pour réunir les conditions réactionnelles présentes dans le vin, il faut encore remplacer
I’ AcOAg par un métal retrouvé en quantité suffisante dans le vin pour assurer la faisabilité de la réaction.
Le fer a ainsi été choisi pour sa présence dans le vin a des quantités pouvant se rapprocher de celles du
resvératrol, variant entre 1 mg et 10 mg/L (Riganakos and Veltsistas, 2003). Employé au méme ratio
que I’AcOAg par rapport au resvératrol, soit 1,5 pour 1, & une température de 50°C pendant une heure,
il permet une conversion partielle du resvératrol, dont le couplage oxydatif aboutit alors a un rendement
en stilbénes totaux de 18%, avec la formation des quatre diméres. Ce méme rendement a également pu
étre atteint au bout de 48 heures de réaction en chauffant le milieu réactionnel a 30°C. Ainsi, malgré la
réduction importante de sa vitesse et de son rendement, la réaction de couplage oxydatif du resvératrol
en présence de fer reste possible, et peut se dérouler a des températures plus couramment subies par le
vin. Aussi, le vin étant une boisson se conservant plusieurs années, la durée nécessaire au déroulement
de cette réaction en présence du fer peut facilement étre atteinte. Néanmoins, pour des raisons pratiques,
c’est la réaction en présence d’argent qui a été choisie pour la suite de ce travail de thése, dans le but de
produire les oligomeres en quantités suffisantes pour leur identification et 1’évaluation de leur activité

biologique.

Comme évoqué précédemment, la centrifugation du milieu réactionnel permet la stabilisation du dépot
d’argent en vue de récupérer uniquement 1’éthanol contenant les stilbenes formés. Trois lavages du dépot

d’argent suivis d’une centrifugation sont ensuite effectués pour extraire tous les stilbenes restants. Le

116



Chapitre Il : Couplage oxydatif du resvératrol dans 1’éthanol, application cenologique et effet sur la
santé humaine
mélange réactionnel ainsi débarrassé des résidus métalliques pouvait a présent étre conditionné en vue

de purifier les stilbénes par HPLC préparative.

2.2. ldentification des oligomeres obtenus

Que ce soit en présence d’AgOAc ou de FeCls, le couplage oxydatif du resvératrol dans 1’éthanol aboutit
a la formation de quatre diméres, dont la structure et les rendements sont similaires & ceux observés a
I’issue de la réaction dans le méthanol. La caractérisation spectrale de ces diméres et 1’identification de
leur structure chimique ont fait appel aux techniques de HPLC préparative, d’UPLC-MS, de
spectrométrie de masse a haute résolution et de *H-*C-NMR. Le dimére majoritaire est encore une fois
la 5-viniférine, formée selon le mode de couplage 3 — 8, avec un rendement de 48% sous conditions
optimales, en baisse de 10% par rapport au couplage oxydatif dans le méthanol. Aux c6tés de la -
viniférine, un mélange isomérique de deux oxistilbénines est formé, constitué de I’oxistilbénine F et
I’oxistilbénine G, avec un rendement total de 38% et une prédominance de 1’oxistilbénine G. A la
différence des oxistilbénines A et B qui portent un groupement O-méthyle apporté par le méthanol, c’est
I’éthanol qui vient se greffer en position 7 des oxistilbénines F et G, au moment du coulage oxydatif.
Ce couplage se fait entre la position 8 d’un radical phénoxyle et la fonction para-quinone en position 4’
d’un second radical, de type C — O. Ces deux molécules sont identifiées pour la premiére fois. Enfin,
un quatrieme dimere, la quadrangularine B, formé selon le couplage 8 — 8’, sur lequel se greffe I’éthanol
en position 7, est observé avec un rendement de 3% (Figure 15). Ainsi, a I’instar du méthanol, 1’éthanol
participe activement a ces réactions de couplage en tant que réactif, et permet la production d’oligoméres

spécifiques, qui pourraient étre retrouvés dans le vin.
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6 - viniférine

CouplageC-0 HO CouplageC-0

Oxistilbénine F Oxistilbénine G

CouplageC—-Cde type8-8’

Quadrangularine B

Figure 15. Différents types de couplages régio-isomériques mis en jeu lors de la réaction de couplage

oxydatif du resvératrol dans 1’éthanol en présence d’acétate d’argent.

2.3. Dosage des oligomeéres dans le vin

A partir des données spectrales et structurales obtenues lors de I’identification des oligoméres du
resvératrol, il était a présent possible de les rechercher et les doser dans le vin. Un vin rouge,
naturellement plus riche en stilbénes qu’un vin blanc, a été choisi pour vérifier la présence ou la

formation de ces oligomeéres a partir du resvératrol. Seulement, plusieurs facteurs rendent difficile le
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bon déroulement de ces réactions de couplage dans le vin. D’abord, le vin est composé d’environ 86%
d’eau contre 13% d’éthanol en moyenne, ce qui influe directement sur la solubilité des stilbénes a
caractére apolaire, sur la vitesse de la réaction de couplage et sur I’agitation thermique des molécules de
réactifs. De plus, I’absence d’agitation du vin en conditions naturelles de conservation, la dilution des
stilbenes et des métaux dans le vin ainsi que la complexité chimique de la matrice du vin, sont autant de
facteurs qui réduisent la probabilité du contact entre les deux réactifs. Pour favoriser la réaction de
couplage, un échantillon de 50 mL de vin rouge a été chauffé au bain-marie pendant 24 heures a 30°C.
Cette température a été choisie car elle peut couramment étre atteinte dans les conditions naturelles de
vinification ou de conservation du vin, ou méme dépassée lors d’une thermovinification. La durée de 24
heures a été choisie car la réaction de couplage potentielle serait catalysée par le fer présent dans le vin,
et cette réaction se caractérise par sa lenteur et son faible rendement, comme démontré précédemment.
La comparaison des teneurs en stilbenes du vin chauffé et du vin témoin est nécessaire pour apprécier
la diminution éventuelle du resvératrol et toute augmentation ou apparition éventuelle de nouveaux
oligomeres. A la fin du chauffage, il fallait concentrer les stilbénes du vin afin de procéder au dosage.
Les stilbenes ont donc été extraits par la technique d’extraction en phase solide (SPE) aprés passage des
vins sur colonne de silice C18 et élution des stilbenes au méthanol. L’extrait de stilbénes a été quantifié
par spectrométrie de masse sur un triple quadrupdle, aprés avoir déterminé les transitions ioniques (ions
fils) spécifiques a chaque composé par la technique de Multiple Reaction Monitoring (MRM). La
guantification des stilbénes dans le vin témoin indique la seule présence du trans-resvératrol a une
concentration de 330 ug/L, du cis-resvératrol a 810 pg/L et d’une trés faible quantité de 5-viniférine de
20 pg/L. Les oligoméres issus du couplage oxydatif du trans-resvératrol dans 1’éthanol ne sont pas
détectés. Dans le vin incubé a 30°C pendant 24 heures, la concentration du cis-resvératrol augmente
pour atteindre une valeur de 870 pg/L, tandis que la concentration du trans-resvératrol diminue de moitié
pour atteindre une valeur de 160 pg/L. En contrepartie, la concentration de la -viniférine augmente
considérablement pour atteindre une valeur cing fois plus élevée que la concentration de départ, soit 100
Mg/L. De plus, I’oxistilbénine G est détectée et identifiée dans le vin chauffé, a une faible concentration
de 6 pg/L. Ces données prouvent que le chauffage a favorisé la dimérisation d’une partie du trans-
resvératrol en &-viniférine majoritairement, avec formation d’oxistilbénine G. Ces rendements sont
conformes a ceux observés a I’issue de la réaction de couplage menée dans 1’éthanol, a savoir une
prédominance de la 3-viniférine et la formation d’oxistilbénines. Ce type de transformation oxydative

du resvératrol dans le vin ainsi que la formation de 1’oxistilbénine G sont observés pour la premiére fois.

2.4. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

Du moment que la formation des oligomeéres du resvératrol a été attestée dans le vin, une évaluation de
leurs effets potentiels sur la santé s’est imposée. L’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire in vitro

de ces composés identifiés dans le vin est un moyen efficace de déterminer leur intérét pour la santé de
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I’homme, I’inflammation chronique étant liée a I’apparition de la plupart des maladies métaboliques
comme le cancer, le diabéte et 1’athérosclérose, comme évoqué précédemment. Ces manipulations sur
les cellules animales ont été menées au sein du laboratoire MIB, sur des macrophages du modele
cellulaire RAW 264.7. La cytotoxicité des oligomeéres a d’abord été évaluée. Une diminution de la
viabilité cellulaire est observée aux concentrations supérieures ou égales a 15 UM, sauf pour le
resvératrol et la quadrangularine B, qui n’ont pas montré d’effet cytotoxique. Ensuite, pour étudier
I’effet des oligoméres sur les marqueurs de I’inflammation, les macrophages sont stimulés par du
lipopolysaccharide (LPS) d’origine bactérienne induisant une réaction inflammatoire. Simultanément,
les mémes cellules sont traitées avec les stilbénes purifiés, a différentes concentrations, en vue de
mesurer leur capacité a réduire la réponse inflammatoire des macrophages, en réduisant la synthése du
NO et de ROS. Le taux de NO est mesuré via le dosage des nitrates (réaction de Griess) dans le
surnageant du milieu de culture cellulaire, alors que le dosage des ROS intracellulaires consiste en la
mesure de la fluorescence de la dichlorodihydrofluoréscéine (H2DCFDA) oxydée par ces ROS, par
fluorimétrie. L’ensemble des résultats montre que les oligoméres formés ont une activité anti-
inflammatoire plus importante que celle du resvératrol. Ainsi, concernant I’inhibition de la production
de NO, la 8-viniférine, I’oxistilbénine F et I’oxistilbénine G, présentant des Clso de 8,7 ; 9,2 et 9,8 uM,
respectivement, sont environ deux fois plus actives que le resvératrol, qui présente une Clso de 17,9 uM.
Quant a I’inhibition de la production de ROS, la 8-viniférine prédomine avec une Clsode 7,6 uM. Quant

a la quadrangularine B, elle semble moins active que les autres diméres testés.

En somme, il semble que la transformation oxydative du resvératrol dans le vin pourrait étre en faveur
de I'augmentation de I’effet bénéfique des stilbénes du vin sur la santé humaine, via la formation

d’oligomeéres plus actifs, ayant un effet inhibiteur sur les marqueurs de I’inflammation notamment.

