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RESUME

Les neuropathologies dégénératives, telles que la maladie d’Alzheimer et la sclérose en
plaques, sont souvent accompagnées de phénoménes inflammatoires. La microglie, une
population de monocytes-macrophages résidant dans le systéme nerveux central, est en grande
partie responsable de la régulation des phénoménes inflammatoires et immunitaires dans le
cerveau. Apres certains stimuli, la microglie se différencie en cellules immuno-compétentes
capables de faire de la phagocytose. Cette activation microgliale se traduit également par une
libération de divers radicaux libres, de certaines protéases ainsi que de cytokines pro-
inflammatoires. Elle est souvent observée lors de Iésions ou infections cérébrales, ainsi q’au
cours de neuropathies comme la maladie d’ Alzheimer ou la sclérose en plaques.

Une approche thérapeutique intéressante consiste a protéger les cellules des différentes formes
de dégénérescence tout en régénérant ou en remplagant les cellules nerveuses mortes ou 1ésées
a partir de cellules souches neurales.

Dans cette optique nous avons synthétisé des molécules hybrides, les RFA (Resveratrol Fatty
Alcohols) combinant un noyau anti-oxydant, le resvératrol, pour son effet neuroprotecteur et
une chaine w-hydroxylée pour son aspect neurorégénérateur. La synthése adoptée repose sur un
couplage de Sonogashira permettant de greffer la chalne oméga-alcanol et sur un couplage de
Wadsworth-Emmons permettant la création de la double liaison carbone-carbone
exclusivement trans et donnant ainsi naissance au noyau stilbéne.

Les RFA possédent de bonnes capacités anti-oxydantes. De plus, les RFA et plus
particulierement le RFA12, portant 12 atomes de carbone, est capable d’atténuer la réponse
inflammatoire en modulant 1’activation microgliale tout en induisant la différenciation des
cellules souches neurales en neurones matures. Des études préliminaires du mécanisme
d’action permettent de postuler en faveur d’une implication du RFA12 dans la voie de

signalisation Notch.

Mots clé: Neuropathologies, resvératrol, alcools gras resvératroliques, couplages de
Sonogashira et de Wadsworth-Emmons, neuro-inflammation, anti-oxydation, activation

microgliale, cellules souches neurales, différenciation cellulaire, voie de signalisation Notch.



ABSTRACT

Inflammatory events are often observed during degenerative neuropathies like Alzheimer’s
disease or multiple sclerosis. Microglial cells, the brain resident monocyte-macrophage cell
population, play an important role during neuro-inflammation processes. Upon appropriate
stimulation, these cells continue their previously halted differentiation to become
immunocompetent phagocytic cells. This activation is accompanied by the production of
numerous free radicals, proteases and pro-inflammatory cytokines. This type of activation is
observed after brain injury or infections, as well as during the development of neuropathies,
like Alzheimer’s disease or multiple sclerosis.

A new therapeutic approach consists in protecting cells against degeneration while
regenerating nerve cells from existing neural stem cells.

So, we investigated the synthesis of compounds presenting neuroprotective as well as
neuroregenerative activities. These compounds, Resveratrol Fatty Alcohols (RFAs) bear a
neuroprotective moiety, resveratrol, and a neurotrophic omega-alkanol structure. A
Sonogashira cross-coupling followed by a Wadsworth-Emmons reaction leads to the RFAs.
The different RFAs have good antioxidative capacities. Beside, RFA’s, especially RFA12,
bearing 12 carbon atoms on the side chain, have a down regulating effect on
neuroinflammation by modulating the microglial activation while promoting the differentiation
of neural stem cells into mature neurons at 0.1 uM. Preliminary mechanistic studies showed

that these effects act at least partially through the Notch signalling pathway.

Keywords: Neuropathologies, resveratrol, resveratrol fatty alcohols, Sonogashira and
Wadsworth-Emmons couplings, neuro-inflammation, antioxidation, microglial modulation,

neural stem cells, differentiation, Notch signaling pathway.
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ABREVIATIONS, ACRONYMES, SYMBOLES ET NOMS TRIVIAUX

°C

ABTS

Ac
AcOEt
ADN
ADNc
ARN
ARNm
arom
BCA
BDNF
benz
BnBr
B-Br-9-BBN
BSA
n-BuLi
t-BuLi
tBuOK
CCM
CNTF
d

dd

DPPH

degré Celsius

[2,2’°-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid)]

acétyle

acétate d’éthyle

acide désoxyribonucléique

acide désoxyribonucléique complémentaire
acide ribonucléique

acide ribonucléique messager
aromatique

bicinchoninic acid

brain derived neurotrophic factor
benzyle

bromure de benzyle
B-bromo-9-borabicyclo[3.3.1]nonane
bovine serum albumine
n-butyllithium

t-butyllithium

t-butylate de potassium
chromatographie sur couche mince
ciliary neurotrophic factor

doublet

doublet dédoublé

2,2’-di(4-tert-octylphényl)-1-picrylhydrazyle



DMEM Dulbecco's modified Eagle medium

DMF N, N-diméthylformamide

DMSO diméthylsulfoxyde

dNTP désoxyribonucléotides triphosphate
ECL enhaced chemi-luminescence

éq équivalent

EGF Epidermal Growth Factor

EtOH ¢thanol

Et,O éther

g gramme

GAPDH glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase
h heure

Hz hertz

IgG immunoglobuline G

IFN-y interféron-gamma

IL interleukine

IR infrarouge

J constante de couplage

LiAlH4 hydrure de lithium et d’aluminium
m metre

m multiplet

M molaire

MeOH méthanol

mg milligramme

MHz mégahertz



min minute

mL millilitre

mmol millimole

mol mole

MTT bromure de 3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-
diphényltétrazolium

