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Liste des abréviations

ACCA : acide a-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamique
ADN:  Acide désoxyribonucléique

CAPE :  Ester cafféate de phénéthyle

CCM:  chromatographie sue couche mince

DCC:  dicyclohexylcarbodiimide

DCM:  dichloromethane

DCU:  dicyclohexylurée

1Cs0 Concentration inhibitrice médiane

LDL : low density lipoprotein (lipoprotéine de basse densité)
NMP:  N-pyrrolidine de méthyle

OMS:  Organisation mondiale de la santé

PPE : polyphosphate ester

THF:  tetrahydrofurane

TPA: 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate
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Introduction
Le cancer est une cause majeure de morbidit¢ dans le monde. D’apres les derniéres

statistiques mondiales sur le cancer estimées par I’OMS, 14,1 millions de nouveaux cas de
cancer et 8,2 millions de déces liés au cancer sont survenus en 2012. En 2030, le cancer et
d’autres maladies non transmissibles peuvent dépasser certaines maladies infectieuses comme
principales cause de déces. En seulement quelques années, de nombreux pays confrontés a la
charge croissante du cancer seront confrontés a des colts de traitement ingérables pour la

société ™M,

Le cancer est une tumeur maligne formée par la prolifération désordonnée des cellules
d’un tissu ou d’un organe 2111 existe encore des questions qui restent mal cernées et peu
résolues. Nous ne comprenons toujours pas pourquoi, du jour au lendemain, une cellule

normale se transforme en cellule tumoraler

De ce fait, il est évident que la lutte contre le cancer occupe une place importante dans
la recherche thérapeutique mondiale. L’extraction et 1’isolation de molécules bioactives
naturelles constituent depuis déja quelques temps, une nouvelle voie de recherche de
nouveaux traitements anticancéreux. Par exemple, les plantes contenant des polyphénols sont
une source trés appréciée de nombreuses substances d’intérét thérapeutique. Plusieurs

mecanismes ont eté suggeres afin d’expliquer ces effets.

« Que ton aliment soit ton seul remeéde ! » (Hippocrate). Les travaux au cours des
quarante dernieres années ont montré 1’influence de la nutrition sur la survenue de certains
cancers. Source de facteurs de risques et de facteurs protecteurs, I’activité physique, associée
a la nutrition qui sous-entend une alimentation correcte, fait partie des facteurs
comportementaux sur lesquels il est possible d’agir pour améliorer la prévention des

cancerst,

D’autres études ont montré que le riz complet contient une multitude de composés
phénoliques (acide cafféique, acide coumarique, des flavonoides...) qui lui conferent de
nombreuses activités thérapeutiques (anticancéreux, anti oxydant, antibiotique...). Par
ailleurs le resvératrol a la capacité de bloquer ou d’inhiber diverses étapes du développement

du plusieurs types de cancer en exercant une activité antioxydante, en bloquant le processus
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inflammatoire, tout en altérant le cycle cellulaire, ce qui, par conséquent, induit I’apoptose, la

mort cellulaire programmée

OH

OH

Figure 1: Structure chimique du resvératrol

L’examen de la structure du resvératrol met en évidence la présence de deux unités
phénoliques conjuguées par I'intermédiaire d’une insaturation. Quel que soit le point de
départ, chaque motif phénolique peut étre assimilé a un dérivé de I’acide cinnamique. Dans la
littérature, plusieurs squelettes cinnamiques sont rencontrés dans de nombreux COMpOSEs

biologiquement actifs (figure 2).

Notre travail bibliographique consiste a présenter un apergu de 1’¢tat de la question sur
’acide cafféique, un dérivé bioactif de I’acide cinnamique. En effet I’acide cafféique (figure3)
est bien connu pour son activité anti-oxydante!®. Ce manuscrit met I’accent uniquement sur
les données disponibles qui mettent en évidence I’intérét de ce genre de structure ainsi que de
quelques méthodes synthése qui permettent de les obtenir. Un autre dérivé, I’acide a-cyano-4-
hydroxy-3-méthoxycinnamique (ACCA) est & I’origine de nombreux effets antiprolifératifs

observés in-vivo et in vitro sur les cellules tumorales!.

CO,H

/ CN

HC

OMe

Figure 2: Structure de I'acide a-cyano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamique(ACCA)
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CO,H

OH

OH

Figure 3: Structure chimique de I’acide cafféique

e Objectif et plan de travalil

Les études sur les polyphénols constituent un domaine de recherche tres vaste car
plusieurs travaux de recherches sont effectués dans des disciplines bien précises notamment la
biologie en étudiant les propriétés qu’offrent ces composés, de la petite molécule (acide

phénoligues) allant jusqu'aux molécules de masse moléculaire importante (les tanins).

L’objectif de notre travail consiste en la synthése d’un dérivé de 1’acide cafféique (Figure
3), l'acide a-cyano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamique(ACCA) (Figure 2), un composé doué

propriétés thérapeutiques exceptionnelles
Dans 1’ensemble notre travail est subdivisé de la maniére suivante :

e La premiére partie est composée de 2 chapitres et contiennent la section théorique du
travail, comporte des généralités sur le probléme posé (le cancer), la classe a laquelle le
compos¢ en question appartient en décrivant les propriétés thérapeutiques qu’offre cette
classe de composés et enfin des méthodes de synthése des dérivés de I’acide cinnamique .

e La deuxieme partie traite le théme concerné et enfin nous terminons par une conclusion

permettant de donner les perspectives que ce travaile ouvre.
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Données bibliographiques
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I. Geénéralites
1. Cancer et épidemiologie

1.1. Définition

Le cancer une tumeur maligne, résulte d’un déséquilibre dans le mécanisme de
croissance et de multiplication cellulaire. La cellule cancéreuse se caractérise par des

anomalies nucléaires avec des mitoses fréquentes et anarchiques !,

Le terme cancer provient du grec « karkinos » qui veut dire crabe, symbolisant les
différents caractéres propres a ce crustacé que prend parfois la maladie cancéreuse tels que la
multiplicit¢é de D’envahissement comparée aux milles pates du crustacé, la ténacité de
I’extension aux pinces qui ne lachent pas sa proie et le caractére inexorable et destructeur de

1’évolution a la marche et la voracité du crabe ),

1.1. Epidémiologie

Rappelons que I’OMS a indiqué que le cancer était en augmentation constante. Les
cancers les plus fréquemment diagnostiqués dans le monde sont ceux du poumon, du sein et le
cancer colorectal. Les causes les plus fréquentes du déces par cancer sont ceux du foie, des
poumons et de I’estomac2. Cet organisme prévoit que d’ici a 2025, il apparaitra 19,3 millions de
nouveaux cas de cancer. En raison de la croissance mondiale et du vieillissement de sa population,
plus de la moitié de tous les cancers (56,8%) et des décés par cancer (64,9%) en 2012 ont été
enregistrés dans les régions en développement et ces proportions iront en augmentant encore d’ici a
2025.

1.2. Impact social du cancer

L’annonce d’un diagnostic de cancer a un patient engendre souvent une souffrance
psychologique. A cela s’ajoutent les diverses perturbations physiques liées a la maladie ainsi
que les effets secondaires dus aux traitements (douleur, fatigue, altération de 1’image du

corps, handicaps,.. el

L’apparition d’un cancer entraine généralement une perturbation globale de 1’individu.
Mais la sortie de crise chez un malade dont le cancer est devenu chronique est plus difficile a

définir. En particulier, aprés ’apparition de métastases, le sujet entre dans une période longue
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d’incertitude, de traitements lourds, a répétition, mais qui peuvent parfois étre séparés par des
périodes ou il n’y a pas forcément d’effet sur sa vie sociale. Les effets de la maladie vont

fragmenter le malade tant temporellement que socialement.