3. Publication

Le travail sur le couplage oxydatif du resvératrol dans 1’éthanol, permettant I’hémisynthése de deux
nouveaux dimeres en plus de la 5-viniférine et de la quadrangularine B, le dosage de ces oligomeres et
I’étude de leur formation dans le vin ainsi que 1’évaluation de leur activité anti-inflammatoire in vitro
sur des macrophages murins, ont fait 1’objet d’un article scientifique intitulé « Structure and biological
activities of de novo synthetized resveratrol derivatives generated after heat treatment in wine » accepté

en février 2020 dans Food Research International.
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Highlights

» Four resveratrol dimers were produced by oxidative coupling of resveratrol in ethanol
» Reaction was faster, and yield was higher when AgOAc was used instead of FeCls;

» Two of the produced dimers are reported for the first time: oxistilbenins F and G

» The compounds were identified and quantified in red wine after heat treatment

» The de novo synthetized compounds exhibited anti-inflammatory properties

Abstract

Resveratrol is a well-known wine constituent. Its concentration can vary according to the cultivar choice and the
winemaking process. Due to its phenolic structure, resveratrol could be transformed under high temperature or
oxidative conditions, leading to the formation of various derivatives including oligomers. Hence, the goal of this
study is to investigate the presence of these derivatives in wine. In attempt to obtain these compounds, we
proceeded to hemisynthesis of stilbene derivatives from resveratrol in ethanol by oxidative coupling using metals.
Four de novo synthetized resveratrol derivatives were identified by MS and NMR spectroscopy including two new
molecules, oxistilbenin F and oxistilbenin G. Analysis of red wine after heat treatment by LC-MS confirmed the
presence of these compounds in wine. Finally, the anti-inflammatory effects of the resveratrol derivatives were
evaluated by studying their ability to prevent lipopolysaccharide (LPS)-induced upregulation of nitric oxide (NO)
and reactive oxygen species (ROS) production in RAW 264.7 macrophage cell line.

Keywords

Resveratrol; stilbene; hemisynthesis; wine; oxidative coupling; anti-inflammatory effect

Introduction

Polyphenols are among the most valuable compounds found in wine and play a major role in the taste and colour
of wine and its potential biological activity (Garrido & Borges, 2013; Quideau, Deffieux, Douat-Casassus, &
Pouységu, 2011; Waterhouse, 2002). Among them, stilbenes have received great attention. Originally identified
in the grapevine and other plants as phytoalexins, (Adrian, Jeandet, Veneau, A. Weston, & Bessis, 1997; Langcake
& Pryce, 1977), stilbenes were particularly studied for their several biological effects (Biais et al., 2017; Vang et
al., 2011; Zamora-Ros et al., 2008). Resveratrol and its glucoside, the piceid, have the highest concentrations in
wine among stilbenes (Guerrero, Valls-Fonayet, Richard, & Cantos-Villar, 2020). Their initial concentrations in
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grape and wine depend on several biotic and abiotic factors such as environmental stresses, the cultivar, and
technological practices (Fernandez-Marin, Puertas, Guerrero, Garcia-Parrilla, & Cantos-Villar, 2014; Poussier,
Guilloux-Benatier, Torres, Heras, & Adrian, 2003). Their final concentrations in wine are the result of different
mechanisms including enzymatic and microbiological interactions, or oxidative reactions. It was demonstrated
that piceid can be hydrolysed during fermentation to produce resveratrol, by the yeast f—glucosidases (Roldan,
Palacios, Caro, & Pérez, 2010). Resveratrol cis-trans isomerization balance can also be altered in wine under light
exposure (Mattivi, Reniero, & Korhammer, 1995). In addition, resveratrol can be oxidized in wine kept under heat
and oxygen exposure due to its phenolic structure (Bavaresco, Lucini, Busconi, Flamini, & de Rosso, 2016). In
fact, oxidative coupling of resveratrol could occur in presence of metallic catalysts like silver, iron or copper in
different solvents (Sako, Hosokawa, Ito, & linuma, 2004; Velu et al., 2008). The conditions required to induce
these reactions can occur naturally in wine, through the presence of ethanol and several metallic constituents,
mainly iron and copper (Ptotka-Wasylka, Frankowski, Simeonov, Polkowska, & Namie$nik, 2018; Tariba, 2011).
In this study, the oxidative coupling reaction protocol was adapted to obtain new resveratrol dimers in ethanol
using silver acetate (AgOAc) and iron chloride (FeCls), in the aim of investigate the presence of these stilbenes in
wine. Compounds were identified by MS and NMR analysis. After identification of the de novo produced stilbenes,
their content was determined in red wine before and after heat treatment using a LC-QqQ-MS method. Finally,
their ability to prevent lipopolysaccharide (LPS)-induced upregulation of NO and ROS production in RAW 264.7
macrophage cell line were investigated and compared to that of resveratrol.

Material and methods

1. Analytical standards and reagents

All reagents were of analytical grade and used as received without further purification. Methanol (MeOH, HPLC
grade), ethanol (HPLC grade), acetonitrile (HPLC and LC-MS grades, purity > 99.9%) and formic acid (98%)
were purchased from Fisher scientific (Loughborough, United Kingdom). Ethyl acetate (HPLC grade), ferric
chloride (FeCls), DMEM and RPMI culture media, foetal bovine serum (FBS), penicillin-streptomycin,
lipopolysaccharide (LPS), glutamine, methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT), dimethyl sulfoxide
(DMSOQ), Griess reagent, 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H.DCFDA) were purchased from Sigma-
Aldrich (Saint-Louis, USA). Trans-resveratrol (3,4”,5-trihydroxystilbene, purity > 99%) was supplied by Bulk
Powders™ (Colchester, United Kingdom). Silver acetate (AgOAc, purity > 99%) was purchased from Acros
organics (Geel, Belgium). Ultrapure water was obtained from an Elga apparatus (High Wycombe, United
Kingdom).

2. Oxidative coupling of resveratrol in ethanol

Based on the protocol described by Sako et al. (Sako et al., 2004), regioselective oxidative coupling reaction was
first conducted on 600 mg of resveratrol (0.6 g, 12 mmol) using AgOAc (670 mg, 18 mmol) or FeCl; (2.9 g, 18
mmol) in ethanol (100%, 60 mL) instead of methanol. The reaction mixture was stirred at temperatures ranged
between 20 and 50°C. The reaction was then stopped by cooling at 4°C and centrifuged at 4000 rpm for 5 min.
Then, the ethanolic fraction was collected and the solvent was removed under reduced pressure. The lyophilization
of the fractions obtained from both AgoAc and FeCl; reactions afforded a dark yellow powder and a light brown
powder respectively. Produced compounds from both reactions were isolated and identified using HPLC, UHPLC-
DAD and NMR.
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3. Isolation and identification of the reaction products

The preparative HPLC was performed on a Gilson PLC 2050 apparatus (Middleton, WI, USA) equipped with an
UV-VIS detector. Elution was conducted on an Agilent Zorbax SB-C18 column (21.2 mm x 250 mm, 7 um). The
reaction extract powder was solubilized at 50 mg/mL in MeOH-H,0 (50/50; v/v). Extract was then eluted with a
flow rate of 20 mL/min using non-acidified ultrapure water (solvent A) and acetonitrile (solvent B), according the
following gradient: 35% B (0-2 min), 35-45% B (2-25 min), 45-100% B (25-26 min) and 100% B (26-31 min).
The eluate was monitored at 280 and 306 nm and the fractions were automatically collected. The solvents were
removed under reduced pressure and fractions were lyophilized. The elution of the reaction mix produced 3
different fractions, the third one being an isomeric mixture. An additional elution was then necessary to separate
the 2 isomers. The fraction was eluted with a flow rate of 20 mL/min using non-acidified ultrapure water (solvent
A) and methanol (solvent B), according the following gradient: 53% B (0-2 min), 53-56% B (2-25 min), 56-100%
B (25-26 min) and 100% B (26-31 min). Compounds purity was measured using an UHPLC-DAD Agilent 1290
series apparatus (Santa Clara, Canada) equipped with an auto sampler module, a binary pump, a degasser, a column
heater/selector and an UV-VIS-DAD. The elution was performed on an Agilent SB-C18 (2.1 mm x 100 mm, 1.8
pm) column at a flow rate of 0.4 mL/min, with acidified water (0.1% formic acid, solvent A) and acidified
acetonitrile (0.1% formic acid, solvent B) according to the following gradient: 10% B (0.0-1.7 min), 10-20% B
(1.7-3.4 min), 20-30% B (3.4-5.1 min), 30% B (5.1-6.8 min), 30-35% B (6.8-8.5 min), 35-60% B (8.5-11.9 min),
60-100% B (11.9-15.3 min), 100% B (15.3-17.0 min), 100-10% B (17.0-17.3 min). Samples were injected at a
concentration of 100 pg/mL after solubilization in H,O/MeOH mixture (1/1, v/v). Purity of the isolated compounds
was estimated to be upper than 90%. The purified compounds structure was determined by *H-*C-NMR, using a
Bruker Avance 111 600 NMR spectrometer (Rheinstetten, Germany). Exact mass was determined by infusion on a
Thermo Fischer Scientific Q Exactive Plus Orbitrap (Waltham, Massachusetts, USA) in negative mode with the
following parameters: mode full scan; scan range: m/z 100-800; resolution:; 280k; automatic gain control (AGC)
target: 2e% max ion injection: 30 ms. HESI source parameters: spray voltage: 2700V; sheath gas flow rate: 8;
capillary temperature: 320°C.

3.1 Quadrangularin B (2)

Brown amorphous powder. *H-NMR (600 MHz, methanol-ds): § 0.94 (3H, d, J = 7.0 Hz), 2.94 (1H, m), 3.17
(1H, m), 3.32 (1H, dd, J = 3.0, 8.6 Hz), 3.45 (1H, t, J = 3.0 Hz), 3.99 (1H, d, J = 8.6 Hz), 4.27 (1H, d, J = 8.6
Hz), 5.65 (1H, brs), 6.15 (2H, d, J=1.9 Hz), 6.17 (1H, t, J = 1.9 Hz), 6.23 (1H, d, J =2.0 Hz), 6.72 (2H, J=8.5
Hz), 6.75 (2H, d, J = 8.5 Hz) , 6.86 (2H, J = 8.5 Hz), 7.00 (2H, d, J = 8.5 Hz); *C-NMR (150 MHz, methanol-
ds): 8 14.3, 54.4, 58.3, 60.5, 62.9, 84.1, 100.0, 101.1, 104.7, 105.1, 114.3, 114.4, 122.3, 128.1, 129.1, 131.8,
137.2,146.1, 150.6, 154.2, 155.4, 156.9, 157.7; HRMS (ESI): m/z calcd for C3oH27;07 [M — H] ~ m/z 499.1757,
found to be 499.1756.