NaOMe méthylate de sodium

NEM N-éthylmorpholine

NGF nerve growth factor

NMO N-methylmorpholine-N-oxide

NOS I monoxyde d’azote synthase de type 11

PBS phosphate saline buffer

PCR Polymer Chain reaction

Pd/C palladium sur charbon

Ph phényle

PM poids moléculaire

ppm partie par million

q quadruplet

qn quintuplet

qnd quintuplet dédoublé

Rf rétention frontale

RFA Resveratrol Fatty Alcohols

RMN résonance magnétique nucléaire

RT rétrotranscription

S singulet



SVF

SDS

ta

TBAF

TBDMS ou TBS

TMS

td

THF

TNF-a

TPAP

Tris

Sérum de veau foetal

sodium dodécyl sulfate

triplet

température ambiante

fluorure de tétrabutylammonium
tert-butyldiméthylsilyle
triméthylsilyle

triplet dédoulé

Tétrahydrofurane

tumor necrosis factor o
Tétrapropylammonium perrhuthénate
2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol
déplacement chimique

fréquence d'absorption
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Introduction générale

I. Problématique

Les maladies dégénératives, se traduisant par la dégénérescence d’un type cellulaire donné,
sont trés nombreuses et ont un impact de plus en plus important. Leur fréquence s’est vue
augmentée principalement a cause de 1’allongement de I’espérance de vie.
Notre laboratoire s’intéresse plus particulierement aux maladies dégénératives du systeme
nerveux central qui se caractérisent par une perte fonctionnelle des cellules nerveuses. Les
maladies les plus fréquentes dues au vieillissement du systéme nerveux central comprennent :
0 la maladie d’Alzheimer
0 la maladie de Parkinson

0 lasclérose latérale amyotrophique

Ces maladies peuvent, au contraire, également toucher des adultes jeunes (20-40 ans), c’est
notamment le cas de la sclérose en plaques. A I’inverse des autres maladies, pour la sclérose
en plaques, la dégénérescence des cellules nerveuses est secondaire. La cause premicre de la
maladie est un processus inflammatoire.

Nous nous intéressons plus précisément a la conception et a la synthése d’agents
thérapeutiques potentiels permettant de combattre voire d’empécher les phénomeénes de
dégénérescences nerveuses. Ainsi, nous développons de nouvelles molécules susceptibles

d’étre utilisées dans le traitement des diverses neuropathies dégénératives.

II. Le systeme nerveux central

Le systéme nerveux humain est composé du systéme nerveux central (SNC) constitué par la
moelle épiniére et 1’encéphale (cerveau, cervelet et tronc cérébral) et du systéme nerveux
périphérique (SNP) englobant tous les nerfs rattachés au systéme nerveux central.

Le systéme nerveux est responsable de I’envoi, de la réception et du traitement de 1’influx
nerveux. Il contrdle également toutes les actions et sensations des différentes parties du corps

ainsi que les émotions, la pensée et la mémoire.

Le systeme nerveux central est principalement constitu¢é de deux types cellulaires : les
neurones et les cellules gliales.
Les neurones constituent ['unité fonctionnelle du systéme nerveux. Ils permettent la

transmission d’un signal, I’influx nerveux.
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Les cellules gliales quant a elles assurent essentiellement un réle de soutien et de nutrition des
neurones. Par ailleurs, ces cellules jouent un rdle déterminant dans 1’établissement de
nouvelles connexions.

Récemment, la présence dans le cerveau d’un autre type de cellules nerveuses a été
démontrée. En effet, de petites quantités de cellules souches adultes, permettant la
maintenance du cerveau ainsi que le remplacement des différents types cellulaires nerveux,

ont été mises en évidence.
A. Les neurones
Les neurones représentent 10 a 20% des cellules du cerveau. Ce sont des cellules hautement

spécialisées dans la réception, le traitement et la transmission de 1’influx nerveux. Un neurone

comporte fondamentalement trois parties (schéma 1) :

fibres
dendrite plague motrice musculaires
/.
sl borisation terminal
cellulaire arborisation terminale
axone I
| noyau
| cytoplasme :
i inFovisual.info Qaiﬂ-e de myéline i

Schéma 1 : Le neurone.

e Le soma (péricaryon) ou corps cellulaire contenant le noyau cellulaire et la
plupart des composantes cytoplasmiques. Il assure la synthése des constituants

nécessaires a la structure et au fonctionnement du neurone.

e L’axone (cylindraxe), la partie allongée du neurone qui assure la conduction
de l’influx nerveux du corps cellulaire jusqu’a son extrémité. Il prend
naissance au niveau d’une expansion du soma (cone d’émergence) et se

termine par des boutons terminaux.
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e Les dendrites représentent le deuxiéme type de prolongement prenant
naissance au niveau du soma. Ils se différencient de I’axone par leur taille plus
courte sous forme d’arborescence et constituent la principale structure de

réception de I’influx nerveux.

B. Les cellules gliales

Les cellules gliales représentent 80 a 90% des cellules du SNC et occupent environ la moitié
du volume du cerveau. Elles assurent principalement un réle de soutien et de nutrition des
neurones. En réalité, elles exercent un réle bien plus complexe et étendu, indispensable au bon

fonctionnement du systéme nerveux.

- Les astrocytes (40% des cellules du cerveau) constituent les cellules les plus
répandues du systéme nerveux. Ils sont caractérisés par leur forme étoilée et leurs nombreux
prolongements. En fonction de la région ou ils se situent, ils occupent soit un réle nourricier
au niveau de la substance grise, soit un role de squelette ou de soutien élémentaire au niveau

de la substance blanche.

- Les oligodendrocytes (20% des cellules du cerveau) sont de petites cellules émettant
peu de prolongements. Elles sont a 1’origine de la formation des gaines de myéline qui

s’enroulent autour des axones et permettent 1’accélération du passage de 1’influx nerveux.

- Les cellules épendymaires tapissent les formations ventriculaires. Elles constituent
le liquide céphalo-rachidien et sont susceptibles de jouer un role lors de la migration de

certaines cellules au cours du développement cérébral.