Du point de vue economique, la maladie entraine une baisse des revenus dans 60 %
des cas et des difficultés pour se réinsérer dans le monde du travaill*Y. La baisse de revenus
serait la conséquence de I’arrét de travail, mais également des frais supplémentaires liés aux

traitementst*?,

1.3. Cancérogenése et développement du cancer

Les cellules cancéreuses ont 2 caractéristiques essentielles : elles se divisent en
échappant aux contrbles de la croissance cellulaire auxquels sont soumises les cellules
normales, et elles sont capables d’envahir des tissus ou des organes normalement réserveés a

d’autres cellules.

La transformation d’une cellule normale en une cellule cancéreuse résulte le plus
souvent de 1’accumulation de plusieurs Iésions génétiques qui vont altérer des genes
impliqués dans la régulation de la croissance et de la différenciation cellulaire. Le cancer est

ainsi une maladie des géenes.

La plupart des agents qui provoguent le cancer (agents cancérigenes) sont des agents
qui provoquent des modifications de la séquence d’/ADN ou des mutations (mutagénes). Ainsi,
de facon similaire a toutes les maladies génétiques, le cancer résulte d'altérations de I'ADN.
Une grande quantité d'éléments de preuve indiquent que I'ADN des cellules tumorales
contient de nombreuses modifications allant de mutations ponctuelles (changements subtils
dans une seule paire de base) aux grandes aberrations chromosomiques, telles que des

destructions et des translocations chromosomiques.

1.3.1.  Agents responsable au déclenchement d’un cancer **!

a. Agents initiateurs

Ces agents sont appelés aussi des agents génotoxiques ; ils peuvent compromettre
I'intégrité physique ou fonctionnelle du génome, c'est-a-dire ils induisent une lésion définitive
de ’ADN (par exemple mutation...). Ces carcinogénes sont souvent activés par réactions

métaboliques. Les agents initiateurs peuvent étre de plusieurs origines :
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Chimique : exemple les hydrocarbures polycycliques aromatiques (les benzopyrenes), les
amines aromatiques (2-naphtylamine), des agents alkylants (moutarde d’azote,
aziridine...). Ces carcinogénes chimiques agissent le plus souvent aprés activation
métabolique via notamment le systéme des cytochromes P450. Ces cytochromes
interviennent dans le processus de détoxification de 1’organisme par des réactions
d’oxydation.

Physique : comme les radiations ionisantes

biologique c'est-a-dire des initiateurs généerés par nos propres cellules comme les espéces
oxygénées réactives produites par notre metabolisme énergétique. virus (hépatite B,

d’Epstein Barr,...)

b. Agents promoteurs

Ce sont des agents qui accélérent la progression tumorale sans provoquer directement de

mutation de I’ADN. Les promoteurs tumoraux sont souvent des stimulateurs de la

prolifération cellulaire. Un agent promoteur n’a aucun effet sur une cellule saine, son action

n’a lieu que sur des cellules qui ont déja initié 1’oncogenése, autrement dit, ils réduisent le

temps écoulé entre Iinitiation et le développement de la tumeur.

Les esters de phorbol (TPA) contenus dans I’huile de croton.

e Les hormones : les estrogenes sont considérés comme agents promoteurs dans le
cancer du sein et de la prostate.

e Nutrition : 1’alcool (cancers du foie et ORL) ou les graisses (cancer du colon).

e Certains parasites : schistosomiase, paludisme...

O

HO

Figure 4: Structure chimique du phorbole
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1.3.2. Progression tumorale et apoptose

a. Progression tumorale

Une modification structurale ou fonctionnelle a I’ADN d’une seule et méme cellule
que ce soit par mutation ou réarrangement chromosomique inadéquat est la cause de la

naissance d’un cancer.

La cancérogenése est un processus en plusieurs étapes, impliquant un grand nombre
d'événements génétiques et épigénétiques dans les proto-oncogénes, les genes suppresseurs de
tumeurs et les génes anti-métastases. L’existence des différentes étapes de la carcinogenése
(initiation, promotion, progression) ainsi que la nécessité de la mise en place d’autres
processus biologiques tels que I’angiogenése, 1’apoptose, ou la métastase (dans le cas des
tumeurs solides), permet d’expliquer qu’il s’écoule généralement plusieurs décennies entre le

premier contact avec un carcinogene et la déclaration d’un cancer cliniquement détectable.

b. Apoptose

L'apoptose est un processus tres réglementé de la mort cellulaire qui ne joue pas
seulement un réle dans la morphogenese du développement, mais contrble également le
nombre de cellules et permet de se débarrasser des cellules endommagées. Il joue donc un
role important dans la suppression des tumeurs. L’apoptose fait ainsi quotidiennement office

de « controle qualité» pour l’organisme[15].

L'apoptose peut étre déclenchée par des voies externes ou internes qui convergent pour
activer une famille d'enzymes appelées caspases. Celles-ci dégradent systématiquement les
protéines cellulaires et I'ADN selon des modalités caractéristiques aboutissant a la mort
cellulaire. Les cellules cancéreuses partagent des altérations communes dans les mécanismes

qui régulent I'apoptose™®.

L'apoptose est caractérisée par le rétrécissement des cellules, bourgeonnement de la
membrane et le bourgeonnement et la condensation de la chromatine et la fragmentation

précise, qui contribuent tous au maintien et la survie d’une cellule saine!®!.

1.3.3. Angiogenése et tumeurs

L’angiogenése est le mécanisme par lequel une cellule tumorale induit le

développement d’une néovascularisation tumorale. Les tumeurs ne peuvent pas croitre au-dela
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une taille de 1 & 2 mm? sans former leur propre réseau vasculaire!*”. Une tumeur de cette
taille ne peut plus croitre, car elle entre dans état hypoxique, c'est-a-dire qu'elle manque
d'oxygeéne. En plus, comme objectif d’approvisionner les cellules tumorales en oxygene et en
nutriments, I'angiogenese permet également a la tumeur de devenir localement invasive et
faciliterait par le fait méme sa dissémination métastasique via la circulation sanguine ou

lymphatique

Ce processus est indispensable a la croissance tumorale ainsi qu’au développement des
métastases. Le passage d’une phase tumorale pré-vasculaire a une phase vasculaire est lié a la
production, par les cellules tumorales, de facteurs de croissance des cellules endothéliales,

appelés facteurs angiogeniques.
2. Traitements du cancer

Le cancer comprend de nombreuses maladies. Les médecins utilisent de nombreux
traitements différents. La durée du traitement dépend du type de cancer, son emplacement et

son état d'avancement.

2.1. Traitements traditionnels

2.1.1. Chirurgie

C’est souvent le premier traitement : il est utilisé pour éliminer les tumeurs solides. Il
peut étre le seul traitement nécessaire pour les cancers de stade précoce et des tumeurs
bénignes. Cependant, la chirurgie ne permet pas toujours d’éradiquer un cancer dans la
mesure ou les cellules tumorales disséminées dans 1’organisme ne sont pas touchés par une

chirurgie localiséel*®!,
2.1.2. Radiothérapie

Les cellules cancéreuses sont tuées par des rayons a haute énergie qui ciblent
directement la tumeur. Ils agissent principalement par endommagement de I'ADN et en
empéchant sa réplication. Par conséquent, ils tuent préférentiellement des cellules
cancéreuses qui se divisent rapidement. lls tuent aussi des cellules normales, en particulier

ceux en cour de division. La chirurgie et la radiothérapie sont souvent utilisées ensemble.
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2.1.3. Chimiothérapie

Les médicaments utilisés en chimiothérapie sont des composés toxiques qui ciblent les
cellules a croissance rapide. Beaucoup de ces médicaments sont congus pour interférer avec le
processus de réplication de I'ADN. lls interferent aussi avec la capacité de la cellule a
terminer la phase S du cycle cellulaire. D'autres médicaments causent des dommages a
I'ADN, ce qui arréte sa réplication. Une classe de medicaments appelés inhibiteurs broche
arréte la réplication cellulaire au début de la mitose. La plupart des cellules adultes ne se
divisent pas souvent, elles sont moins sensibles a ces médicaments que ne le sont les cellules

cancéreuses.