3.2 3-viniferin (3)

Colorless amorphous powder. *H-NMR (600 MHz, methanol-d,): & 4.45 (1H, d, J = 8.1 Hz), 5.45 (1H,d, J=8.1
Hz), 6.19 (2H, d, J = 2.1 Hz), 6.24 (1H, t, J = 2.1 Hz), 6.27 (1H, t, J = 2.0 Hz), 6.53 (2H, d, J = 2.0 Hz), 6.85 (2H,
d, J = 8.6 Hz), 6.87 (1H, d, J = 8.2 Hz), 6.89 (1H, d, J = 16.3 Hz), 7.05 (1H, d, J = 16.3 Hz), 7.23 (2H, d, J =
8.3 Hz), 7.24 (1H, J = 1.8 Hz), 7.43 (1H, dd, J = 1.8, 8.2 Hz); 3C-NMR (150 MHz, methanol-da): & 57.1, 93.2,
101.6,101.9, 104.9, 106.6, 109.4, 115.3, 123.1, 126.6, 127.7, 127.9, 128.2 (2C), 131.0, 131.7, 139.8, 144.4, 157.7,
158.8, 159.0, 159.7; HRMS (ESI): m/z calcd for C2sH2106 [M — H] ~ 453.1338, found to be 453.1343.
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3.3 Oxistilbenin F (4)

Colourless amorphous powder. *H and **C-NMR, see Table 2; HRMS (ESI): m/z calcd for CsoH2707 [M — H] - m/z
499.1757, found to be 499.1770.

3.4 Oxistilbenin G (5)

Colorless amorphous powder. *H and *C-NMR, see Table 2; HRMS (ESI): m/z calcd for C3H2707 [M — H] - m/z
499.1757, found to be 499.1739.

4 5

dc S (mult., J in Hz) dc S (mult., J in Hz)
la 130.2 - 130.2 -
2a/6a 1271 7.28 (d, 8.7) 127.1 7.33(d, 8.7)
3a/5a 115.1 6.72 (d, 8.7) 115.2 6.85 (d, 8.7)
4a 157.9 - 158.1 -
7a 127.8 6.90 (d, 16.1) 127.8 6.92 (d, 16.1)
8a 126.6 4.24 (d, 16.1) 126.6 6.79 (d, 16.1)
9a 139.7 - 139.7 -
10a/14a 104.6 6.41 (d, 2.1) 104.6 6.42 (d, 2.1)
11a/13a 158.2 - 158.3 -
12a 101.4 6.14 (brs) 101.4 6.14 (t, 2.1)
1b 129.2 - 128.8 -
2h/6b 129.2 7.12 (d, 8.7) 128.8 6.99 (d, 8.7)
3b/5b 1143 6.72 (d, 8.7) 114.2 6.66 (d, 8.7)
4b 156.7 - 156.7 -
7b 84.7 4.44 (d, 5.8) 85.2 4.52 (d, 6.9)
8b 82.7 5.10(d, 5.8) 83.9 5.05 (d, 6.9)
9b 141.4 - 140.6 -
10b/14b 105.8 6.26 (d, 2.1) 106.0 6.11 (d, 2.1)
11b/13b 157.8 - 157.8 -
12b 101.4 6.14 (brs) 101.4 6.05 (t, 2.1)
OCH; 64.6 3.28 (m) 64.6 3.46 (m)

3.42 (m)

CHs 14.1 1.08 (t, 7.0) 14.1 1.17 (t, 7.0)

Table 2. NMR data of compounds 4 and 5 in methanol-ds.
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4. Wine treatment and stilbene content
4.1 Wine treatment protocol

A volume of 50 mL of red wine was heated at 30°C, for 24 hours. Ethanol was eliminated under reduced pressure
before proceeding to afford an aqueous wine solution. The samples were then reloaded with pure water to recover
a volume of 50 mL to start the SPE extraction of stilbenes. 5000 mg SPE Hypersep C18 cartridges
(ThermosScientific, Rockwood, USA) were previously conditioned with 25 mL of methanol and 25 mL of water.
The 50 mL sample was then loaded on the cartridge and a clean-up step with 50 mL of water was conducted.
Stilbenes were eluted with 50 mL of methanol and concentrated with a rotatory evaporator to a final volume of 20
mL with 50% methanol.

4.2 Stilbene quantification in wine

Stilbenes were controlled and quantified using triple quadrupole-mass spectrometry (QqQ-MS) detection on an
Agilent 1260 LC system from Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA). Chromatographic separation was
carried out on an Agilent Poroshell C18 (150 mm x 2.1 mm x 2.7 pum) column at 35°C with a binary solvent system
composed by acidified water (0.1 % formic acid, solvent A) and acidified acetonitrile (0.1% formic acid, solvent
B). The elution was conducted at a flow rate of 0.3 mL/min according to the following gradient: 5-18% B (0-5
min); 18-46% B (5-15 min); 46-95% B (22-25 min); 95% B (25-27 min); 95-5% (27-30 min). The volume of
injection for standards and wine samples was 5 L. The chromatographic system was coupled to an Agilent 6430
Triple Quadrupole mass spectrometer which worked with the following parameters: Drying gas: 11 L/min, Source
Temperature: 350°C, Voltage: 3000V. The analysis was performed in optimized multiple reaction monitoring
(MRM) conditions obtained by infusion of pure compounds. For the calibration curve, a solution of methanol 50%
containing 10 mg/L of resveratrol, quadrangularin B, -viniferin, Oxistilbenin F and Oxistilbenin G was prepared
in order to prepare standard solutions by successive dilutions 1:2 in 50% methanol.

5. Biological assays
5.1. Cell culture

Murine macrophage cell line RAW 264.7 was obtained from American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, USA). Cells were maintained in DMEM medium supplemented with 10% heat-inactivated foetal
bovine serum, 1% streptomycin and 100 U/mL penicillin, at 37°C in a humidified, 5% CO2, 95% air atmosphere.
Cells were seeded in 96-well plates (50,000 cells/well). After 24 hours, cells were incubated with increasing
concentrations of resveratrol and analogs (1- 20 uM) for 24 hours in the presence or absence of LPS (0.1 pg/mL),
in white RPMI medium containing 4 mM of glutamine.

5.2. Cytotoxicity determination

Cell viability was evaluated by monitoring the cell mitochondrial activity, using the MTT reduction assay. MTT
solution (0.5 mg/mL) was added to each well and the cells were incubated for additional 3 hours at 37 °C. Then,
the supernatant was removed, formazan crystals were dissolved in DMSO and the absorbance was measured at
595 nm in a spectrophotometer microplate reader (FLUOstarOptima, BMG Labtech).

5.3. NO measurement

The NO production was determined by measuring the nitrite content in the culture supernatant. Equal volumes of
the Griess reagent and the cell culture supernatant were mixed. After 15 min at room temperature, the absorbance
was measured at 540 nm (FLUOstarOptima, BMG Labtech). The standard curve plotted for sodium nitrite was
used to calculate NO concentration.
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5.4. Intracellular ROS measurement

Generation of ROS in cells was analysed using a fluorometric probe, 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate
(H.DCFDA). After treatment, medium was removed, cells were washed with PBS and incubated in the presence
of 5 uM H,DCFDA at 37°C for 30 min. Then, the fluorescence intensity was quantified using a spectrofluorometer
(FLUOstarOptima, BMG Labtech). The wavelengths of excitation and emission used to detect the ROS were 485
nm and 520 nm, respectively.

6. Statistical analysis

Experiments were performed in quadruplicate and repeated at least three times. All values were represented as
mean + SEM. Data were analysed by one-way analysis of variance followed by a Dunnett's post-test using
GraphPad Prism Software (Sa Diego, CA, USA). Significance was set at p < 0.05.

Results and discussion

1. Treatment of resveratrol by metals

Resveratrol was treated by means of silver acetate (AgOAc) and iron chloride (FeCls) in ethanol followed by
chromatographic purification using preparative HPLC and structure identification by HRMS and NMR
spectroscopy. The reaction between resveratrol and metals in ethanol led to the formation of four main compounds:
quadrangularin B (2), 8-viniferin (3), oxistilbenin F (4), and oxistilbenin G (5), as shown in Table 1 and Figure 1.
Compound 2 was identified as quadrangularin B (Adesanya et al., 1999). The relative stereochemistry of
compound 2 was supported by the examination of ROESY spectrum. The stereochemistry of C-7b and C-8b was
established by the presence of NOE correlations H-7b/H-10b and H-8b/H-2b. The correlations H-8a/H-10b and
H-8a/H-7b indicated that H-8a and H-7b are on the same side. Finally, NOE cross-peaks H-2a/H-14a and H-2b/H-
1 indicated the stereochemistry of C-1 (Adesanya et al., 1999). Compound 3 was the main compound formed
(yield 48% in AcOAg, after 1 h at 50°C). The structure of 3 was identified as 8-viniferin by comparison with
previously reported mass and NMR data (Pezet et al., 2003). The *H-NMR spectrum of compound 3 exhibited the
characteristic signals for the dihydrobenzofuran ring at 6 5.45 (d, J = 8.1 Hz) and 4.45 (d, J = 8.1 Hz), and for the
trans vinyl protons at 4 7.05 (d, J = 16.3 Hz) and 6.89 (d, J = 16.3 Hz). Compound 4 was obtained as an amorphous
brown powder, with a high-resolution molecular ion in negative mode at m/z [M — H]~ 499.1770 (calcd for
CsoH2707 m/z 499.1757) corresponding to a resveratrol dimer. The *H-NMR spectrum of 4 (Table 2) exhibited two
AB; systems at 6 6.14 (1H, brs, H-12a), 6.41 (2H, d, J = 2.1 Hz, H-10a/14a), and 6 6.14 (1H, brs, H-12b), 6,26
(2H, d, J = 2.1 Hz, H-10b/14b) for rings A, and B, respectively; two AA'XX' type ortho-coupled aromatic protons
at 8 7.28 and 6.72 (2H each, d, J = 8.6 Hz) for ring A1, 8 6.72 and 7.12 (2H each, d, J = 8.7 Hz) for ring B1; two
trans coupled olefinic bond proton signals at 8 6.77 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-8a) and 6.90 (1H, d, J = 16.1Hz, H-
7a), two coupled aliphatic protons at & 4.44 (1H, d, J = 5.8 Hz, H-7b) and 5.10 (1H, d, J = 5.8 Hz, H-8b), and one
ethoxy group at & 1.08 (3H, J = 7.0 Hz), 3.28 (1H, m) and 3.42 (1H, m). The correlations of the aromatic rings,
double bond, aliphatic protons were deduced from COSY spectrum. All the protonated carbons were identified
from HSQC spectrum. The examination of the C-H long range correlations from HMBC spectrum indicated that
4 was a chain resveratrol dimer connected with C-8b and OH-4a. This connectivity was confirmed by the HMBC
cross-peaks C-3a/H-8b and C-9b/H10b. The position of the ethoxy group was deduced from the HMBC cross-
peak between OCH; and H-7b. Concerning relative stereochemistry, the absence of strong NOE correlations H-
8b/H-2b and H-7b/H10b indicated that C-7b and C-8b should be in threo form. The structure of the new compound
4 was named oxistilbenin F. Compound 5 was obtained as a brown amorphous powder, with a high-resolution
molecular ion in negative mode at m/z [M — H]~ 499.1739 (calcd for C3oH2707 m/z 499.1757). The NMR data
(Table 2) of 5 were nearly identical to those of 4. Examination of 2D NMR spectra suggested that compounds 4
and 5 are a pair diastereoisomers. In contrast to ROESY spectrum of 4, the strong NOE cross-peaks H-8b/H-2b
and H-7b/H10b observed for 5 suggested that C-7b and C-8b should be in erythro form. In addition, the large and
small values for H-7b and H-8b measured for erytrhro and threo forms, respectively, were in agreement with thus
observed in close diastereoisomers (Li et al., 2017). The structure of the new compound 5 was hamed oxistilbenin
G.
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Reagent Temperature (°C)  Time (h) Yield (%)