- Les cellules microgliales (10% des cellules du cerveau) possédent les
caractéristiques morphologiques et immunologiques des monocytes-macrophages. Les
microgliocytes jouent un role essentiel au cours des réponses inflammatoires et immunitaires
du systéme nerveux. Les cellules microgliales activées sécrétent des radicaux libres, des

protéases, ainsi que des cytokines impliqués dans les phénomeénes inflammatoires.

Les cellules restantes sont principalement constituées de cellules endothéliales qui font partie
de la barriere hémato-encéphalique, une protection du cerveau contre différentes substances

nocives ou non du flux sanguin, et d’une petite quantité de cellules souches neurales.
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C. Les cellules souches neurales

La majorité des cellules du systéme nerveux central dérive d’un précurseur multipotentiel
commun appelé, cellule souche neurale.

Une cellule souche est définie par deux caractéristiques principales. Elles sont capables de
s’autorenouveler quasi indéfiniment (autorenouvellement) et peuvent donner naissance aux
trois types cellulaires majeurs du systéme nerveux central : neurones, oligodendrocytes et

astrocytes.

ITI. Les maladies dégénératives et inflammatoires du systéme
nerveux central et leurs traitements

Les maladies du systéme nerveux central, qu’elles soient a composantes dégénératives et/ou
inflammatoires se caractérisent par une dégénérescence progressive pour aboutir a une mort
des différentes catégories de cellules nerveuses.

Dans la grande majorité des cas, ces pathologies dégénératives sont essentiellement associées
au vieillissement du systéme nerveux central mais peuvent également étre dues a des agents
infectieux ou aux formes pathogeénes du prion comme la maladie de Creutzfeld-Jacob. Elles
peuvent également étre associées a des phénomenes inflammatoires comme dans le cas de la

sclérose en plaques.

Ces neuropathies dégénératives peuvent étre principalement classées en deux catégories :
e les pathologies provoquant des démences séniles et/ou des troubles moteurs comme
les maladies d’ Alzheimer, de Parkinson ou encore la chorée de Huntington
e les maladies neurologiques entrainant des paralysies comme la sclérose latérale

amyotrophique ou la sclérose en plaques.

Dans cet exposé nous allons détailler plus précisément deux maladies du systéme nerveux

central, la maladie d’Alzheimer et la sclérose en plaques.
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A. La maladie d’Alzheimer

1. Généralités

La maladie d’Alzheimer doit son nom au psychiatre allemand Alois Alzheimer (1864-1915)
qui a décrit en 1906 pour la premicre fois les symptomes de la maladie. La maladie
d’Alzheimer n’a été reconnue qu’en 1963 comme maladie en tant que telle et non comme un
processus normal de vieillissement du cerveau.

La maladie d’Alzheimer est une démence neurodégénérative. Cette démence se traduit par
une perte fonctionnelle progressive des cellules nerveuses. Les premiéres 1ésions apparaissent
dans les zones corticales du cerveau, zones impliquées dans la mémoire. Au fur et & mesure
de son évolution, la maladie va affecter de nouvelles régions du cerveau ce qui va se traduire
par des difficultés du langage, de raisonnement, des capacités gestuelles mais aussi par des
troubles du comportement."

Cette maladie est fortement liée a I’age et au sexe. De maniere générale les femmes sont plus
touchées que les hommes et les personnes de plus de 65 ans (environ 5%) sont moins
exposées que les personnes de plus de 85 ans (environ 30%). Actuellement en France on
dénombre 800 000 personnes atteintes d’ Alzheimer.

La maladie d’Alzheimer existe sous deux formes. Une forme dite sporadique qui est la plus
courante (90 a 95% des cas) et la forme familiale autosomique dominante moins répandue
ou le géne autosomique dominant est transmis d’une génération a 1’autre et ou les premiers

symptomes de la maladie apparaissent en général bien avant 65 ans.

2. Les lésions histologiques

La maladie d’Alzheimer se caractérise par deux types de lésions histologiques majeures : les

plaques séniles (PS) et les dégénérescences neurofibrillaires (DNF).

e Les plaques séniles sont des dépots extracellulaires constitués essentiellement de la
protéine Amyloide béta (AP) mais également de différents cofacteurs comme
I’apolipoprotéine E, des protéoglycanes, ainsi que de cellules inflammatoires.””! La protéine
AP provient du clivage de la glycoprotéine transmembranaire appelée « Amyloid Precursor
Protein » ou APP (schéma 2).
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APP
‘ a-sécrétase ‘ B-sécrétase
o-APPs C83 B-APPs €99
‘ y-sécrétase ‘ y-sécrétase
C = peptide C-terminal
AICD = domaine intracellulaire de 'APP
APPs = fragment soluble de 'APP
pP3  AICD AR AICD

Schéma 2 : Clivage de la glycoprotéine APP.

L’APP est une protéine tres répandue dans I’organisme. Dans le SNC elle joue plusieurs roles
importants dont celui de facteur de croissance permettant 1’adhésion cellulaire et la stabilité
membranaire. L’ APP peut étre clivée par différentes enzymes, les sécrétases.

Son clivage par I’a-sécrétase est le plus courant et conduit a la formation d’un dérivé soluble
permettant son transport vers les synapses. Le clivage par la B-sécrétase, minoritaire, est
responsable de la formation de la protéine AP lors du processus normal de vieillissement du
cerveau. Le peptide AP est un produit de clivage non-soluble de I’APP. Au cours de la
maladie d’Alzheimer ce peptide est formé en exces et va s’associer a des cellules
inflammatoires pour s’agréger sous forme de feuillets p insolubles et trés résistants.”! Au
contact de ces plaques dites « séniles » les membranes des cellules nerveuses voisines vont

étre endommagées provoquant ainsi leur mort.

e Les dégénéréscences neurofibrillaires (DNF) sont des 1ésions intra-neuronales dues a
I’accumulation de fibrilles constituées de microtubules, les neurofilaments et de protéines
Tau hyperphosphorylées.'*

Les microtubules font partie du cytosquelette des cellules et permettent le transport de
substances du corps cellulaire du neurone vers les terminaisons nerveuses. La protéine Tau est
associée aux microtubules du cytosquelette. Elle permet la polymérisation et la stabilisation
des microtubules. Au cours de la maladie, une hyperphosphorylation de la protéine Tau va
I’empécher d’exercer son rdle. Il s’ensuit une perturbation du réseau microtubulaire et donc
du transport axonal. Les protéines Tau hyperphosphorylées et les microtubules s’associent

alors pour former des filaments insolubles appariés en hélice, les paires hélicoidales de
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filaments, qui induisent la dégénérescence neurofibrillaire ou tauopathie suivie d’une mort

neuronale.