Les médicaments de chimiothérapie tuent également certaines cellules adultes qui se
divisent plus rapidement, tels que ceux qui bordent le tractus gastro-intestinal, les cellules de
moelle osseuse, et les follicules pileux. Cela explique certains des effets secondaires de la
chimiothérapie, notamment les troubles gastro-intestinaux, une diminution de globules blancs

et la perte de cheveux.

oy Début
Division du cycle
cellulaire
(mitose) ~_

La cellule grossit
et fabrique
de nouvelles

La cellule Si
protéines

se prépare
a se diviser

Cellule
7 au repos o

Point de restriction :
la cellule décide
si elle acheve le cycle

/
La cellule
recopie
son ADN

Figure 5: Cycle cellulaire

2.1.4. Hormonothérapie

L'hormonothérapie consiste a affamer les cellules cancéreuses. Cela se fait
généralement avec des médicaments qui soit inhibent I'activité de I'hormone responsable de la
tumeur, ou sa synthése. Par exemple, certaines cellules du cancer du sein nécessitent de
I’cestrogéne pour leur croissance. Les médicaments qui bloquent le site de liaison de

l'cestrogéne peuvent ralentir la croissance des cancers cestrogeno-dépendants.
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2.2.  Nouvelles stratégies thérapeutiques *°

Plusieurs nouvelles stratégies thérapeutiques ont été développées pour essayer de
bloquer les différents mécanismes impliqués dans le développement et la progression

tumorale. Nous en citons quelques unes
2.2.1. L’immunothérapie passive

Elle consiste a essayer d’utiliser les différentes lignes de défenses naturelles pour
lutter contre le développement du cancer. Techniquement, des cellules du systéeme
immunitaire du patient sont prélevées et cultivées au laboratoire. Elles sont alors stimulées a
proliférer en présence de facteurs de croissance, et développent leur capacité a détruire les
cellules «anormales ». Apres plusieurs semaines de culture in vitro, elles sont réinjectées au

patient.
2.2.2. Thérapies moléculaires ciblées

Ce type de thérapie est dirigé contre une molécule déterminée, par exemple une
tyrosine kinase ou un antigene spécifique d'une cellule tumorale. Le développement
d'anticorps monoclonaux dirigés contre des antigénes présents sur les cellules cancéreuses
représente une modalité thérapeutique supplémentaire, souvent complémentaire de la

chimiothérapie conventionnelle.
2.2.3. Médicaments pro-apoptotiques

L’une des nouvelles stratégies dans le développement de drogues anticancéreuses
consiste a stimuler la différenciation cellulaire ou les mécanismes de I’apoptose. C’est une
maniere d’essayer de rééquilibrer la « balance » de I’homéostasie tissulaire en provoquant la

mort ou le suicide cellulaire des cellules cancéreuses en excés de prolifération.

3. Les polyphénols, une nouvelle perspective dans le traitement du

cancer.
3.1. Définition

Les polyphénols constituent une famille de molécules tres largement répandues dans le

régne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Les

10
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polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de
fonctions directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la

croissance, ou la reproductiont*®!.

L’expression « composés phénoliques » est utilisée pour toute substance chimique
possedant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles libre ou engagés dans une autre fonction chimique : ester méthylique, ester, sucre,

etcl?,

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A
et de phénylalanine. Cette biosynthese permet la formation d’une grande diversité de

molécules qui sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe, d’un tissu particulier.

Comme définition, nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés phénoliques
généralement hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton,
comprenant au moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles. De plus ils
possedent, outre les propriétés habituelles des phénols, la capacité de précipiter les alcaloides,
la gélatine et autres protéines®”?! La famille des polyphénols comprend plus de 8000
structures phénoliques identifiées!??. Ces molécules constituent une des sources les plus

importantes des principes actifs que I'on trouve chez les plantes médicinales.

Chez I’homme et a 1’état de trace, ces molécules jouent un role important en agissant
directement sur la qualité nutritionnelle des fruits et légumes et leur impact sur la santé des
consommateurs (effet antioxydant, effet protecteur contre I'apparition de certains

cancers...)?!,

3.2. Classification

Les polyphénols possédent plusieurs groupements phénoliques avec ou sans autres
fonctions (alcooliques, carboxyles...). Dans cette famille de molécules, de nombreuses
substances sont classées en se basant d’une part, sur le nombre d’atomes constitutifs et d’autre
part, sur la structure du squelette de base, Une classification de ces substances a été proposée
par HARBORNE en 1980 (Tableau1)?4

11
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Tableau 1:Principales classes de composés phénoliquest®

Squelette carboné Classe Exemple Origine
Cs Phénols simples catéchol Nombreuses
especes

Acides p-hydroxybenzoique Epices, fraise

Ce-C1 Hydroxybenzoique

Ce-C3 Acides Acide cafféique, acide Pomme de terre,
Hydroxycinnamique férulique Pomme, citrus
Phénylpropénes Myristicin, eugenol
Coumarines Scopolétine
Isocoumarines Myristicine, eugénol
chromones Eugenine

Ce-C4 Naphtoquinones Juglone, plumbagine Noix
Polyphenols

Ce-C1-.Cs Xanthones Mangiferine

Cs-C,-Cs Stilbenes Resvératrol Vigne
Anthraquinones Anthraquinones

Cs-C3-Cs Flavonoides, Quercétine, cyanidine, Fruits, légumes,
Isoflavonoides daidzéine fleurs, soja, pois

(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
Néolignanes Eusiderine

(Ce-C3-Cs): Biflavonoides Amentoflavone

(C6-Ca)n Lignines Bois, fruits a

noyaux, raisin,
(Ce-C3-Cé)n Tanins condensés kaki

3.3. Intéréts thérapeutiques des polyphénols

La principale caractéristique des polyphénols est qu’ils sont des agents antioxydants trés

puissants®M?! En effet, ils sont capables de piéger les radicaux libres et d'activer les autres

antioxydants présents dans le corps par I’existence d’un systéme conjugué étendu.

Cette méme activite antioxydante permet aux polyphénols de réguler 1’équilibre entre les

radicaux libres et le systéeme de leur destruction. Ainsi par exemple, le taux d’oxyde nitrique,

favorisé par la présence des polyphénols, qui favorise une bonne circulation sanguine,

12
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coordonne l'activité du systtme immunitaire avec celle du cerveau et module la
communication entre les cellules de ce dernier P! est favorisé par la présence des

polyphénols

En raison de ces vertus, les composés phénoliques sont largement utilisés dans les
domaines thérapeutiques et pharmaceutiques. Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les

polyphénols a la santé, nous pouvons citer les suivants :
3.3.1. Prévention des maladies cardiovasculaires

La consommation des polyphénols favorise la protection contre les altérations
cardiaques et vasculaires . Au niveau des artéres, ces molécules préviennent 1’oxydation
des lipoprotéines de faible densité (LDL) évitant ainsi 1’athérosclérose (épaississement des

artéres qui réduit le flux sanguin et peut conduire a 1’asphyxie des tissus irrigués)[gol.

Les polyphénols inhibent aussi I’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénoméene
de thrombose, qui correspond a I’occlusion des artéres. Ainsi en prévenant 1’athérosclérose et

les risques de thrombose, ces composés limitent les risques d’infarctus du myocarde!®™.

3.3.2. Effet antiallergique :

Les polyphénols et notamment ceux de la famille des tanins qui se trouvent dans les
tomates ont montré un effet bénéfique sur les patients atteints de I’eczéma atopique[32]
(maladie chronique, souvent accompagnée de manifestations allergiques, notamment
asthmatiques). Une autre étude a montré que la peau de la tomate contient comme composé
principal la Naringénine chalcone, cette molécule inhibe la libération d'histamine avec une

ICso de 68pg/ml donc pourrait inhiber des réactions allergiquest?.