2 3 4 5
AgOAcC 50 1 3 18 5 2
AgOAcC 40 1 ) 29 A 19
AgOAcC 40 2 5 33 . -
AgOAcC 30 1 0 15 ) 10
AgOAcC 20 1 0 3 0 .
FeCls 50 1 1 10 ) 5

Table 1. Treatments of resveratrol (1) with different oxidizing reagents in ethanol.

As previously observed, metals induce resveratrol dimerization by oxidative coupling (Sako et al., 2004; Velu et
al., 2008). The reaction can be explained by a single electron transfer from resveratrol to metal cation followed by
aregioselective coupling and intramolecular cyclization. The dimerization process is mainly controlled by the one-
electron oxidant and the solvent used (Sako et al., 2004; Velu et al., 2008). The efficiency of the reaction (Table
1) depends of the oxidation ability of the employed oxidative reagents and temperature. In all cases, 3-viniferin
(3) was the major product and compounds 2 and 4 were obtained as minor products. Comparing the metallic
catalysts used, the reaction is much more effective with silver acetate (total yield 87%, after 1 hour at 50°C) than
with FeCls (total yield 18%, after 1 hour at 50°C). When FeCls; was employed, compounds 2 and 4 were hardly
produced, while compounds 3 and 5 only were formed with lower yields. The mechanism of formation of the
different dimers could be similar to that reported for isorhapontigenin (Wang et al., 2014). In fact, the oxidative
reaction on OH-4 position could induce the formation of phenoxy radicals leading large diversity of coupling
modes. Compound 2 was previously obtained by biomimic transformation of resveratrol using peroxidases
(Takaya et al., 2005). Compounds 4 and 5 were synthetized and reported for the first time.

OH
fOOHs oH

HO

Figure 1. Structures of the compounds formed after oxidative coupling of resveratrol.
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3.2. Formation of resveratrol dimers in wine after heat treatment

Resveratrol is one of the main stilbenes identified in wines. Even if its amount vary greatly, its average content is
of 2.7 mg/L in red wines (Neveu et al., 2010). In addition, oxidative reagents, such iron, are naturally present in
wine (Tariba, 2011). Based on the results obtained in this work, resveratrol dimerization could occur in wine. To
confirm this hypothesis, a red wine was subjected to a heat treatment at 30°C for 24 hours. Stilbenes were
quantified before and after wine heating using a LC-MS method on a triple quadrupole mass spectrometer (LC-
QqQ-MS). MRM mode was used to select specific transitions of the quantified compounds in order to increase
both selectivity and sensitivity (Lambert et al., 2015). For each compound, MRM transitions parameters were
optimised. The optimised MRM transition parameters are shown in Table 3. For quantitative analysis, the
quantifier transition chromatogram of stilbene was used, and the rest of transitions confirmed the stilbene
identification in wine. The quantifier transitions were m/z 227/143 for resveratrol (1), m/z 499/359 for
quadrangularin B (2), m/z 453/361 for &-viniferin (3), m/z 499/227 for oxistilbenin F (4), and m/z 499/453 for
oxistilbenin G (5).

rF;;;zcursor ion %Jzantlfler grzallflers Retention Calibration
Compound Formula Mode time (min.) range
(mg/L)
resveratrol (1) C14H1203 - 227 143 185 19.86 0.039-2
quadrangularin B (2)  CsoH2507 - 499 359 255, 289 19.57 0.0048-1.25
d-viniferin (3) CagH2206 - 453 361 227,107,215  21.57 0.0097-1.25
oxistilbenin F (4) CaoH2807 - 499 227 271,453,225 22.14 0.0048-1.25
oxistilbenin G (5) CaoH2807 - 499 453 227,271,225 2241 0.0048-1.25

Table 3. MRM parameters (precursor and product ions m/z, retention times), and quantitative response of
stilbene compounds in wine.

The amounts of the five quantified stilbenes before and after wine treatment were reported in Table 4. Before wine
treatment, the level of resveratrol was found to be 330 pg/L in the selected red wine. In addition, a small amount
of 6-viniferin was observed (20 pg/L). This compound is a natural stilbene previously identified in red wine (Vitrac
et al., 2005). After wine treatment for 24 hours at 30°C, the level of resveratrol had decreased by almost 50%,
while the amount of 3-viniferin had increased by 5-fold bringing it from 20 to 100 pg/L. In addition, the formation
of oxistilbenin G was observed in red wine after the heat treatment. This compound was specifically formed after
oxidative coupling of two resveratrol units in ethanol. The amounts of oligomers obtained were in agreement with
the rate observed in the reaction between resveratrol and metals in ethanol (Table 1). The -viniferin was the main
compound formed in red wine followed by oxistilbenin G, a new identified wine constituent. All these data have
confirmed that resveratrol could be transformed by oxidative coupling during wine aging providing oligomers.
This is the first demonstration of the fact that oxidative coupling of resveratrol units could occur in red wine. The
difference between the total stilbene content before and after treatment (1.50 and 0.94 uM, respectively) seems to
indicate that a part of the resveratrol has reacted with other compounds.
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Compound Before heating After heating
resveratrol (1) 330 100 160 £ 100
quadrangularin B (2) Nd nd
d-viniferin (3) 20+10 100 + 10
oxistilbenin F (4) Nd nd
oxistilbenin G (5) Nd 611
Total 350 + 110 266 £ 111

Table 4. Stilbene levels in wine before and after heat treatment (24h at 30°C). Results are expressed in
pg/L as means of 3 instrumental replicates + SD.

3.3. Anti-inflammatory activity of resveratrol derivatives

Anti-inflammatory activity of the produced compounds was evaluated using LPS-induce RAW 264.7 cells model.
In order to determine the cytotoxicity of stilbenes, the viability was measured after cells treatment at 1 to 20 uM.
A decrease of cell viability was observed from 15 uM of 3-viniferin, oxistilbenin F and oxistilbenin G. Resveratrol
and quadrangularin B did not show significant cytotoxicity at all tested concentrations (data not shown). On one
hand, as shown in the Fig. 2A, resveratrol, 8-viniferin, oxistilbenin F and oxistilbenin G reduced NO production
by LPS-stimulated macrophages, with 1Cso of 17.9, 8.7, 9.2 and 9.8 uM, respectively. On the other hand,
quadrangularin B exhibited a moderate inhibitory activity against NO at the highest concentration. In addition, a
decrease effect on the production of ROS was observed for all stilbenes except the quadrangularin B (Fig. 2B).
The &-viniferin was slightly more active in inhibiting ROS production than the other compounds (ICso 7.6 uM).
To conclude, the anti-inflammatory and antioxidant activity of 3-viniferin is stronger than that of resveratrol and
other dimers. Thus, oxidative coupling during wine aging could modulate the biological activities associated with
red wine stilbenes.
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Figure 2. Effect of treatment with stilbene and LPS (0.1 pg/mL) on the NO production (A) or ROS
formation (B) in RAW 264.7 cells. Res = resveratrol, 8-vin = §-viniferin, Oxi F = oxistilbenin F, Oxi G =
oxistilbenin G and Qua B = quadrangularin B. Data are expressed as percentage of the control (cells
treated with LPS alone set to 100% production), corresponding to the mean + SEM (n=4).
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Conclusion

In this study, the oxidative dimerization of resveratrol using metals in ethanol was investigated. Five dimers with
distinct skeletons were obtained in different yields depending on the conditions. In all cases, 3-viniferin and
oxistilbenin G were the main compounds formed. We have demonstrated that these reactions could occur in red
wine after heat treatment. The treatment has modulated the stilbene content by reducing the resveratrol amount,
increasing the amount of §-viniferin, and inducing the formation of new compounds such as oxistilbenin G.
Finally, the anti-inflammatory activity of these compounds was evaluated. The results have indicated that
oxidative coupling during wine aging could modulate the biological properties of wine by inducing the formation
of more active compounds such 3-viniferin.
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Discussion generale des résultats

Le travail de recherche décrit dans ce manuscrit repose sur I’hémisynthése d’oligomeéres du resvératrol
par couplage oxydatif, pouvant potentiellement étre valorisés dans le domaine viti-vinicole ainsi qu’en
santé humaine. D une part, les stilbénes ainsi formés semblent dotés d’un potentiel antimicrobien et
antifongique prometteur contre Plasmopara viticola et Botrytis cinerea, deux agents pathogenes majeurs
de la vigne. D’autre part, la formation de ces stilbénes a permis de démontrer la possibilité¢ de leur
formation dans le vin, et de comprendre les conditions favorables a leur apparition. Enfin, leur obtention
a permis d’explorer leurs effets potentiels sur la santé humaine, par des tests de leur activité anti-

inflammatoire in vitro.