3. Implication des phénomenes inflammatoires et immunitaires

De nombreuses études ont ét¢é menées dans le but de déterminer les origines possibles de la
maladie d’Alzheimer. Des études épidémiologiques ont montré que la prise d’anti-
inflammatoires par des patients souffrants de polyarthrite rhumatoide a un effet protecteur
contre la maladie d’Alzheimer. Aussi, I’implication de processus inflammatoires et
immunitaires au cours de la maladie est de plus en plus discutée.!> 7!

Ces processus jouent un role incontestable dans I’évolution de la maladie d’ Alzheimer.!”! Les
cellules microgliales et les astrocytes activés par des anomalies ou des lésions s’accumulent
autour des plaques séniles en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires et des radicaux libres

générant ainsi une inflammation chronique autour des plaques d’Ap.*?!

La microglie activée sécréte diverses cytokines pro-inflammatoires comme 1’interleukin-1
(IL-1) qui active la synthése de I’APP." " Cette production excessive de I’ APP engendrerait
une saturation de ’a-sécrétase permettant sa métabolisation et donc une déviation vers la
formation de la protéine Ap.

Au cours des processus inflammatoires les cellules gliales vont également sécréter une grande
quantité¢ de radicaux libres qui permettrait 1’agrégation de I’ AP via I’augmentation excessive
de I’oxydation protéique.

A ce jour, rien ne prouve que I’origine de la maladie d’ Alzheimer soit due a des phénoménes
inflammatoires. Cependant, au cours de ces dernic¢res années, il a été largement démontré que
les processus immunitaires et inflammatoires contribuent de facon significative et

incontestable a I’évolution néfaste de la maladie.!"?!

4. Les stratégies thérapeutiques

Actuellement, il n’existe pas de thérapie efficace pour la maladie d’Alzheimer. Les
médicaments disponibles permettent uniquement un traitement symptomatique en retardant
I’aggravation des troubles cognitifs.
Les approches thérapeutiques envisageables et intéressantes pour le traitement de la maladie
sont par exemple :

0 de pallier la baisse de différents neurotransmetteurs

0 d’empécher la mort neuronale et/ou augmenter leur survie
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de diminuer le clivage de I’APP par la -sécrétase
de protéger les cellules nerveuses de métabolites toxiques

de diminuer la formation des dégénérescences neurofibrillaires

O O O o

d’inhiber la réaction inflammatoire au niveau des plaques séniles.

4.1 Les inhibiteurs de I’acétylcholinestérase

Les maladies neurodégénératives sont souvent accompagnées d’une perturbation de la
neurotransmission. Chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer une diminution de la

quantité d’acétylcholine (60 a 90%) dans le cerveau est observée.

Schéma 3 : L acétylcholine.

L’acétylcholine (schéma 3) est un neurotransmetteur impliqué dans la mémoire, les facultés
d’apprentissage et de raisonnement.

Aussi, pallier ce déficit en acétylcholine représente une approche thérapeutique trés
intéressante.

Celle-ci repose sur I'utilisation de molécules permettant de bloquer ’activité de 1’enzyme
responsable de la dégradation de 1’acétylcholine, 1’acétylcholinestérase et ainsi compenser le
déficit de ce neurotransmetteur. Depuis plusieurs années, quatre inhibiteurs de

[17]

I’acétylcholinestérase (Tacrine!™ ¥l Donézépil™ ' Rivastigmine!'” et Bromhydrate de

. 1 s q1:r z
galantamine!"®) sont commercialisés en France (schéma 4).
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Tacrine (Cognex") Donézépil (Aricept”)

X
o N HBr

/N\
Rivastigmine (Exélon®) Bromhydrate de galantamine (Reminyl®)

Schéma 4 : Inhibiteurs de I’acétylcholinestérase
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Tous ces médicaments permettent de retarder la progression de la maladie et d’améliorer la
sémiologie mais en aucun cas de stopper la dégénérescence nerveuse. Par ailleurs, ils
présentent des effets secondaires assez importants : hépato-toxicité, effet sédatif, nausées et

douleurs musculaires.

4.2 Inhibition de la formation du peptide Af

Une autre approche thérapeutique intéressante consiste a diminuer voire empécher la
formation du peptide AP dans la mesure ou la synthése de ce peptide est 1’élément central de
la physiopathologie de la maladie d’ Alzheimer.

Pour ce faire, une des voies de recherche engagées repose sur 'utilisation d’inhibiteurs des
sécrétases impliquées dans la métabolisation de I’APP et donc dans la formation de la
protéine AP. Des inhibiteurs sélectifs de la p-sécrétase (Bafilomycin A™) ainsi que de la y-

sécrétase (DAPT!" 2!y sont actuellement en cours d’évaluation (schéma 5).

OMe Me Me F

OH O Me 0
Me H

Me N

F N OtBu
Me H o
Me OHMe Me OMe
Bafilomycin A DAPT

Schéma 5 : Inhibiteurs sélectifs des sécrétases.

4.3 Anti-inflammatoires

Des études épidémiologiques menées chez des patients souffrant de polyarthrite rhumatoide
ont montré un effet protecteur de la prise d’anti-inflammatoires contre la survenue de la
maladie d’Alzheimer. Cependant, leur utilisation en thérapie s’est avérée décevante. Ils
permettent de retarder I’apparition des symptomes en début de maladie mais deviennent

inefficaces au cours de I’évolution de la maladie.
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4.4 Autres voies de recherches

D’autres voies de recherches concernant le traitement des troubles cognitifs de la maladie
d’ Alzheimer sont explorées.