OH

HO. OH

OH o

Figure 6: Structure chimique de la Nargénine chalcone.
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3.3.3. Activités anti-inflammatoires:

L’acide arachidonique est métabolisé en prostaglandines sous I’action de Ia
cyclogénase et en leucrotriénes sous ’action de la lipoxygénase induisant ainsi des
phénomenes inflammatoires. Une étude a montré que certains polyphénols sont capables de
modifier le métabolisme de 1’acide arachidonique dans les plaquettesPY. Les effets de la
quercétine et de la myricétine sont dose-dépendants. A de fortes concentrations, ils inhibent la
cycloxygénase et la lipoxygénase. Cependant, a de faibles concentrations, seule la
lipoxygénase est affectée. En revanche, d’autres flavonoides tels que I’apigénine et la

chrysine agissent principalement sur 1’activité de la cycloxygénase.

OH o

Quercétine

chrysine apigénine

Figure 7: Exemples de molécules a effet anti-inflammatoire

3.3.4. Activité antioxydante.

Les antioxydants sont des molécules qui contribuent a la protection de notre corps
contre des substances potentiellement dangereuses que 1’on appelle radicaux librest®®.Ces
molécules sont capables de neutraliser ou de réduire les dommages causés par les radicaux
libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule des concentrations

non cytotoxiques de ROSP®. Le dommage oxydatif des cellules, de I'ADN, des protéines et

14
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des lipides augmente avec l'age, et contribue considérablement a la dégénération des cellules
somatiques et a la pathogénie de ces maladies!®"..

Les radicaux libres sont des espéces chimiques présentant un ou plusieurs électrons

libres (le radical hydroxyle OH’, I'anion superoxyde Og'_, l'oxyde nitrique NO). Ils sont

produits naturellement par I'organismel*® ;

- au niveau de la respiration mitochondriale, lorsque I'oxygéene échappe a la réduction
complete en H,O

- au niveau de certains organites cellulaires tels que les peroxysomes

- par diverses oxydases cellulaires

- au cours de la phagocytose.

De nombreux facteurs tels que, la pollution, le tabac, et de nombreux agents chimiques
peuvent étre a 1’ origine d’une production importante de radicaux libres. Les groupements
hydroxyles des polyphénols peuvent accepter un électron pour former des radicaux
phénoxyles relativement stables, rompant ainsi la cascade des réactions en chaine d'oxydation
dans les cellules .

On distingue les antioxydants préventifs, qui décomposent les peroxydes (amorceurs de
chaine) sans formation de radicaux libres, et les antioxydants par rupture de chaine appelés
aussi capteurs de radicaux libres, qui éliminent les porteurs de chaine d'oxydation et dont une
grande partie sont des composés phénoliques. Ces derniers réagissent avec les radicaux libres
et se transforment en radicaux a durée de vie trés longue et peu réactifs : la réaction de

propagation est inhibée voire bloquée!®’.
3.3.5. Activités anticancéreuses

Les substances polyphénoliques sont capables d’activer les mécanismes naturels de la
défense anticancéreuse. En effet, les premiers stades de la phase d’initiation cancéreuse
peuvent étre bloqués par la capacité des tissus cibles a intercepter et a métaboliser les agents
mutagenes. Des cellules impliquees, comme les hépatocytes, synthétisent des enzymes dites
de phase | (notamment des monooxygeénases, telle que les cytochromes P-450) qui peuvent
oxyder les substances mutagénes hydrophobes en produits constituant le substrat des enzymes
de phase II (glucoronyl transférases, sulfotransférases...). Ces derni¢res convertissent leurs
substrats en espéces hydrolysables facilement excrétées hors des cellules. Les enzymes de

phase | et Il agissent également dans la muqueuse intestinale. Elles sont synthétisées sous
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I’action des substances polyphénoliques trouvées dans les légumes, et aussi sous 1’action des
isothiocyanates (dérivés des glucosinolates)!*.
La catéchine présente dans tous les types de thé et en particulier dans le thé vert, a

montré une activité anti-tumoralel*?!

. Une telle activité est attribuée a la capacité de ce
flavonoide a inactiver 1’action de la P-glycoprotéine qui est impliquée dans la résistance
phénotypique des cellules cancéreuses®’]. La croissance cellulaire peut étre inhibée également
par d’autres mécanismes, a savoir* ;

- la stabilisation du collagéne

- Taltération de I’expression des genes

- laréduction des radicaux libres.

En effet, la catéchine augmente la résistance du collagene et inhibe D’activité de la
collagénase!***® es flavonoides ont montré des effets protecteurs contre les cancers de la

prostate, du cdlon et du poumonl*.

Il. Synthése organique

1. Acide cinnamique et dériveés

1.1. Acide cinnamique

L'utilisation de l'acide cinnamique par I'homme date de trés longues années comme
parfums et arome d'origine végétale*®). 1l appartient & la classe d'auxine, reconnu comme

hormones végétales de la régulation de la croissance cellulaire et la différenciation 1.

L'acide cinnamique (pKa de 4,37 a 4,44) est un composé organique naturel qui se trouve
dans de nombreuses épices (cannelle et clou de girofle), les canneberges, et les pruneaux, et
fournit une protection naturelle contre les organismes pathogénes. La présence d'une
insaturation sur la chaine latérale conduit a I'existence de deux isomeres, cis et trans, dont les
propriétés biologiques peuvent étre différentes. On trouve cependant dans la nature la forme
trans de maniére prépondérante tandis que la forme cis correspondrait a des artéfacts
d'extraction. Ces acides sont trés rarement retrouvés a I'état libre et sont généralement
combinés & des molécules organiques'?®!. L’acide cinnamique et ses dérivés sont étudiés pour
ses diverses activités biologiqgues comme antioxydant, hépatoprotecteur, anxiolytique,

insectifuge, antidiabétique et anticholestérolémique etc”.
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MeO 7 0 OH
© acide coumarique
acide férulique OMe
HO / OH
O OMe

acide sinapinique

Figure 8: Quelques dérivés de l'acide cinnamique

1.2.  Synthése des dérivés de I’acide cinnamique

Dans la littérature, il existe plusieurs méthodes de synthéses de ’acide cinnamique et ses

dérivés on cite quelques unes :

1.2.1. Réaction de Perkin

L'acide cinnamique est facilement préparé par synthése de Perkin en utilisant le
benzaldéhyde dans de I'anhydride acétique et de I'acétate de sodium anhydre. La réaction de
Perkin est la méthode la plus fréquente pour la préparation de l'acide cinnamique et ses
dérivés mais l'inconvénient principal de cette réaction est la formation de produits secondaires

indésirables.

HO

o o 1) NaOAc
. 2)NaOH
OHCO )L k 3)HCI \
fo) o

100°C

benzaldéhyde anhydride acetique Acide cinnamique

Schéma 1: Schéma reactionnel de la synthése de Perkin
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1.2.2. Condensation de Claisen—Schmidt

Une variété des dérivés de I’acide (E) cinnamique sont préparés avec des rendements
élevés par la condensation de Claisen-Schmidt en partant des aldéhydes d'aryle en présence
de sodium meétallique et une quantité catalytique de méthanol avec du toluéne comme Co-

solvant.

HO

Toluéne,MeOH \
OHC ome T+  AcCOMe o OMe
Na

Schéma 2: Condensation de Claisen-Schmidt

1.2.3. Couplage de Heck

La synthése de l'ester méthylique de 1’acide cinnamique a partir de l'iodobenzéne et
d'acrylate de méthyle dans de la NMP (N-pyrrolidine de méthyle) en tant que solvant et du Pd/

C comme catalyseur dans des conditions d'ultrasons.