1. Avancées sur I’hémisynthése des stilbenes

1.1. Bilan général

L’ensemble des travaux d’hémisynthése d’oligoméres du resvératrol décrits dans ce manuscrit a
finalement permis la production de dix-sept stilbénes différents, répartis entre dimeres, trimeres et
tétraméres. Dans la famille des dimeres, sept composés ont été produits : -viniférine, oxistilbénine A,
oxistilbénine B, oxistilbénine F, oxistilbénine G, parthénostilbénine B et quadrangularine B. La famille
des triméres est également représentée par sept composeés : trans-resviniférine A, cis-resviniférine A,
trans-oxistilbénine C, trans-oxistilbénine D, trans-oxistilbénine E et cis-oxistilbénine E. Enfin, dans la
catégorie des tétrameres, plusieurs composés ont pu étre produits, mais seule la vitisine B a pu étre
identifiée. Parmi ces dix-sept composeés, six ont été identifiés pour la premiere fois : oxistilbénine F,
oxistilbénine G, trans-oxistilbénine C, trans-oxistilbénine D, trans-oxistilbénine E, cis-oxistilbénine E,

soit deux diméres et quatre triméres.

1.2. Mise au point des réactions de couplage oxydatif du resvératrol

La premiére réaction mise au point a consisté en un couplage oxydatif du resvératrol dans le méthanol,
en présence d’acétate d’argent. La seconde réaction a été mise au point selon des conditions similaires,
en utilisant les mémes réactifs, mais en remplagant le méthanol par 1’éthanol. Dans les deux cas, la
conversion du resvératrol était totale en une heure, avec la production de quatre dimeres a chaque fois,
avec des rendements comparables. La &-viniférine est le dimére majoritaire dans les deux réactions.
Cependant, son rendement diminue par rapport aux travaux de référence, passant de 97% (Sako et al.,
2004) a des taux compris entre 48 et 57%, et laissant apparaitre trois dimeres supplémentaires,

I’oxistilbénine A, I’oxistilbénine B et la parthénostilbénine B dans le méthanol, et 1’oxistilbénine F,
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I’oxistilbénine G et la quadrangularine B dans 1’éthanol. Le changement de la nature et des rendements
du produit final serait d0 aux modifications de la cinétique de la réaction opérées lors de ce travail, ainsi
qu’au choix du solvant. La cinétique de la réaction a été optimisée de trois fagons différentes : le
changement du ratio acétate d’argent/resvératrol, augmenté a 1,5 pour 1 ; I’agitation continue du milieu
réactionnel permettant d’augmenter la probabilité de contact entre les réactifs, et ['utilisation exclusive
de solvants oxygénés, le méthanol et 1’éthanol, qui assurent une solubilisation optimale des réactifs.
L’accélération de la vitesse de la formation des radicaux phénoxyles issus de 1’oxydation du resvératrol
aurait ainsi permis a de nouveaux modes de couplage d’avoir lieu dans le milieu réactionnel, facilitant
la formation de dimeres stables. Outre le rble des solvants dans 1’amélioration de la cinétique de la
réaction, ils jouent également le réle de réactifs, comme évoqué dans la littérature (Velu et al., 2008)
(Keylor et al., 2015), intervenant directement dans la réaction de couplage en s’additionnant sur le
dimére néoformé, ce qui explique 1’obtention de diméres portant des groupes méthyle et éthyle. Cette
participation active du méthanol et de 1’éthanol a la réaction de couplage pourrait étre expliquée par leur
caractére protique, ¢’est-a-dire leur capacité a libérer des protons (H*) de par leur nature alcoolique. En
libérant le proton de leur fonction alcool, le méthanol et I’éthanol passent a 1’état radicalaire R — O -,
leur permettant d’effectuer une addition électrophile au niveau de la double liaison reliant les positions
7 et 8 du resvératrol. C’est ainsi que les oxistilbénines A et B et la parthénostilbénine B, portant un
groupe O-méthyle, sont observées dans le méthanol, alors que les oxistilbénines F et G et la
guadrangularine B, portant un groupement O-éthyle, sont observées dans 1’éthanol. Quant au couplage
des radicaux phénoxyles, il peut se faire soit selon des liaisons C — O, soit des liaisons C — C. Ce couplage
est généralement suivi de cyclisations intramoléculaires de Friedel-Crafts permettant de stabiliser
I’oligomeére. Ainsi, les oxistilbénines A, B, F et G sont formées selon le couplage C — O entre deux
radicaux phénoxyles, alors que la quadrangularine B et la parthénostilbénine B sont le produit du
couplage C — C, de type 8 — 8’ de deux radicaux phénoxyles ; quant a la 6-viniférine, elle est le résultat
d’un couplage 3 — 8’. Enfin, le choix du sel de métal est également un élément primordial, étant le
support de 1’oxydation. A I’instar du solvant, il intervient dans la cinétique de la réaction et exerce ainsi
une influence sur la nature et le rendement des composés formés (Keylor et al., 2015). Le choix de
’acétate d’argent a permis une conversion totale du resvératrol que ce soit dans le méthanol ou 1’éthanol,
avec une durée de réaction tres courte (une heure). D’ailleurs, I’utilisation du chlorure de fer dans les
mémes conditions que 1’acétate d’argent ralentit considérablement la réaction de couplage, tout en
réduisant les rendements. L’identification des composés obtenus a mis en jeu plusieurs techniques

analytiques : UPLC-MS, HPLC, spectrométrie de masse haute résolution (HR-MS) et RMN.

1.3. Couplage oxydatif appliqué a une fraction d’extrait de sarment de vigne

La premiere application de ces réactions a conduit a la production d’un extrait d’oligomeéres a fort
potentiel antifongique dans la lutte contre P. viticola et B. cinerea. Dans ce travail, la fraction de

stilbénes utilisée pour faire le couplage oxydatif a été obtenue par CPC a partir d’un extrait de stilbénes,
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lui-méme obtenu par extraction a I’acétate d’éthyle a partir du vinéatrol®, un extrait de sarments de
vigne. La fraction utilisée étant essentiellement composée de resvératrol et d’e-viniférine, il était a
présent possible de former des trimeres et méme des tétrameres, via le couplage entre ces deux
composes, en plus des diméres obtenus a partir du resvératrol. La transposition des conditions de
réaction préalablement établies a réussi, et la conversion totale de ces deux stilbénes par réaction dans
le méthanol en présence d’acétate d’argent a conduit a la formation de plus de treize oligoméres
différents, dont sept triméres cités précédemment, et plusieurs tétraméres. De plus, la formation de la 6-
viniférine et de la vitisine B apporte une valeur ajoutée a 1’extrait obtenu, de par leur forte activité
antifongique relatée dans la littérature. A ’image des mécanismes observés lors de la réaction sur le
resvératrol, les couplages mis en jeu sont de types C — O, ou C — C de types 3 — 8’, ou encore une
combinaison des deux. Cette augmentation du nombre d’oligomeéres produits et du degré
d’oligomérisation, ainsi que la production de quatre nouveaux triméres sont autant d’atouts favorables
a une activité antifongique accrue (voir paragraphe 2. Application phytosanitaire contre Plasmopara

viticola et Botrytis cinerea) et représentent une avancée en termes d’hémisynthése des stilbénes.

2. Application phytosanitaire contre Plasmopara viticola et Botrytis cinerea
2.1. Efficacité des oligomeéres et des extraits obtenus
2.1.1. Effets des oligomeéres

Les activités d’inhibition de la sporulation de P. viticola sur disques foliaires de vigne et d’inhibition du
développement mycélien de B. cinerea ont toutes deux été étudiées in vitro. Les composés testés sont
ceux formés par couplage oxydatif du resvératrol et de 1’e-viniférine dans le méthanol, en plus des
mélanges d’oligoméres bruts issus des deux réactions. Les résultats obtenus et exposés dans le chapitre
I de cette thése confirment une fois de plus I’efficacité supérieure des oligoméres par rapport au
resvératrol dans la lutte contre P. viticola et B. cinerea. Outre la 3-viniférine et la vitisine B, connues
pour leur activité antifongique élevée (Pezet et al., 2004) (Gabaston et al., 2017), ce travail a permis la
production de quatre triméres au moins aussi efficaces, contre P. viticola. En effet, la cis-oxistilbénine
E et la trans-oxistilbénines E sont deux trimeres présentant des Clso [égérement inférieures a celles de
la 8-viniférine, contre P. viticola. La trans-oxistilbénine B et la trans-oxistilbénine C suivent avec une
activité légérement inférieure. Cependant, dans le cas de 1’activité inhibitrice contre B. cinerea, bien que
certains oligomeres présentent des Clso relativement basses, aucun n’est aussi actif que la §-viniférine
et la vitisine B. Parmi ces oligoméres efficaces contre B. cinerea, citons la trans-oxistilbénine E et la
cis-oxistilbénine E, qui conservent approximativement les mémes Clso que celles calculées contre P.
viticola, et la resviniférine A, particuliérement active contre B. cinerea, avec une Clsode 18 mg/L. Dans
tous les cas, tous les oligomeres formés dans le méthanol, mise a part la parthénostilbénine B, ont

présenté des Clso plus basses que le resvératrol, contre les deux agents pathogenes. Ce résultat montre
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donc I’'importance de I’hémisynthése dans la production rapide de stilbénes efficaces a fort potentiel

antifongique, a partir du resvératrol, stilbéne abondant et disponible commercialement.