Des études d’inhibiteurs de la phosphorylation de la protéine Tau sont également en cours.
Les dégénérescences neurofibrillaires sont dues 4 une hyperphosphorylation'! de cette
protéine. Ainsi, une inhibition de cette phosphorylation anormalement élevée semble étre une
stratégie thérapeutique prometteuse.

Une autre voie de recherche explorée est I'immunothérapie.? ! Des études ont montré que
I’immunisation contre le peptide Amyloide-f3 permet de faire baisser notablement la charge
amyloide cérébrale.”?! Cependant, les effets secondaires rencontrés chez des patients traités
par vaccination™ (5% : embolie pulmonaire sévére) par un peptide AP entier a été
abandonnée.

Par ailleurs, de nombreux moyens sont déployés pour la recherche de composés dits
« neuroprotecteurs ». Les cibles principales de ces composés sont la perturbation de

I’homéostasie calcique, la peroxydation lipidique et I’induction de I’apoptose.

B. La sclérose en plaques

1. Généralités

La sclérose en plaques > doit son nom a Jean Cruveilhier qui a décrit pour la premiére fois
les 1ésions anatomiques de la maladie en 1835. Mais les premiéres descriptions des formes
cliniques ont été faites par Jean-Marie Charcot en 1868. La sclérose en plaques est 1’affection
neurologique chronique la plus fréquente du sujet jeune puisqu’elle touche essentiellement les
adultes de 20 a 40 ans. La sclérose en plaques est une maladie inflammatoire du systéme
nerveux central, également appelée leuco-encéphalomyélite.*® Elle se caractérise par des
poussées inflammatoires a 1’origine d’une démyélinisation des gaines de my¢éline entourant
les axones se traduisant par la formation de plaques au sein de la substance blanche du
cerveau. En parall¢le, dés le début de la maladie, une atteinte axonale qui va s’aggraver avec
I’évolution est observée. La localisation des lésions est extrémement variable au sein du
systéme nerveux central ce qui se traduit par une grande diversité de symptomes comme des
troubles de 1’équilibre et de la vue, des difficultés d’¢élocution ainsi que des paralysies plus ou

moins séveres.

10
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2. Une maladie dite « auto-immune »

Les causes de la sclérose en plaques sont a ce jour encore mal connues. L hypothése admise
de fagon générale est celle d’un processus auto-immun, ¢’est-a-dire une réaction immunitaire
contre certaines cellules nerveuses saines. Des études épidémiologiques laissent a penser que
deux facteurs principaux seraient impliqués dans le développement de la maladie, un facteur
environnemental et un facteur génétique.®!

Des ¢études de migrations de populations entre zones de prévalence différente ont montré que
les personnes ayant migré apres 1’age de 15 ans conservent le risque de leur région d’origine
alors que celles qui se sont déplacées avant I’age de 15 ans ont le risque de la région d’arrivée.
Ces observations semblent indiquer la survenue d’un événement décisif a 1’adolescence
plusieurs années avant 1’apparition des premiers signes cliniques de la maladie. L hypothése
infectieuse, faisant intervenir le virus morbilleux ou le rétrovirus HTLV1, est souvent
évoquée pour rendre compte de ce phénoméne.*”

Il a été mis en évidence que certaines populations comme les noirs d’origine africaine, les
asiatiques ou encore les aborigénes d’Australie sont moins touchés par la maladie. Par
ailleurs, chez les jumeaux monozygotes, si I'un des jumeaux est atteint, le risque que le
second ait la maladie est de 1’ordre de 30%. Ces données jouent en faveur d’un facteur

génétique.

Une théorie dite « mixte » combine ces deux hypotheéses. La sclérose en plaques serait ainsi
multifactorielle, probablement en rapport avec un événement li¢ a I’environnement, de nature
probablement virale, entrainant dans une tranche d’age déterminée et chez des sujets
génétiquement prédisposés, une réaction auto-immune dirigée contre la myéline entourant les
axones des neurones. L origine de la maladie reste inconnue, méme si I’hypothése infectieuse
en combinaison avec un facteur génétique semble fortement probable.”® Par contre, une

perturbation du systéme immunitaire quant a elle est tout a fait certaine.

La sclérose en plaques se caractérise par une atteinte inflammatoire du systéme nerveux
central associée a une gliose réactionnelle. La gliose réactionnelle ou encore cicatrice gliale se
traduit par une réponse des cellules gliales endogénes au cours de lésions neurales.”! La cible
principale de ce processus pathologique est la gaine de myéline entourant les axones des
neurones. Cette gaine étant responsable de la bonne conduction de I’influx nerveux, celui-ci
est donc perturbé et explique les signes cliniques observés.

La premicre étape de la maladie est une réaction immunitaire et plus particulierement auto-
immune faisant intervenir des lymphocytes ciblant des antigénes de la myéline. Cette
infiltration de cellules immunitaires dans le cerveau est rendue possible par des ruptures

ponctuelles de la barriere hémato-encéphalique qui sont, a ce jour encore mal comprises. La

11
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deuxieme étape est la participation des cellules du systéme nerveux central au processus
inflammatoire. Des cascades de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, chimiokines, ...) sont
mises en jeu, accompagnées de la libération de protéases et de radicaux libres par les cellules

infiltrantes, les microgliocytes™"!

et les astrocytes. Cette succession d’événements va conduire
a la démy¢élinisation des axones puis a la mort des oligodendrocytes, cellules produisant la
my¢line. Au début de la maladie, les Iésions causées peuvent se résorber grace a une
régénération de la population des oligodendrocytes, on parle de remyélinisation spontanée. Au
cours de I’évolution, une destruction de 1’axone est cependant observée ce qui conduit
inévitablement a la mort neuronale. Par ailleurs, les précurseurs des oligodendrocytes vont
¢galement étre touchés par le processus inflammatoire. L activation de la voie de signalisation
Notch (voir §.VI de ce chapitre) va empécher leur différenciation en oligodendrocytes

: 1 s ops r \ ;. , ..
matures et fonctionnels.®" Ces différents phénoménes vont rendre les lésions définitives.