H,CO,

Et;N
1 MeO o
+
- o
NMP, Pd/C

Schéma 3: Couplage de Heck

1.2.4. Condensation de Knoevenagel sous irradiation micro-onde

L’irradiation par micro-onde d’un aldéhyde et 1’acide malonique avec un ester
polyphosphate (PPE) utilis¢é comme catalyseur en absence d’un solvant produit 1’acide
cinnamique et ses dérivés. Ce procédé est adéquat pour la synthése de I'acide cinnamique avec
un substituant donneur d’électrons, cela surmonte l'inconvénient de la réaction de Perkin. La

longue durée a laquelle se deroule la réaction est son principal inconvénient.
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Schéma 4: Condensation de Knoevenagel sous irradiation micro-onde

2. Acide cafféique et dérivés

1.1. Acide cafféique

L’acide cafféique (acide (E)-3-(3,4-dihydroxyphényl)prop-2-énoique) Figure 3)et ses
dérivés sont des composes catécholique qui sont présents dans de nombreuses plantes. Ces
composés sont présents dans des denrées alimentaires (fruits, légumes, thé et le café)®Y. 1l ya
un intérét croissant dans les propriétés biologiques et pharmacologiques multiples de
composés catécholiques non-flavonoides tels que l'acide chlorogénique, acide cafféique et
l'acide dihydrocafféique 2. Ils ont été rapportés pour avoir des activités anti-inflammatoires,
antimutagénes et anticancérigénes®®®. L'objectif de la plupart des recherches actuelles portent
sur leurs propriétés antioxydantes.

o
OH
: o
HO o on
- . OH HO
H H

o OH on

acide chlorogénique acide dihydrocafféique

HO

o
HO =
o
Ester caféate de phénéthyle

Figure 9: structure chimique de quelques dérivés de l'acide cafféique
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2.2. Synthése de quelques dérivés de 1’acide caffeique

2.2.1. Ester cafféate de phénéthyle (CAPE)B

Le CAPE peut étre synthétisé par plusieurs méthodes. Le rendement de la réaction
varie d’une méthode a une autre. Une des méthodes de synthése de cet ester fait appel a une
réaction entre l’acide cafféique avec le chlorure de thionyle environ 1h sous reflux,
I’intermédiaire obtenu est un chlorure d’acyle. Ce dernier réagit par la suite avec une solution
d’alcool phénéthylique, la pyridine et le nitrobenzéne. Le rendement de cette réaction est de

50%-80%

reflux,1h OH
OH OH Z "N 0
~ |

[50%-86%]
acide cafféique (CAPE)

Schéma 5: Synthese de I'ester cafféate de phénéthyle (CAPE)

2.2.2. o-cyano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamique(ACCA)7!

La synthese du (ACCA\) a partir de la vanilline donne un trés bon rendement de 91%

CO,Et CO,H
7 CN 7 CN
C HC
:©\ NCCH,CO,Et K,CO,/MeOH
—>
EtONa, 61% 91%
OMe OMe
OH OH
vanilline (ACCA)

Schéma 6: Synthése de l'acide a-cyano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamique
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Travail effectué

1. Présentation du projet de synthese

Toute synthése organique est précedée par une rétrosynthese qui permet de déterminer les
réactifs les plus adaptés a la synthese envisagée. Par conséquent, la rétrosynthése est 1’art de
la planification de la synthése d’une molécule cible. En observant la structure cible et ayant
connaissance de la facon dont chacun des groupes fonctionnels, et une partie des liaisons
carbone-carbone, présents dans la molécule peuvent étre introduits, il est possible de

disséquer la cible en de petits intermédiaires appelés synthons.

L’objectif de notre travail est de pouvoir trouver un moyen simple, efficace et économique
pour la synthése d’un dérivé de I’acide cinnamique et précisément un dérivé de 1’acide
cafféique, I’acide a-cyano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamique par la condensation de

Knoevenagel a partir de la vanilline commerciale et 1’acide cyanoacétique.

COOH

'71’9\
- CN OMe

OH

OMe

+
OH
OH Nc/ﬁ“/
(o]

Schéma 7: Rétrosynthése de I'acide a-cyano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamique

Le produit de départ de notre synthese est la vanilline commerciale, un agent
aromatisant alimentaire qui a montré de nombreux effets bénéfiques sur la santé tels que le
blocage de la migration des cellules cancéreuses et les empécher de passer a la phase de

métastasel™!.

La condensation de Knoevenagel n’est au fait qu’une étape de la synthese de la

molécule cible.
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Procédé A

e Synthese de Williamson (allylation de la vanilline)
e Estérification de 1’acide cyanoacétique
e Condensation de Knoevenagel

e Hydrolyse de la fonction ester

NC__CO,Me
o
CHO CHO \)k
Br_ X\ K,CO4 Ne OMe piperidine
_— \/\O A N
OH o
acetone THE
OMe OMe OMe

4H1
€00%Y HO3W

NC.__CO,H

OMe

Schéma 8: Chemin réactionnel du procédé A

Procédé B

e Synthése de I’acide a-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamique

e Esterification de I’acide a-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamique

COOH

NC
CHO
0
.o \)}\ NH,0AC
_—
\/\O on toluene \/\O
OMe oM
e

Schéma 9: chemin réactionnel du procédé B
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2. Procédé A
a. Le role des groupes protecteurs en synthése organique

Quand une réaction chimique doit étre effectuée sélectivement a un site réactif dans un
composé multifonctionnel, les autres sites réactifs doivent étre bloques temporairement. De

nombreux groupes de protection ont été développés a cet effet.

Un groupe de protection doit remplir un certain nombre d'exigences. Il doit réagir
sélectivement et fournir un bon rendement du substrat protégé qui est stable aux réactions
projetées. Le groupe de protection doit étre éliminé sélectivement avec un bon rendement,

sans attaquer le groupe fonctionnel régénéré ©°¢.

b. Synthése de Williamson

La synthese de Williamson est une réaction de substitution nucléophile d’ordre 2 (SNy).
Elle permet la préparation des éthers par réaction entre un halogénure d’alkyle (allyle, benzyle
ou alkyle) avec un alkoxyde ou phénoxyde. La méthode classique consiste a faire réagir un
alcool avec du sodium ou potassium pour avoir un alkoxyde. A cet effet, on peut utiliser
comme alternative un hydroxyde alcalin (NaH par exemple) ou amide pour déprotoner la

fonction alcool ou phénol.

Les phénols sont plus acides que les alcools (ce qui est di au noyau aromatique qui
permet une délocalisation de la charge négative de 1’anion phénolate), ce qui permet leur
conversion aisée en phénates par traitement avec un hydroxyde alcalin ou le carbonate de
potassium (K,CO3)®"). Cette réaction est utilisée généralement pour protéger la fonction

alcool ou phénol.

De ce fait, nous avons tenté de réaliser la synthése de Williamson en utilisant la vanilline

comme produit de départ. La réaction est faite par 2 méthodes.

La premiére méthode repose sur la réaction entre la vanilline commerciale avec le
chlorure d’allyle en présence du carbonate de potassium dans le méthanol sous reflux de 20 h.
Une coloration violette apparait et, aprés évaporation du solvant, on obtient un solide violet.
Pour purifier le produit, des tests de solubilité ont été réalisés afin de trouver le bon solvant de
recristallisation. Malheureusement ce solide n’est soluble dans aucun solvant. De ce fait on a

pensé a d’autres réactifs pour faire la réaction.
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La deuxiéme méthode consiste a faire réagir la vanilline commerciale avec le bromure
d’allyle en présence de carbonate de potassium dans 1’acétone sous reflux pendant 20 h. Le

produit est obtenu apreés filtration et évaporation du solvant avec un rendement de 80,59 %.

e Mécanisme réactionnel

La réaction se fait en deux étapes, la premiere consiste en une déprotonation du phénol
avec le carbonate de potassium pour former ainsi un phénoxyde qui réagit par la suite avec le

bromure d’allyle par un mécanisme de substitution nucléophile bimoléculaire (SN>).