2.1.2. Effets des extraits

L’étude de I’activité des mélanges bruts d’oligoméres formés par la réaction de couplage montre que
ces mélanges exercent une activité inhibitrice importante. Dans certains cas, 1’efficacité de ces mélanges
bruts est supérieure a celle des deux molécules les plus actives, la 3-viniférine et la vitisine B. Ainsi, le
mélange réactionnel obtenu aprés couplage oxydatif du resvératrol dans le méthanol présente une Clsg
de 24 mg/L contre P. viticola, inférieure a celle de la 5-viniférine et a celle de tous les oligoméres du
mélange pris séparément. De méme, le mélange réactionnel formé par le couplage de la fraction d’extrait
de sarment est plus actif que la 6-viniférine et la vitisine B contre B. cinerea, et par conséquent plus actif
gue les oligoméres qui le composent, avec une Clsp de 5 mg/L. Ces cas reflétent un probable effet de
synergie résultant de I’action concomitante des différents oligomeres, permettant d’atteindre une
efficacité maximale sous forme de mélange plutot que sous forme pure. Dans une optique d’application
a I’échelle industrielle de ces travaux, cet effet synergique a non seulement des avantages en termes
d’efficacité, mais également au niveau technique, économique et environnemental, étant donné qu’il
dispenserait le fabricant de procéder a des étapes supplémentaires de purification et de fractionnement
du mélange, réduisant a la fois la durée de fabrication, les dépenses financieres et I’utilisation de solvants
organiques nocifs pour I’environnement. D’ailleurs, comparés a 1’extrait de sarment de vigne non
modifié, le mélange d’oligoméres obtenu par le couplage du resvératrol et le mélange obtenu par le
couplage de la fraction d’extrait de sarments sont trois fois et dix fois plus actifs contre P. viticola,
respectivement, et jusqu’a seize et soixante-Six fois plus actifs contre B. cinerea, respectivement. Ces
résultats soulignent encore une fois I’importance majeure de 1’oligomérisation par hémisynthése des
stilbénes dans 1’augmentation de leur potentiel phytosanitaire et I’intérét de les employer sous forme

combinée par rapport a leur forme pure.

2.1.3. Application a grande échelle : obstacles et stratégies

Le principal obstacle face a I’utilisation a grande échelle, une fois que 1’effet biologique aura été validé
au vignoble, serait 1’aspect 1égislatif. En effet, les stilbénes ne faisant pas partie de la liste des produits
phytosanitaires utilisables en viticulture, il faudra procéder aux différentes démarches législatives
nécessaires pour I’obtention de leur autorisation. De plus, certains de ces oligoméres n’étant pour 1’heure
pas identifiés dans la nature, que ce soit dans les organes de la vigne ou d’autres espéces végétales, ils
ne peuvent pas étre considérés comme des produits naturels a juste titre. Ils seront plut6t répertoriés sur
la liste des pesticides chimiques. Dans un contexte de réduction des intrants chimiques, les composés
issus de ces réactions de couplage et présents naturellement dans les plantes, comme la §-viniférine et
la vitisine B, devraient étre prioritaires dans tout développement de ces produits, étant donné qu’ils

seront des candidats plus adaptés pour le remplacement éventuel de certains produits chimiques. Le
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choix de ’origine du resvératrol impacte également la classification des produits obtenus ; ainsi, la
réaction utilisant le resvératrol de synthése est purement chimique, alors que la réaction utilisant le
resvératrol extrait de la vigne ou d’autres plantes repose sur un produit naturel. A I’heure actuelle, bien
que I’extrait de sarments de vigne brut ne soit pas autorisé en tant que produit phytosanitaire, une étude
a été menée sur le potentiel fongicide en viticulture de cet extrait. Des dépots de demande d’autorisation
sont en cours, ce qui pourrait ouvrir la porte a 1’autorisation d’autres stilbénes et de produits dérivés

(www.itab.asso.fr) (www.vinopole.cvdl.com).

Dans tous les cas, I’obtention de ces produits en grande quantité nécessite de procéder a leur
hémisynthése, ils se trouvent donc a cheval entre les produits naturels et les produits de synthése et
nécessiteraient la création d’un cadre juridique spécial régissant leur utilisation au méme titre que les
deux autres catégories de produits. D’ailleurs, 1’autre grand obstacle qui pourrait freiner leur
développement serait I’ utilisation de 1’acétate d’argent dans le procédé d’hémisynthése. Métal précieux,
il est toxique sous forme salifiée. De plus, la réalisation des réactions de couplage oxydatif dans des
conditions cinétiques optimales, permettant des rendements élevés, nécessite la mise en jeu
d’importantes quantités de sels de métaux, notamment d’acétate d’argent dans ce cas, avec des
proportions supérieures a celles du resvératrol ou du stilbéne destiné a subir 1’oxydation. Cette contrainte
souléve a la fois la question du colt économique de ce procédé, ainsi que le recyclage nécessaire des
métaux résiduels libérés de leur forme salifiée. L’un des moyens envisageables pour éviter I’utilisation
de I’acétate d’argent Serait de mettre au point la réaction de couplage en utilisant les sels de cuivre
présents dans la bouillie bordelaise, préparation antifongique traditionnelle autorisée en viticulture,
composée de sulfate de cuivre et de chaux. Comme évoqué dans I’introduction de ce travail, le cuivre
est I’un des métaux capables de catalyser le couplage oxydatif des stilbénes. En cas de réussite, cette
stratégie servirait a la fois a écarter 1’acétate d’argent, et préparer une bouillie bordelaise enrichie en

oligomeéres a potentiel antifongique élevé, et dotée d’une efficacité supérieure.

Une derniére contrainte qui freinerait le développement futur de ce type de couplages oxydatif concerne
le mécanisme réactionnel en soi. L’une des principales caractéristiques de ces réactions est
I’impossibilité du contrdle de la régio-sélectivité et la stéréosélectivité des couplages. Le mécanisme et
les conditions orientant le couplage sont en effet inconnus a ce jour, et la grande diversité des couplages
possibles, qu’ils soient de type C — C ou C — O, auxquels s’ajoutent des substitutions électrophiles sur
le pont éthyléne et les cyclisations intramoléculaires sont autant de facteurs qui rendent difficile voire
impossible le contrdle du type de couplage ou de la nature des produits obtenus. Cependant, les types
de couplages réalises et la nature des produits obtenus semblent étre reproductibles et stables pour un
couple solvant/sel de métal donné. L’optimisation des conditions réactionnelles permet quant a elle
surtout d’améliorer les rendements de la réaction. Une fois les conditions optimales maitrisées, le choix
de produire un oligomeére spécifique devrait donc se baser sur le choix du couple solvant/sel de métal

qui favorise sa formation. Autrement, la maitrise de I’orientation du couplage devra étre effectuée par
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modification de la structure chimique du stilbéne initial. En effet, avoir recours a la fonctionnalisation
ou la protection de certains groupements du resvératrol permet de contréler la réaction de couplage et
d’obtenir des oligoméres ciblés (Snyder et al., 2011) (Zhong et al., 2013).

En somme, malgré le fort potentiel antifongique et antimicrobien de ces stilbénes, leur formation via le
recours a la chimie nous empéche de les considérer comme des substances naturelles. L’hémisynthése
reste cependant un moyen d’exploration majeure de cette famille de composés, permettant de les
produire, les isoler et les caractériser, en vue de procéder a leur recherche dans la nature. Les isoler a
I’état naturel serait le meilleur moyen de valoriser ce travail, en mettant ces stilbenes en position de
force pour des applications phytopharmaceutiques et en santé humaine, dans un contexte de
désapprobation croissante des produits de synthése. Cette valorisation sera plus amplement discutée
dans les paragraphes suivants.

2.2. Relation Structure-Activité

Le niveau d’activité inhibitrice contre P. viticola et B. cinerea plus élevé des dimeres et triméres obtenus
par rapport aux molécules de départ confirme la corrélation positive liant le potentiel antifongique et le
degré d’oligomérisation des stilbénes. Les différents oligomeres étudiés ont présenté des Clso inférieures
a celle du resvératrol et dans la plupart des cas inférieures a celles de 1’e-viniférine, contre les deux
agents pathogénes. Cependant, au sein de ces structures oligomériques, des éléments distinctifs peuvent
étre corrélés avec le niveau d’activité spécifique a chaque composé, et permettraient d’affiner notre

compréhension de leur relation structure-activité.

Dans la catégorie des diméres, les formes issues du couplage C — C de deux molécules de resvératrol
comme la é-viniférine semblent étre plus actives que celles issu d’un couplage C — O comme les
oxistilbénines A et B. De plus, le couplage en 3 — 8” de la 3-viniférine semble doter la molécule d’une
configuration spatiale propice a son activité biologique, plus avantageuse que celle obtenue par le
couplage 8 — 10’ permettant la formation de 1’e-viniférine, moins active. Cependant, la présence du
groupe O-méthyle au niveau des oxistilbénines A et B en position 7 semble compenser les effets du
couplage C — O, et serait responsable de leur efficacité supérieure a celle de 1’e-viniférine. Enfin la
stéréoisomérie au niveau des oxistilbénines A et B, en position 8, semble également jouer un rdle dans

I’activité biologique. Ainsi, 1’oxistilbénine B est environ deux fois plus active que I’oxistilbénine A.

Dans la catégorie des trimeres, parmi les sept composés obtenus, les plus efficaces sont la trans-
oxistilbénine E, la cis-oxistilbénine E et la resviniférine A. Ces trois composés se distinguent des autres
triméres par leur couplage de type C — C en 3 — 8’ ou 8 — 3°, comme ce qui est observé chez la 3-
viniférine. Le couplage de type C — C préserve la fonction OH en position 12, qui semble propice a une

activité biologique plus importante. Aussi, ce type de couplage a conféré & ces trois trimeres deux
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noyaux furane au niveau de leur structure, alors que les autres triméres n’en possedent qu’un seul. Cette

structure serait donc plus propice a I’activité antifongique.

Enfin, la vitisine B, seul tétramére identifié et testé, est globalement la molécule la plus efficace parmi
les différents oligomeéres formés, soulignant ainsi 1’avantage de la structure tétramérique pour I’activité

antifongique.

Dans tous les cas, les stilbénes semblent étre des substances antimicrobiennes et antifongiques de
contact, exercant leur activité inhibitrice a la surface de I’organe sur lequel ils sont appliqués. Ainsi,
dans le cas de Plasmopara viticola, les observations lors des essais in vitro ont montré que les stilbénes
semblent inefficaces une fois que le parasite a entamé son développement mycélien a I’intérieur de la
feuille. En effet, leur activité inhibitrice n’a été observée que lorsque leur application a précédé¢ la
germination des zoospores, indiquant leur réle de produits préventifs plutét que curatifs. Ceci pourrait
étre di a leur difficulté a traverser la cuticule des organes verts, ou encore a leur incapacité a agir sur le
mycélium. Ces hypothéses restent a vérifier, et de plus amples études de I’activité des stilbénes sont
nécessaires pour étayer ces observations et pouvoir en tirer les conclusions sur le mécanisme d’action

antifongique des stilbénes et leur relation structure-activité.