3. Evolutions et formes cliniques de la maladie

La sclérose en plaques est caractérisée par une démyélinisation sélective de la substance
blanche de I’encéphale et de la moelle respectant 1’intégrité des axones : ¢’est la dissociation
axono-my¢linique. L’atteinte axonale survient généralement quelques temps apres la
destruction myélinique. Cette démyélinisation est responsable d’un ralentissement ou d’un
blocage de la conduction de I’influx nerveux.

Les premiers symptomes rapportés sont en général des troubles visuels et/ou sensitifs. Ces
signes peuvent disparaitre aprés quelques semaines sans traitements particuliers. La
caractéristique qui permet de diagnostiquer la maladie est la présence d’une ou plusieurs
poussées.”! Une poussée se définit par la survenue de signes neurologiques ou 1’aggravation
de signes préexistants. La durée minimale, pour parler de poussée, est de I’ordre de vingt-
quatre heures et leur fréquence est de minimum une par an. Le plus souvent une amélioration
partielle ou compléte est observée. Dans la majorité des cas, les premicres années d’évolution
sont marquées par la récurrence de poussées avant que les symptomes permanents

responsables du handicap fonctionnel n’apparaissent.
La sclérose en plaques peut étre répertoriée sous trois formes principales :
e La forme rémittente est la forme la plus répandue (80% des cas). Elle évolue
d’emblée par poussées séparées par des périodes de rémission. Au début de la maladie,

la récupération apres une poussée est totale mais aprés quelques années d’évolution,

elles laissent des séquelles.

12
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e La forme secondairement progressive est une aggravation progressive de 1’état
neurologique des patients ayant débuté leur maladie par une forme rémittente (environ

50% des patients atteints de la forme rémittente).

e La forme progressive d’emblée est beaucoup plus rare (environ 10% des cas). Elle
aboutit a un handicap rapide et sévére. Elle concerne essentiellement les personnes

débutant la maladie plus tardivement, aprés quarante ans.

4. Les stratégies thérapeutiques

A ce jour, il n’existe pas de traitement curatif de la sclérose en plaques. Par ailleurs, la
diversité des formes cliniques de la maladie rend 1’élaboration de traitements difficile.
Actuellement, la prise en charge des patients atteints de sclérose en plaques repose
essentiellement sur trois volets :

0 le traitement des poussées

0 le traitement de fond

0 le traitement symptomatique.

4.1 Prise en charge d’une poussée

La prise en charge d’une poussée se fait généralement par corticothérapie « en flash », c’est-a-

®132 " Solumédrol®P3!,

dire I'utilisation de corticoides de facon bréve et intense (Prednisone
AdrenoCorticoTropic Hormone ACTH)?* (schéma 6). Ce traitement diminue la durée et la

gravité de la poussée sans pour autant agir sur I’évolution générale de la maladie.

(@]
Me?H

Prednisone Solumédrol

Schéma 6 : Prise en charge d’une poussée.
Les effets secondaires, bien connus de la corticothérapie, sont I’amyotrophie (diminution du

volume d’un muscle due a une 1ésion du motoneurone périphérique), I’excés pondéral et

1’ostéoporose.
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4.2 Traitement de fond

Cette approche thérapeutique vise a réduire le processus inflammatoire et la démyélinisation
des axones. Ce type de traitement a pour but de réduire la fréquence des poussées et de
ralentir la progression du handicap. Il est généralement proposé en ambulatoire chez des

patients ayant développé au moins deux poussées dans les deux années précédentes.

L’utilisation d’immunosuppresseurs pour les traitements de fond est trés répandue.

35
)I |

L’azathioprine (Imurel®)™ est I'immunosuppresseur le plus couramment utilisé en France.

I1 agit sur les formes rémittentes de la maladie, cependant son efficacité sur les formes plus

®\[36
)I]

séveres n’est pas établie. Le cyclophosphamide (Endoxan , quant a lui, est utilis¢ dans

les traitements des formes progressives séveres (schéma 7).
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Azathioprine (Imurel®) Cyclophosphamide (Endoxan®™)

Schéma 7 : Immunosuppresseurs utilisés en traitement de fond.

Des composés tres prometteurs sont les interférons. Les interférons sont de petites protéines
sécrétées dans 1’organisme impliquées dans la stimulation et la régulation du systéme
immunitaire jouant donc le role d’immunomodulateurs. Parmi eux, les interférons B-1b
(Bétaféron®) et B-la (Avonex®, Rebif®) permettent de réduire efficacement le nombre de
poussées et de 1ésions.®’! Ces traitements sont trés cofiteux et nécessitent en général des
injections sous-cutanée ou intra-musculaire régulicres. Par ailleurs, ces composés provoquent

un syndrome pseudogrippal et nécessitent une co-prescription d’antipyrétiques.

Une nouvelle approche thérapeutique est ouverte avec le Natalizumab ou Antegren
(Tysabri®). Cette molécule est un anticorps monoclonal humanisé, elle empécherait les
lymphocytes activés d’entrer dans le cerveau et réduirait ainsi la formation de nouvelles
plaques de 1ésions.®® Une étude menée aux Etats-Unis a montré que la prise de Tysabri®
permet une diminution des poussées de I'ordre de 66%, effet supérieur a celui de tous les

traitements actuellement disponibles.”"!
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A ce jour, le Tysabri® n’est pas encore disponible en Europe. L’agence européenne du
médicament attend les résultats d’une deuxieme année d’études afin d’évaluer la réelle

efficacité de ce composé et son innocuité a plus long terme.

4.3 Traitement symptomatique

Le traitement symptomatique est primordial dans la prise en charge de la maladie. Il a pour
but de traiter les complications dues a la maladie et par voie de conséquence d’améliorer la
qualité de vie des patients. Les complications généralement rencontrées sont des troubles
urinaires, la spasticité (état d’exagération du tonus musculaire), la fatigue, les douleurs ou la
dépression. La rééducation ainsi que le soutien psychologique sont bien évidemment

fondamentales pour la vie quotidienne des malades.