J/
OH Q o
MeO MeO \ \BL MeO
K,CO4

—_—
Acetone

CHO CHO CHO

Schéma 10: Mécanisme de la synthese de Williamson

La déprotection peut étre réalisée par isomérisation de 1’allyle en vinyle en utilisant le t-

butylate de potassium (t-ButOK), suivit d’un clivage acide %

c. Estérification de I’acide cyanoacétique

RCOOH + R'OH =~ RCOOR' + H,O

—

Schéma 11: Réaction d'estérification

L’estérification joue un réle trés important dans la synthese organique. Les groupements
ester cyclique ou acyclique constituent des groupes fonctionnels d’importance dans de
nombreux produits chimiques, les produits naturels et les composés synthétiques. Ils jouent un
role polyvalent temporaire en synthese organique pour la protection des acides carboxyliques
et les groupements hydroxyle®®. La réaction d'estérification est généralement une réaction de

condensation entre un acide carboxylique et un alcool®™,
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Le probléeme fréqguemment rencontré lors de 1’estérification provient de 1’équilibre de la
réaction. Pour déplacer 1'équilibre du coté des produits, 1’un des réactifs doit étre utilisé en
exces qui est généralement 1’alcool ; sinon 1’un des produits doit étre constamment éliminé
(I’eau ou Iester) pendant la réaction®®. Si R’ est un groupe méthyle (OR’=OMe), la facon la
plus courante de la conduite de I'équilibre se fait par I’ajout d’un exces de MeOH ; lorsque R’
est un groupe éthyle (OR’=0E), il est préférable d'éliminer 1'eau par distillation azéotropique.
Le groupe R’ peut étre un groupe alkyle primaire ou secondaire autres que méthyle ou éthyle,
mais les alcools tertiaires donnent géneralement des carbocations conduisant a des réactions
d’élimination. Les reactions d'estérification sont généralement menées a l'aide de catalyseurs
acides (H,SOs, TSOH, HCI...)[*%.

Cette étape dans notre synthése consiste a estérifier 1’acide cyanoacétique en ester
méthylique. On introduit I’acide sulfurique dans une solution contenant 1’acide cyanoacétique,
le méthanol sec en excés dans le chloroforme et ce mélange réactionnel est agité sous reflux

pendant 6h.

o]
MeOH, H,SO N
N\)k —— \)L
CHClI,, Reflux 6h oM

OH

Schéma 12: Estérification de I'acide cyanoacétique

Le produit obtenu apres extraction, subit un lavage avec une base, ensuite le solvant est

évaporeé. Un liquide incolore pur est isolé avec un rendement de 10,29%.

e Mécanisme réactionnel

o7 . _H
° ?o/ i NS ' | [~

®OHME

! M

N I H N | H,O N (.\O: ®
\)l\ ~—_ \)\ — \)TOHZ
OMe \\‘V

OMe

Schéma 13: Mécanisme réactionnel de I'estérification de I'acide cyanoacétique
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d. Condensation de Knoevenagel

@)
|

H
H base
P \C/
A T
va

Y

Schéma 14: Condensation de Knoevenagel

La condensation de Knoevenagel couvre la réaction des aldéhydes et des cétones avec des
composés a méthylénes actifs en présence d'une base faible®™. Z et Z 'peuvent étre CHO,
COR, COOH, COOR, CN, NO,, SOR, SO;R, ou des groupes similaires. Le o-proton de tels
composés est acidel®. Les bases utilisées sont la pyridine, la quinoléine, la pipéridine, la
triethylamine, mais aussi certaines amines primaires ou secondaires....La réaction s’effectue
dans les alcools (souvent 1’éthanol), le benzéne, la pyridine, le tétrahydrofurane (THF), ou le
dioxane®?. Cette réaction appartient & une classe de réactions sur les carbonyles, qui sont liés
aux réactions d’aldolisation.

En raison des conditions réactionnelles douces et son applicabilité large, la réaction de
Knoevenagel est un procédé important pour la synthése des acides carboxyliques a.,p-
insaturést®’,

Nous avons employé la condensation de Knoevenagel pour synthétiser le o-cyano-4-
allyloxy-3-méthoxycinnamate de méthyle en faisant réagir le 4-allyloxy-3-
méthoxybenzaldéhyde avec le cyanoacétate de méthyle en présence de la pépiridine. Le
mélange est laissé reposer (sans agitation) a température ambiante pendant 72h. Le produit est
obtenu apres extraction, lavage et évaporation des solvants. Un solide jaune a été obtenu apres

recristallisation dans le méthanol avec un rendement de 64%.

C CO,Me

N
CHO
. N Piperidine
\/\ §
0 OMe  THF, T, 72H \/\O
OMe
OMe

Schéma 15: Synthése de I’ester a-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamate de méthyle

{
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e Mécanisme réactionnel

La premiére étape est la deprotonation du CH- acide du cyanoacétate de méthyle par la
pipérdine. Le carbanion est stabilisé sous forme d’enolate grace a la fonction ester. Le
nucléophile attaque le carbonyle du substrat utilisé, le 4-allyloxy-3-methoxybenzaldéhyde,
formant ainsi une liaison C-C. La perte d’une molécule d’eau a partir de l'intermédiaire

précédent conduit a un produit de condensation o-p-insaturé.

OMe
o
EOm (o) H NC H
H \
N
H :g—Tc o H o
MeO .
cN ——————> : Y — >
NG " Q)i MeO,C O

H

Schéma 16: Mécanisme de la condensation de Knoevenagel

e. Hydrolyse de la fonction ester

Les esters peuvent étre hydrolysés soit en solution basique ou acide. En solution acide, la
réaction est réversible. La position de I'équilibre dépend de la concentration relative de I'eau et
de I'alcool dans le milieu réactionnel. En solution aqueuse alcaline, I’hydrolyse de l'ester est

essentiellement irréversible.

Dans cette étape de synthése on a essayé de faire une hydrolyse en milieu basique de la
fonction ester du produit de condensation. Ce dernier cristallise en présence d’eau, il est donc
mis en reaction avec le carbonate de potassium dans le méthanol sec et le THF a température
ambiante sous agitation pendant une nuit. Le mélange est par la suite filtré et les solvants sont
éliminés par évaporation sous vide. Le produit n’a pas été purifié a cause d’un probléme de

solubilité.
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NC CO,Me
A NC CO,H

MeOH, K,CO,

\/\o THF A N

(]

OMe
OMe

Schéma 17: Hydrolyse de la fonction ester

3. Procédé B

a. Synthése de I’acide a-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamique.

La synthése de ’acide a-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamique fait appel a la réaction
de condensation de Knoevenagel en utilisant 'acétate d’ammonium comme base. Pour cela, le
4-allyloxy-3-méthoxybenzaldéhyde, 1’acide cyanoacétique et 1’acétate d’ammonium sont
dissous dans le toluéne et portés a reflux pendant 2h dans un montage Dean-Stark afin
d'éliminer 1’eau générée au cours de la réaction. 1 h supplémentaire de reflux est ajoutée. A la
fin du reflux, on procéde a une filtration, le résidu est extrait avec le DCM, lavé avec I’eau, et

les solvants sont éliminés par évaporation pour conduire a un solide jaune.

NC COOH
CHO

(o]
NH,OAC
+ N \ N
\/\ N \/\
o toluene Reflux 2h

OH

o

OMe OMe

Schéma 18: Synthese de I'acide a-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamique

b. Esterification de I’acide a-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamique

Afin de confirmer la présence du groupement fonctionnel acide carboxylique dans la
structure finale, nous avons essayé¢ de faire un couplage entre 1’acide a-cyano-4-allyloxy-3-

méthoxycinnamique avec le N-phtalimido ester méthylique de la L-tyrosine.
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Une autre méthode d’estérification d'un acide carboxylique consiste a traiter ce dernier
avec un alcool en présence d'un agent déshydratant, comme le dicyclohexylcarbodiimide

(DCC). L'acide est converti en un composé portant un bon groupe partant .