3. Applications en cenologie et effets potentiels sur la santé

3.1. Transformation oxydative du resvératrol dans le vin

La seconde application du couplage oxydatif du resvératrol fut réalisée dans le vin. Dans ce cas, ¢’est la
réaction menée dans I’éthanol qui a servi de mode¢le, d’autant plus qu’elle est possible en présence de
chlorure de fer, ’éthanol et le fer étant tous les deux des substances constitutives du vin. La faisabilité
de la réaction a 30°C a été un élément encourageant, vu que le vin pourrait naturellement se trouver a
de telles conditions de températures, lors de la vinification, du transport ou dans certaines conditions de
conservation. En effet, le but de cette étude dans le vin était de prouver que le resvératrol pouvait subir
un couplage oxydatif directement dans le vin en conditions naturelles, et d’étudier les produits obtenus.
Une fois leurs caractéristiques spectrales et leur structure identifiées, les oxistilbénines F et G, ainsi que
la quadrangularine B et la -viniférine ont été recherchées dans un vin rouge témoin, et dans ce méme
vin chauffé a 30°C, température minimale nécessaire pour le déroulement de la réaction. Sachant que
I’argent est absent du vin, ¢’est un autre métal, le fer, présent a des concentrations équivalentes a celles
du resvératrol, allant de 1 a 10 mg/L (Riganakos and Veltsistas, 2003), qui doit jouer le role de catalyseur
métallique dans la réaction de couplage. Pour compenser la complexité de la matrice du vin, la dilution
des réactifs et la lenteur de la cinétique observée avec le fer, la durée du chauffage a été fixée a 24
heures. Le dosage des oligomeres et du resvératrol dans le vin témoin et le vin chauffé a été réalisé par

spectrométrie de masse. La transformation oxydative du resvératrol a été prouvée en comparant diverses
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données : la diminution de la quantité de trans-resvératrol dans le vin chauffé par rapport au vin témoin,
I’augmentation de la concentration de o-viniférine et la formation d’oxistilbénine G, ces deux
oligomeéres étant des produits du couplage oxydatif du resvératrol dans I’éthanol. Les résultats indiquent
la diminution de la concentration du trans-resvératrol de moitié, passant de 330 a 160 pg/L aprés
chauffage, alors que la 3-viniférine voit sa concentration multipliée d’un facteur 5, passant de 20 a 100
pg/L. De plus, I’oxistilbénine G, absente du vin témoin, a pu étre quantifiée dans le vin chauffé, donnant
une concentration de 6 pg/L. C’est la premicre fois que cette transformation du resvératrol dans
I’éthanol, donnant la formation de la d-viniférine et de 1’oxistilbénine G, est attestée dans le vin. Le
résultat est d’autant plus intéressant que la concentration initiale en trans-resvératrol du vin utilisé est
relativement plus faible comparée a ce qui est observé dans la littérature, augmentant 1’effet de dilution
des réactifs et diminuant ainsi la probabilité du couplage oxydatif. Malgré ces facteurs défavorables, le
couplage oxydatif du resvératrol a pu avoir lieu, ce qui ouvre la porte a de nouveaux essais a plus grande
échelle, permettant de manipuler un plus grand nombre de vins, contenant des concentrations plus fortes
en resvératrol. Dans ces vins, la réaction de couplage devrait pouvoir se faire plus facilement, et ceci
pourrait aboutir a la formation de 1’oxistilbénine F, aux c6tés de 1’oxistilbénine G. Aussi, la formation
de ces oligomeéres dans un vin chauffé modérément rappelle d’autres conditions de chaleur et
d’oxydation que peuvent subir le moiit et le vin. Citons par exemple la thermovinification du vin rouge
évoquée dans I’introduction de ce manuscrit, au cours de laquelle la température peut atteindre 60°C,
ou encore des conditions d’oxydation du vin durant son vieillissement, autant de situations propices au
couplage oxydatif des stilbénes qui pourraient étre explorées. Enfin, notons que la formation de ces
dimeres dans le vin chauffé mise en lumiere a travers ce travail de thése n’explique qu’une part de la
diminution de la concentration du trans-resvératrol. En effet, ce composé voit sa concentration passer
de 330 & 160 pg/L (1.50 a 0.94 uM, respectivement), avec en contrepartie une augmentation de la
concentration des autres stilbénes identifiés équivalente a 86 pg/L. Une part au moins équivalente de
trans-resvératrol n’a pas été retrouvée. Ces molécules de resvératrol pourraient avoir réagi avec d’autres
stilbenes, pour former des oligomeres non identifiés & ce jour, qui passent inapercus au moment de la
quantification. L’un des candidats les plus probables serait le picéide, monomére glycosylé en position
3, et stilbéne le plus abondant du vin. L’identification de ces composés devrait permettre de les
rechercher et de les doser dans le vin, a I’instar des produits du couplage du resvératrol. D’autres
hypothéses sur le devenir du resvératrol dans le vin peuvent étre émises, comme par exemple de
possibles réactions avec d’autres polyphénols comme les acide-phénols, a I’instar des couplages
observeés entre les flavanols et les anthocyanes. En effet, au cours de 1’élevage du vin, les anthocyanes
monomériques se condensent avec d’autres polyphénols, des flavan-3-ols ou réagissent avec des
aldéhydes, pour se transformer en polyméres d’anthocyanes ou en pyrano-anthocyanes plus stables (He
etal., 2012).
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3.2. Oligomeres a activité anti-inflammatoire et autres applications potentielles

3.2.1. Activité anti-inflammatoire

Les oligoméres produits dans 1’éthanol et retrouvés dans le vin ont été évalués in vitro pour leur activité
anti-inflammatoire sur des cellules de macrophages murins. Ces molécules étant issues du resvératrol,
il nous a semblé important de savoir si leur formation apporterait des effets bénéfiques supplémentaires
sur la santé humaine, ou au contraire, réduirait ceux apportés par le resvératrol initialement. L’activité
anti-inflammatoire est un critere facilitant 1’identification des composés a fort potentiel biologique, vu
que I’inflammation chronique est I’un des facteurs de risque principaux des maladies métaboliques
majeures. Traiter I’inflammation chronique revient donc a diminuer le risque de la survenue de ces
maladies. Ce processus se traduisant en premier lieu par la synthése de NO et de ROS, leur inhibition
par les oligoméres étudiés serait le signe d’un potentiel anti-inflammatoire. Ainsi, comme évoqué
précédemment, les oligoméres formés dans 1’éthanol présentent un niveau d’activité anti-inflammatoire
plus éleve que celui du resvératrol, avec des Clso environ deux fois plus basses pour I’inhibition du NO ;
ainsi, la 8-viniférine, 1’oxistilbénine F et I’oxistilbénine G présentent des Clso de 8,7 ; 9,2 et 9,8 UM,
respectivement pour I’inhibition du NO, contre une Clso de 17,9 uM pour le resvératrol. Ce résultat
montre d’emblée que la transformation oxydative du resvératrol dans le vin n’élimine pas pour autant
son effet bénéfique pour la santé humaine, mais au contraire, elle participerait a son amélioration via la
formation de stilbénes plus actifs. De plus, sachant que la 3-viniférine est le produit majoritaire de cette
transformation oxydative, elle semble également étre la plus efficace pour I’inhibition des ROS, avec
une Clsode 7,6 UM, ce qui renforce cette amélioration du potentiel anti-inflammatoire. Les oxistilbénines
F et G sont également aussi actives que la 3-viniférine pour I’inhibition du NO, mais moins actives quant
a l’inhibition des ROS. Comparées a d’autres dimeéres, les oxistilbénines F et G et la §-viniférine
présentent une capacité d’inhibition du NO des plus élevées par rapport a ce qui est rapporté dans la
littérature. Ainsi, elles sont quasiment aussi actives que 1’e-viniférine, qui présente une Clso de 8,6 pM
pour I’inhibition du NO sur les cellules microgliales. Dans cette méme étude, les autres dimeres évalués
semblent étre deux fois moins actifs que 1’e-viniférine. Ainsi, le pallidol, la o-viniférine et la scirpusine
A inhibent la production de NO a des Clspallant de 16,6 a 23,4 uM (Nassra et al., 2013). Une étude de
’activité anti-inflammatoire de dimeres glycosylés du resvératrol sur le méme modeéle cellulaire utilisé
lors de cette these, les macrophages RAW 264.7 murins, montre que la glycosylation des dimeres serait
en défaveur de I’inhibition de la production de NO. Les diméres les plus actifs ont présenté des Clso de
31 et 36 uM (Li et al., 2019), soit environ 5 et 6 fois plus élevées que les Clso de la d-viniférine,
I’oxistilbénine F et I’oxistilbénine G. Ces composés sont issus d’un couplage C — C de type 8 — 12 entre
les deux molécules de resvératrol, contrairement & la 3-viniférine issue d’un couplage C — C de type 3 —
8’, ou encore aux oxistilbénines F et G, issues d’un couplage C — O entre le carbone en position 8 du
premier resvératrol et la p-quinone formée sur la position 4* du second resvératrol. L’efficacité des

dimeres obtenus par le couplage oxydatif réalisé lors de cette these pourrait ainsi étre due non seulement
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al’absence de glycosylation au niveau de leur structure, mais également au type de couplage, qui confére
a la molécule une configuration plus favorable a I’inhibition des NO-synthases et par conséquent

renforce 1’inhibition de la production de NO.

3.2.2. Applications potentielles

La formation de la é-viniférine et de 1’oxistilbénine G sans ajout de réactifs dans le vin est une preuve
que ces oligoméres peuvent se former naturellement sans intervention chimique du manipulateur. Par
extrapolation, d’autres oligomeéres issus du couplage oxydatif de stilbénes dans 1’é¢thanol pourraient
également se former naturellement dans le vin. D’une part, ce statut de molécules naturelles retrouvées
dans le vin serait un argument en faveur de I’utilisation de ces oligoméres dans les traitements
phytosanitaires en tant qu’alternative aux pesticides, et une facon de les distinguer des molécules de
synthése non retrouvées dans la nature. Encore faut-il que ces oligoméres formés dans 1’éthanol soient
aussi actifs que ceux obtenus dans le méthanol. En tout cas, la 8-viniférine, dont la présence dans le vin
est attestée dans la littérature, et dont la formation dans le vin par couplage du resvératrol vient d’étre
prouvée dans ce travail, est I’'un des oligoméres antifongiques les plus actifs et répond a ce critére de

naturalité.