IV. Approche thérapeutique : la régénération nerveuse

La grande majorit¢ des médicaments utilisés jusqu’a présent pour le traitement des
neuropathologies dégénératives ne sont pas curatifs. Ils permettent essentiellement un
traitement symptomatique. Ces derni¢res années de nombreuses études cliniques ont permis
d’améliorer les différents traitements de fond, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives.
Cependant, ces traitements ne tiennent pas compte d’un facteur essentiel, lié a toute
pathologie neurodégénérative, la mort neuronale.

Aussi, une approche thérapeutique innovante consisterait a combattre la dégénérescence
nerveuse tout en régénérant les différents types cellulaires du systéme nerveux central a partir

de cellules souches neurales.

A. Utilisation des cellules souches en médecine régénérative

Depuis maintenant plusieurs années, de nombreuses études sont menées sur 1’utilisation des

cellules souches embryonnaires ou adultes pour le traitement des pathologies dégénératives du
SNC 140, 41, 42]
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1. Les cellules souches
1.1 Généralités

Les organismes vivants pluricellulaires sont constitués de milliards de cellules. Certaines
d’entres elles, les cellules souches, sont capables de se multiplier indéfiniment et de se

différencier en de nombreux types cellulaires différents (schéma 8).

®
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Schéma 8 : Notion de totipotentialité, pluripotentialité et multipotentialité au cours du

développement embryonnaire.

Au cours du développement embryonnaire, les premicres divisions de I’ceuf fécondé (zygote)
donnent des cellules dites « totipotentes », c’est-a-dire qu’elles peuvent donner n’importe
quel type cellulaire et donc former un organisme complet. Aprés quelques jours une
spécialisation va s’installer et les cellules vont devenir pluripotentes (capacité¢ de formation
de tous les types cellulaires sauf un embryon) pour finalement aboutir a des cellules

multipotentes. Ces cellules souches multipotentes, selon leur localisation dans 1’embryon,
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peuvent donner les différents types cellulaires d’un tissu donné ce qui permet aux tissus de

I’organisme d’avoir des fonctions spécialisées.

La division d’une cellule souche multipotente donne naissance a deux cellules différentes :
une cellule fille identique capable de s’autorenouveler et un précurseur multipotentiel. Ce
précurseur n’est pas doué¢ d’autorenouvellement puisqu’il va se différencier, c’est-a-dire
former différents types de cellules spécialisées. La cellule fille identique obtenue, permet de
régénérer le stock de cellules souches et évite leur diminution progressive qui conduirait a un

arrét prématuré du développement embryonnaire.

1.2 Les cellules souches adultes
1.2.1 Définition et caractéristiques

Les cellules souches sont essentiellement impliquées au cours du développement d’un
organisme vivant. Cependant, des cellules souches ont ét¢ mises en évidence avec certitude
dans I’organisme adulte.!**#¢!
Elles permettent le maintien physiologique d’un organe ou tissu, en remplagant les cellules
mortes ou 1ésées naturellement ou au cours d’une lésion. Ainsi, la pérennité des différentes
fonctions des organes est assurée pendant la vie d’un individu. Parmi les cellules souches
identifiées chez I’adulte, on compte par exemple :

0 les cellules souches nerveuses

0 les cellules souches hématopoiétiques
0 les cellules souches épidermiques
0}

les cellules souches intestinales, ...

Les cellules souches adultes ne sont pas pluripotentes car elles sont généralement
programmées pour donner un type de tissu précis. Cependant, certaines sont dites
« multipotentes » dans la mesure ou elles peuvent produire des cellules de morphologie et de
fonction trés différentes mais toujours au sein d’un méme organe ou tissu. Les cellules
souches nerveuses, par exemple, peuvent donner naissance aux neurones mais également aux

cellules macrogliales, les astrocytes et les oligodendrocytes.!**!
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1.2.2 Plasticité des cellules souches adultes

Les cellules souches adultes ont montré une plasticité extraordinaire chez I’animal. En effet, il
a ¢été¢ démontré que le déterminisme cellulaire de ces cellules n’était pas irréversible. Des

études récentes indiquent que des cellules souches nerveuses de souris peuvent produire des

. r . 4
neurones mais également des cellules musculaires!®

[46]

et trées probablement des cellules

selon les conditions de culture. De méme, des cellules souches de la moelle

'47], muscle["s],

sanguines
osseuse peuvent engendrer une multitude de type cellulaire spécialisé¢ (foie

B 4
systéme nerveux!* >,

1.3 Les cellules souches neurales

Ces dix dernicres années les travaux de plusieurs équipes de recherche ont permis de mettre
51521 Cette

neurogenese remet en cause le dogme selon lequel chaque individu nait avec un nombre

en évidence qu’il existait une neurogenese persistante dans le cerveau.

limité de neurones, sans possibilité de régénération.

1.3.1 Définition et caractéristiques

Les cellules souches neurales sont des cellules souches multipotentes du systéme nerveux.
Ces cellules sont capables de se différencier en neurones fonctionnels mais également en
cellules macrogliales, astrocytes et oligodendrocytes. En 1992, Reynolds et Weiss™' ont été
les premiers a isoler, dans le cerveau de souris adultes, des cellules souches et a les mettre en

culture.