L'utilisation de DCC (dicyclohexylcarbodiimide) en tant que promoteur représente une
des méthodes les plus polyvalentes d'estérification. La réaction se déroule habituellement a
température ambiante, sous des conditions douces, méme les substrats comportant d’autres
groupes fonctionnels peuvent étre utilisés. La réaction n’est pas sensible a I’encombrement

stérique des réactifs, ce qui permet la production des esters et d'alcools tertiaires 8.

Nous avons tenté de faire un couplage entre [I’acide o-cyano-4-allyloxy-3-
méthoxycinnamique et le N-phtalimido ester méthylique de la L-tyrosine. Les produits sont
mélangés dans le dichlorométhane sous agitation de 0°C jusqu'a température ambiante.
Ensuite, une solution de DCC dans le dichlorométhane est ajoutée. La réaction est agitée
pendant 48h. A la fin, on filtre la dicyclohexylurée DCU. Le solvant est chassé par
évaporation sous vide. Le produit est précipité dans 1’éther de pétrole et recristallisé dans
1'éthanol. D’apres le spectre IR la réaction n’est pas totale a cause de la présence de la bande

caractéristique de la liaison O-H phénolique .

o, NC c
NC__COOH o \o
Dcc |
N
MeO
o

CH,CI,
\/\o
OMe
OMe \/\o

OMe

.
HO

Schéma 19 : Estérification de 1’acide a-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamique
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e Mécanisme réactionnel

Schéma 20: Mécanisme de I’estérification de 1’acide o-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamique
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Conclusion et perspectives

La nature est une source d’inspiration pour la synthése de différentes molécules
biologiquement actives. L’acide cinnamique ainsi que ses derivés ont montré de nombreux
effets thérapeutiques. En se basant sur les vertus qu’offrent les dérivés de 1’acide cinnamique,
nous avons tenté de synthétiser ’acide a-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamique, qui est a
I’origine de nombreux effets antiprolifératifs observés in vivo et in vitro sur les cellules

tumorales.

La premiére partie de notre mémoire présente des genéralités sur l'intérét
thérapeutique de la famille de composés a laquelle notre produit appartient, ainsi que

différentes réactions intervenant dans la synthése de 1’acide cinnamique et ses dérivés.

La deuxieme partie décrit les différentes étapes de la synthese de 1’acide a-cyano-4-
allyloxy-3-méthoxycinnamique. Nous avons essayé de synthétiser ce dernier par deux
méthodes différentes. Dans la premiere méthode, nous nous sommes arrétés a 1’o-cyano-4-
allyloxy-3-méthoxycinnamate de méthyle avec un rendement de 64%. La deuxiéme méthode
nous a permis d’arriver a un produit avec un rendement de 50,62% dont le spectre infrarouge

confirme I’absence de I’acide carboxylique dans le produit de réaction.

Au cours de ce travail, les différentes manipulations effectuées ainsi que les difficultés
rencontrées nous ont permis de mettre nos connaissances théoriques en pratique et les

enrichir.

Ce travail ouvre des perspectives destinées a optimiser la synthése des dérivés de
I’acide cinnamique, permettant d’arriver a long terme a développer des substances
thérapeutiques utiles a mettre a la disposition des populations et dans le but d'améliorer leurs
effets bénéfiques.
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Généralités
e Purification des solvants

Le méthanol (MeOH) utilisé est purifié par traitement avec I’iode et le magnésium, distillé

et recueilli sur tamis moléculaire 3A.

Le dichlorométhane (DCM) est porté a reflux pendant 2h en présence du pentoxyde de
phosphore (P,0s).il est par la suite distille.

Le tétrahydrofurane (THF) et le toluene sont conservés sur sodium effilé.

e Point de fusion

Tous les points de fusion des solides recristallisés et des poudres amorphes ont été déterminés
par un fusionometre digital de la série 1A 9000 d’Electrothermal en utilisant des tubes

capillaires.
e Méthodes d’analyse

Chromatographie sur couche mince (CCM)

La pureté des produits synthétisés est vérifiée par chromatographie sur couche mince en
utilisant des plaques CCM en aluminium recouvertes d'une couche de gel de silice; .la

révélation a été réalisée sous éclairage UV.

Spectrométrie Infrarouge

Les spectres d’absorption infrarouge (IR) ont été effectués au Centre de mesures du
Laboratoire des Substances Naturelles et Bioactives (LASNABIO) a I’aide d’un spectrométre
« Perkin Elmer L1600300 SPECTRUM TWO » en utilisant des pastilles KBr, les valeurs de

fréquences sont exprimées en cm™.
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Méthodes et résultats

Procédé A :

1. Synthése de Williamson

Protocole A

CHO CHO

Cl
\/\ K,CO,4
OH MeOH, Reflux 20h \/\O

OMe

OMe

Mode opératoire

La vanilline commerciale (4g; 26, 29mmol) est dissoute dans 50ml de MeOH sec dans un
bicol de 250ml surmonté d’un réfrigérant avec une garde a chlorure de calcium (CaCl,). On
ajoute le carbonate de potassium (7,199 ; 52,06mmol) et le chlorure d’allyle (2,76ml;
39,84mmol). Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant 20h. Le mélange est refroidi et
filtré. Le solvant du filtrat est éliminé par évaporation sous vide. Un solide de coloration

violet apparait. Ce dernier ne se dissout dans aucun solvant.

Protocole B

CHO CHO

Br
ST Kaco,
OH Acetone, Reflux 20h \/\o

OMe

OMe

Mode opératoire :

Dans un bicol de 250mL équipé d'une agitation magnétique et d'un réfrigérant
surmonté d'une garde de CaCl,, on introduit la vanilline commerciale (4g; 26,29 mmol)
dissoute dans 50mL d'acétone, suivie de carbonate de potassium (5,459, 26,29mmol) et de
bromure dallyle (3,41 mL, 26.29mmol). Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant

20h, la température du bain est maintenue a 60°C. A la fin du reflux, le systéme est refroidi ;
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le mélange est, par la suite, filtré et le résidu est lavé 2 fois avec l'acétate d'éthyle. Le solvant

est éliminé par évaporation du filtrat. On obtient un gel d'une coloration jaunatre. On procede

a une cristallisation avec I'éther de pétrole. On vérifie la pureté du produit par

Chromatographie sur Couche Mince (CCM) en utilisant le mélange éther/éther de pétrole

[1 :1] comme éluant.

Caractéristigues physico-chimigues

- Masse R
i fus . apport
Produit Aspect molaire | Rendement(%)
(°C) frontal
(9/mol)
4-allyloxy-3- Solide
, ) 43 192,2 80,6 0,90
méthoxybenzaldehyde blanchatre
Données SDECtI’&'ES
CHO
\/\O
C11H1203 OMe
101
90
804 3615,21«:»1
70] ﬂ
. 60
o sl 241
40
44 j [ 00,1
304 1424, R 92 3¢.53cm-1
189, Bem-1 | | .
20 " : )
“f00 3500 3000 2500 2000 880 1000 500450
cm-1
Nom Description
Analyst 77 Echantillon 077 Par Analyst Date lundi, avril 06 2015

IR (cm™): 1681.96 (C=0) ; 2728.05 (C-H de I’aldéhyde) ; 1649.52 (C=C allyle) ; 1136.01

(C-0O éther) ; 1424,93-1586.04 (C=C aromatique)
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2. Estérification de I’acide cyanoacétique

MeOH, H,SO,

CHCI;, Reflux 6h

N

\)L

Mode opératoire :

L’acide cyanoacétique (6, 0.07mol) est dissous dans le chloroforme (CHCI3) (50 mL); ony

ajoute du methanol absolu (4,28ml; 0,10mol) et la réaction est catalysee par ajout de

quelques gouttes de H,SO,4 concentré. Le tout est porté a reflux pendant 6h. Au bout de ce

temps, 1’exces d’alcool est éliminé par évaporation sous vide. Un liquide d’aspect huileux est

obtenu. Le liquide est refroidi a température ambiante, neutralisé avec une solution aqueuse

de NaHCO;

et la phase aqueuse est extraite avec de I’éther diéthylique. Les extraits

organiques réunis sont séchés sur sulfate de calcium et le solvant est éliminé sous vide. On

obtient un liquide incolore, correspondant a 1’ester. La pureté de ’ester est vérifié par CCM

en utilisant le mélange éther/ acétate d’éthyle [1 :1] comme éluant.