D’autre part, prouver la formation naturelle d’un stilbéne dans le vin faciliterait son application en santé
humaine, et le favorise par rapport & un produit de synthése. En effet, malgré sa richesse en stilbénes, le
vin n’a pas vocation premicre a servir de complément alimentaire ou de source de principes actifs
potentiels. C’est avant tout un produit du terroir associé aux traditions et a I’Histoire des populations qui
1I’élaborent et le consomment, et dont la consommation présente une dimension sociale et culturelle
importante. De plus, une fois consommeés et absorbés, les stilbénes peuvent rapidement étre métabolisés,
étant donné leur structure chimique phénolique, et par conséquent présentent une biodisponibilité
réduite. Ceci impacte négativement leur action pharmacologique qui est a son tour diminuée voire
empéchée. En attendant la mise au point de moyens galéniques capables de protéger ces composés contre
le métabolisme accéléré en vue d’augmenter leur efficacité thérapeutique in vivo, I’'une des principales
applications actuelles des stilbénes chez 1’homme se trouve étre en cosmétique, notamment le resveratrol
qui se trouve en premiére ligne. Plusieurs marques de produits cosmétiques intégrent ces stilbenes sous
le terme d’extrait de vigne dans leurs produits, jusqu’a en faire le principe actif principal. Cette
utilisation des stilbénes repose sur leur pouvoir antioxydant permettant de protéger la peau contre
I’attaque de radicaux libres, et de lutter contre son vieillissement en diminuant la formation des produits
de glycation qui altérent les tissus. Cette application a grande échelle et bénéficiant du cadre juridique
nécessaire est propice a I’introduction de nouveaux stilbénes dans les produits cosmétiques. Ceci nous
ramene aux oligomeéres formés dans le vin, qui mériteraient d’étre évalués pour leur activité protectrice

au niveau de la peau.
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Conclusion générale et perspectives

1. Conclusion générale

Ces travaux de thése ont d’abord permis d’optimiser des réactions de couplage oxydatif du resvératrol
et de I’e-viniférine en présence d’acétate d’argent et de chlorure de fer, dans le méthanol et 1’éthanol.
L’ensemble de ces réactions a permis la production de plus de dix-sept oligomeres différents selon divers
modes de couplage : sept diméres, sept triméres et divers tétrameres. Parmi ces composés, deux dimeres
et quatre triméres sont identifiés pour la premiére fois. La majeure partie de ces stilbénes ont été

caractérisés et purifiés en vue de les valoriser en santé végétale et humaine, ainsi qu’en cenologie.

Une premicére application de ces travaux d’hémisynthése fut d’évaluer le potentiel phytopharmaceutique
des oligomeres obtenus, contre Plasmopara viticola et Botrytis cinerea. Le couplage oxydatif appliqué
a une fraction d’extraits de sarments de vigne composée de resvératrol et d’e-viniférine, dans le
méthanol, a permis 1’obtention d’un mélange d’oligomeéres a forte activité inhibitrice contre les deux
agents pathogeénes. En plus de la 6-viniférine et de la vitisine B, I’oxistilbénine B, I’oxistilbénine E et la

resviniférine A semblent particuliérement actives.

Une seconde application de ces travaux fut I’¢tude de la transformation oxydative du resvératrol dans le
vin. Le chauffage du vin a 30°C pendant 24 heures a permis de mettre en évidence le déroulement de
cette réaction, probablement catalysée par les métaux présents dans le vin. Effectuée dans 1’éthanol
contenu dans le vin, la réaction a généré un dimére spécifique, 1’oxistilbénine G, en plus de la &-
viniférine, dont la concentration était cing fois plus élevée aprés chauffage, par rapport au vin témoin.
Ce type de transformation et la production d’oligoméres qui en résulte sont attestés pour la premiére fois

dans le vin.

Enfin, I’étude de I’activité anti-inflammatoire in vitro des composés formés dans 1’éthanol, susceptibles
de se former dans le vin et d’y remplacer le resvératrol, a permis d’évaluer ’effet potentiel de ces
stilbénes sur la santé. La 3-viniférine et les oxistilbénines F et G semblent plus actives que le resvératrol,
inhibant la production de NO et de ROS avec des Clsp plus basses. La transformation oxydative du
resvératrol dans le vin produirait donc des molécules plus efficaces que leur précurseur, avec un niveau

d’activité anti-inflammatoire plus élevé.
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2. Perspectives

Dans la continuité de ce travail, il serait envisageable d’appliquer le couplage oxydatif a un extrait brut
de sarments de vigne. Sachant que les deux stilbenes majoritaires dans cet extrait sont le resvératrol et
I’e-viniférine, la réaction devrait étre réalisable aprés optimisation des conditions. La réussite de ce
couplage pourrait considérablement réduire le temps et les colits de production et faciliter 1’usage du
produit, dans le cadre d’une application industrielle. Elle permettrait aussi de profiter de 1’action
inhibitrice des autres oligoméres de 1’extrait brut, bien que présents en faible quantité, et de créer un
effet de synergie. Quant aux sels de métaux utilisés pour catalyser ces réactions, il serait utile d’évaluer
la capacité du sulfate de cuivre ou d’autres sels de cuivre pour remplacer 1’acétate d’argent tout en
produisant les mémes oligomeres antifongiques. D’ailleurs, 1’argent résiduel sous forme métallique
obtenu a la fin de la réaction de couplage pourrait étre utilisé pour régénérer le catalyseur sous forme

salifiée aprés mise au point d’un protocole complet permettant cette salification.

Concernant la valorisation du potentiel phytosanitaire des oligomeéres produits, les essais en vignoble
s’imposent pour évaluer I’efficacité réelle de ces composés dans des conditions naturelles sous
lesquelles ils sont amenés a agir. Il sera notamment nécessaire d’étudier les moyens d’application sur la
plante (formulation, dose, fréquence), leur devenir aprés application sur la plante (risque de lessivage
par la pluie, oxydation ou dégradation), mais également leur capacité a prévenir les attaques de P.
viticola et de B. cinerea. Leur usage conjointement aux pesticides chimiques peut également étre une
piste prometteuse, au cas ou cette combinaison permettrait la réduction de la dose du pesticide utilisé
tout en maintenant voire améliorant I’activité biologique globale, dans le cadre du contexte actuel de
réduction de 1’usage des pesticides chimiques. D’autre part, les composés se formant dans 1’éthanol sont
tout aussi intéressants, de par leur présence naturelle dans le vin. Ayant des structures chimiques
similaires aux oligoméres formés dans le méthanol, ils pourraient étre dotés du méme potentiel
antifongique. Leurs activités antimicrobienne et antifongique doivent également étre évaluées. Aussi, le
potentiel phytosanitaire des différents oligoméres pourrait étre évalué contre d’autres pathogénes et mis
au service d’autres type de cultures, les travaux menés au sein de 1’équipe MIB ayant déja prouvé
I’efficacité des stilbénes contre le doryphore, coléoptére ravageur des Solanacées, notamment de la

pomme de terre (Gabaston et al., 2018).

Dans les perspectives de ’application de ces travaux dans le vin, I’étude de la transformation oxydative
du resvératrol dans 1’éthanol devrait d’abord se faire sur un grand nombre d’échantillons de vin,
contenant différentes concentrations initiales de resvératrol, avec une variation des conditions de
vinification, de température et de conservation, en vue de comprendre I’impact de ces variations sur le
déclenchement et le rendement de la réaction de couplage. Ensuite, nous pourrons nous intéresser au
couplage du resvératrol avec d’autres stilbénes dans 1’éthanol, notamment le picéide, stilbéne majoritaire
du vin. De méme, le couplage du resvératrol avec 1’e-viniférine dans 1’éthanol peut étre envisageable,

vu que ce dimére est également présent dans le vin, et que ce type de couplage est maitrisé dans le
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méthanol. L ensemble de ces réactions devrait permettre de déterminer le devenir des stilbénes dans le
vin en identifiant les réactions de couplage qu’ils subissent et la nature des oligoméres qu’ils produisent.
D’autre part, les stilbénes formés naturellement dans le vin seraient des candidats adaptés pour de futurs
applications en cosmétique et en pharmacologie, et leur efficacité mérite donc d’étre évaluée dans ce

contexte.
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Extraction et hémisynthese des stilbénes de la vigne et du vin pour une application en
santé humaine et végétale

Les stilbénes sont des molécules de défense que produit la vigne pour lutter contre les agents pathogénes.
Retrouves dans le vin, ils acquiérent une valeur ajoutée pour leurs effets bénéfiques avérés en santé
humaine. Sachant que I’efficacité des stilbénes contre certains oomycétes et champignons qui infectent
la vigne augmente avec leur degré d’oligomérisation, cette thése avait pour premier objectif d’optimiser
et de procéder a des réactions de couplage oxydatif du resvératrol et de I’e-viniférine extraits de sarments
de vigne, en présence de sels de métaux, pour la production d’oligomeres. Ces réactions d’hémisynthese
ont conduit d’une part a la formation de stilbénes a haut poids moléculaire, et a la production d’extraits
a forte activité antifongique contre deux agents pathogénes majeurs de la vigne, Plasmopara viticola et
Botrytis cinerea. D’autre part, ces réactions de couplage oxydatif appliquées au vin ont permis d’y
étudier les mécanismes de la transformation oxydative du resvératrol, d’identifier les oligoméres qui en
découlent et de déterminer les conditions favorisant leur formation. Enfin, les effets potentiels de ces
oligomeéres sur la santé humaine ont été étudiés, en évaluant leur niveau d’activité anti-inflammatoire in
vitro.

Mots-clés : stilbénes ; couplage oxydatif; vigne; activité antimicrobienne; vin; activité anti-
inflammatoire

Extraction and hemisynthesis of grapevine and wine stilbenes for an application in
human and plant health

Stilbenes are a group of defence molecules produced by grapevine to fight against pathogens. They are
consequently found in wine, where they acquire an added value through their proven positive effects on
human health. Knowing that the efficacy of stilbenes against some oomycetes and fungus pathogens
that attack grapevine increases with their oligomerization degree, the first objective of this thesis was to
optimize and proceed to oxidative coupling reactions of resveratrol and e-viniférine extracted from
grapevine canes, in the presence of metal salts, in order to produce stilbene oligomers. On the one hand,
these hemisynthesis reactions led to the formation of stilbenes with high molecular weight, and to the
production of extracts with high antifungal activity against two major grapevine pathogens, Plasmopara
viticola and Botrytis cinerea. On the other hand, these oxidative coupling reactions carried out on wine
helped study the mechanisms of the oxidative transformation of resveratrol in wine, identify the resulting
oligomers and determine the conditions conducive to their formation. Finally, the potential effects of
these oligomers on human health were studied, by evaluating the level of their anti-inflammatory
activity.

Keywords: stilbenes; oxidative coupling; grapevine; antimicrobial activity; wine; anti-inflammatory
activity
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