Caractéristigues physico-chimigues

: Masse molaire Rapport
Produit Aspect Rendement(%)
(9/mol) frontal
Cyanoacétate de Liquide
. : 99,1 10,30 0,8
méthyle incolore

Données spectrales

(0]
NM
OMe

C4HsNO,
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9%

904

80+

701

604

|
717.27cm-1

504

%T

|
43.18cm1
845.47cm-1

40|

304

204

216 §pcm-1

10+ 1747 Bpem-1 1440 01cmi1 118 Paem |

P — ) . . : ardoemd  0922%emd

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450
cm-1

Nom Description
—— Analyst 78 [Echantillon 078 Par Analyst Date lundi, avril 06 2015

IR (cm™) : 1747.89(C=0) ; 1397.78 ,1440.01 (C-0) ; 2261.23 (C=N).

3. Condensation de Knoevenagel

NC co,Me

CHO

N \)T\ Piperidine
+ \ L.
\/\o THF \/\

OMe

o

OMe
OMe

Mode opératoire

Dans un bicol, on fait réagir du 4-allyloxy-3-méthoxybenzaldéhyde (0,909 ; 47mmol) avec le
cyanoacetate de méthyle (0,40g.47mol) dans 30ml de THF en présence de la pipéridine
(0,01ml. 0,27mmol) pendant 72h sans agitation ni reflux. Le mélange est par la suite porté a
reflux pendant 2h. Aprés refroidissement, une extraction avec I'éther est faite, suivie d’un
lavage de la phase organique 2 fois avec une solution d’acide chlorhydrique a 5%, puis un
lavage a I’eau. Cette dernicre est séchée sur sulfate de calcium. Le solvant est éliminé par
évaporation sous vide. La recristallisation est faite par méthanol avec reflux. On ajoute de
I’eau froide a la fin de reflux, un solide précipite. Des cristaux jaunes apparaissent apres
filtration. La pureté du produit final est vérifiée par CCM en utilisant un mélange éther/éther

de pétrole comme éluant.
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Caractéristigues physico-chimigues

- Masse R
i fus ) apport
Produit Aspect molaire | Rendement(%)
(°C) frontal
(g/mol)
Ester a-cyan-4-allyloxy-3- .
) ) Cristaux
méthoxycinnamate de ) 103 273,3 64 0,53
) jaunes
méthyle
Données spectrales
NC CO,Me
\/\O
C15H15NO,4
OMe
93,
92
904
884
86
84_
821
804
k78 85cm-1)
X 761 1 )
74 1337.20cin-
724
704 171952cm-| |
684 t§|364an-1
661 1587 .51cm-1
64 1264 J7cm-1
62 — y T v v v E——— ]
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450
Nom Description S
Analyst 97 Echantillon 097 Par Analyst Date lundi, avril 13 2015

IR (cm™): 1719,62(C=0) ; 1144,32-1264,37(C-0) ; 1004(C-O-C éther) ; 1337-1587 (C=C

aro) ; 2380 (C=N).
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4. Hydrolyse de la fonction ester

NC COo,Me NC COH

MeOH,K,CO,

NN THF NN

OMe OMe

Mode opératoire

Dans un bicol sec muni d’une agitation magnétique, 1’ester a-cyan-4-allyloxy-3-
méthoxycinnamate de méthyle (0.50g ; 1,8mmol) est dissous dans le méthanol (15ml) et le THF
(10ml). On y ajoute le carbonate de potassium en poudre (0,25g, 1,8mmol). La réaction se
déroule pendant une nuit a température ambiante. Au bout de 24h, le MeOH et le THF sont
¢liminés sous vide. L’extraction et le lavage ne sont pas effectués car le solide obtenu aprés
évaporation n’est soluble dans aucun solvant. Le spectre InfraRouge montre que la réaction

n’a pas eu lieu.

Procédé B

1. Syntheése de I’acide a-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamique

NC COOH

CHO

(o]
NH,OAC
+ N \ N
o OH toluene Reflux 2h

OMe OMe

(o)

Mode opératoire

Le 4-allyloxy-3-méthoxybenzaldéhyde (3g; 15,6mmol), [I’acide cyanoacétique
(1,20g.14mmol), I’acétate d’ammonium (43mg) et le toluéne (100 mL) sont introduits dans un
montage de Dean-Stark. Le mélange est porté a reflux pendant 2h en maintenant la

tempeérature du bain a environ 100°C. L'eau qui se condense dans le séparateur (environ 1ml)
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est enlevée apres 2h. Le mélange est chauffe a reflux pendant 1h supplémentaire. Au bout de
3h on filtre sous vide. Le résidu est extrait avec le DCM et lavé 2 fois avec 1’eau froide, une
émulsion apparait. On procede a une filtration simple et le produit final est obtenu sous forme

de solide. On verifie la pureté du produit final CCM en utilisant le mélange éther/acétate

d'éthyle comme éluant.

Caractéristigues physico-chimigues

- Masse R )
i f ) appor
Produit Aspect N molaire Rendement(%)
(°C) frontal
(g/mol)
Acide a-cyano-4-allyloxy-3- | solide
) 170 259,25 50,6 0,27
méthoxycinnamique jaune
NC COOH

Données spectrales

Cy4H13NO
OMe ~1413NV4

1004
984
961

94
921

904
881

861
84_
821 1605.83cm-

804 i \
1566 21gp-1| p4.28cm-1
784 1426.18cm-1

76
74
721 | 1269.47cm-1

70 - i i 180528m1 \aswboermy
4000 3500 3000 2500 om-1 2000 1500 1000 500450

%T

Nom Description
——— Analyst 78 Echantillon 078 Par Analyst Date lundi, mars 16 2015

IR (cm™) : 1695,83(C=0) ; 2400-3000(0-H) ; 2200(C=N).

39




Partie expérimentale

2. Couplage entre le fragment cyanocinnamique et la L-tyrosine

OMe

HO

¢}

NC

0

OMe

OMe

Mode opératoire

Données spectrales

bande caractéristique du OH phénoligue.

L’acide a-cyano-4-allyloxy-3-méthoxycinnamique (0,70g. 3,1mmol) est dissous dans 20ml
de DCM dans un erlenmeyer de 50ml. On y ajoute le N-phtalimido ester méthylique de L-
tyrosine (1g, 3,1mmol) et une agitation est maintenue a 0°C et on laisse remonter jusqu'a
température ambiante. Le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (0,62g. 3,1mmol) est dissous
dans 10ml de DCM et ajouté goutte a goutte au mélange précédent. Le systéeme est maintenu
sous agitation pendant 48h. Au bout de 48 h le mélange est filtré, le solvant du filtrat est
éliminé par évaporation sous vide. Un produit d’aspect pateux est obtenu. Ce dernier est
cristallisé dans I'éther de pétrole et subit une recristallisation dans I'éthanol. La pureté du
produit est verifiée avec CCM en utilisant le mélange hexane-éthanol [1 :1] comme éluant. La

CCM et la spectroscopie ont montré que la réaction n’est pas totale ; il y a présence de la

NC C

A

o

OMe

c:32H26N208
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%T

540 97cm-1
12‘13 56cm-1
1311.33em-1

25 3326 320m-1 2860 50cm-1

; 578 95cm-
204 2028 77cm-1 i L
143 T T ™
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450

cm-1
Nom

Description
—— Analyst 127 Echantillon 127 Par Analyst Date lundi, avril 27 2015
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