Plusieurs zones germinatives de ces cellules souches neurales ont été identifiées au sein du

systéme nerveux central de mammiferes adultes dont la zone sous-ventriculaire (ZSV) des

[54]

ventricules latéraux"", I’hippocampe ou encore la moelle épiniére. Les régions cérébrales

[55] et

impliquées dans la neurogenc¢se de ces cellules sont le bulbe olfactif, le cortex
I’hippocampe.”®® Les « nouveaux » neurones retrouvés dans le bulbe olfactif proviennent de
cellules souches de la ZSV qui ont ensuite migré jusque 1a. Les cellules souches neurales sont
donc capables de se différencier mais également de migrer vers une région définie du

cerveau. [57]
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Cependant, le role exact joué par les cellules souches adultes dans le cerveau n’est pas encore
¢lucidé. Leur principal role est de participer a la reconstruction des différents tissus 1ésés et
ainsi assurer leur survie. Mais, a I’heure actuelle, cette contribution n’a pas encore pu étre
mise en évidence de fagon certaine. In vivo, ces cellules ne semblent pas pouvoir générer une
quantit¢ suffisante de nouveaux neurones permettant la réparation du tissu 1ésé.
Paradoxalement, elles favorisent plutot une prolifération astrocytaire ou encore cicatrice gliale
qui, au contraire, empéche la repousse des neurones apres une 1ésion.

Ces données suggérent la présence et la nécessité de facteurs environnementaux permettant la

différenciation de ces cellules souches en cellules hautement spécialisées.

1.3.2 Prolifération, différenciation et maturation des

cellules souches neurales

La prolifération des précurseurs neuronaux est I’un des processus majeurs au cours de la
neurogenese, elle permet de générer un maximum de cellules de phénotypes différents dans le
cerveau. Ce processus est complexe et dépend de plusieurs variables : le nombre de cellules
qui se divisent, le rythme de division et la proportion de cellules filles qui entrent en
différenciation. Ces différents facteurs sont constamment en changement. Au cours de
processus dégénératifs, il a été démontré que des facteurs de croissance (EGF, FGF-2, TGFa
ou IGF-1)* ! peuvent réguler ces différentes variables. L hormone thyroidienne T3, quant a

elle, permet d’augmenter la prolifération.

La différenciation est une spécialisation d’un précurseur donné. Par exemple, une cellule
souche neurale pourra se différencier soit en neurone, en astrocyte ou encore en
oligodendrocyte. Trés souvent on parle aussi de choix cellulaire.

Cette différenciation est également controlée et régulée par un certain nombre de facteurs
environnementaux également impliqués dans la neurogenése et le développement des cellules
souches. Des études!®! in vitro sur des cellules souches nerveuses ont montré que des facteurs
de croissance comme I’EGF (Epidermal Growth Factor) ou le FGF (Fibroblast Growth
Factor) sont capables de contrdler cette différenciation.

Finalement, la maturation va permettre 1’obtention de cellules spécialisées fonctionnelles et
matures. Une fois de nouveaux neurones obtenus, ces derniers doivent émettre des
prolongements afin de pouvoir établir des connexions avec les autres cellules et ainsi assurer

la bonne transmission de 1’influx nerveux.

19



Introduction générale

2. Neurogenese des cellules souches adultes
2.1 Neurogenése chez I’adulte

Chez les mammiféres adultes, et notamment chez 1’homme, la neurogenése a lieu dans
essentiellement deux régions du cerveau, le gyrus denté (GD) de I’hippocampe, impliqué dans
les processus de mémorisation, et la zone sous-ventriculaire (ZSV) qui borde les cavités du
cerveau ou ventricules.” Les précurseurs neuraux produits dans la région sous-granulaire du
GD se différencient en cellules neuronales et gliales. Ceux produits dans la ZSV migrent vers
le bulbe olfactif, ou ils se différencient en neurones et expriment les phénotypes neuronaux
suivant leur destination.””! Des signes émergents ont montré I’approvisionnement constant en
neurones fonctionnels nouvellement formés qui sont ensuite intégrés dans le cerveau adulte.

La grande plasticité des cellules souches permet d’obtenir les différents phénotypes
(neurones, astrocytes, oligodendrocytes) au cours de la neurogenése en réponse a des

modifications environnementales et en fonction des exigences cellulaires.

2.2 Neurogenése et réparation nerveuse endogéne

L’existence d’une neurogenese continue dans les régions germinatives du cerveau suggere
une régénération endogeéne des cellules nerveuses 1ésées au cours du vieillissement normal ou
de pathologies neurologiques.

En effet, des études récentes ont montré que, lors d’une 1ésion ou d’une maladie du systéme
nerveux, la neurogenése est augmentée et que donc de nouvelles cellules neuronales sont
produites aux sites de lésions, ou elles remplacent une partie des cellules nerveuses
dégénérées.!®! Des autopsies chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer ont révélé
une augmentation de I’expression de marqueurs de cellules neurales immatures dans le gyrus
denté, ce qui suggeére une augmentation de la neurogenése dans 1’hippocampe au cours de la
maladie.!®!

Ces résultats montrent qu’il y a une tentative de régénération endogéne mais qui n’est pas
suffisante pour réparer la lésion. Une stimulation de la neurogenese pourrait donc étre

bénéfique pour cette réparation.

3. Utilisation des cellules souches adultes en thérapeutique

L’utilisation des cellules souches adultes afin de pallier la perte neurale au cours des diverses

pathologies du systéme nerveux repose sur deux voies principales :
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0 les greffes intracérébrales ou transplantations, permettant le remplacement des cellules
neuronales 1ésées
O la stimulation de la neurogenese des cellules souches adultes endogénes par des

inducteurs de différenciation cellulaire.

3.1 La transplantation

L’utilisation des cellules souches en thérapie cellulaire présente de nombreuses difficultés.
Avant de pouvoir transplanter ces cellules, il faut s’assurer de contrdler leur multiplication en
culture, guider leur différenciation et éviter le risque de prolifération tumorale.

I1 est possible de maitriser la division et le phénotypage des cellules, mais cela ne garantit pas
qu’une fois transplantées, les cellules puissent étre incorporées correctement dans les tissus
1ésés. En général, la thérapie cellulaire n’est efficace que lorsque la dégénérescence affecte
une population cellulaire distincte et bien localisée dans le cerveau.

De nombreuses études!®!

ont révélé que des cellules souches embryonnaires ou adultes aprés
transplantation dans le cerveau de rat ou de primates ont pu proliférer, migrer et se
différencier. L’utilisation de cellules souches neurales sur des modeles de la maladie de

Parkinson!® 1651

ou encore de la sclérose en plaques™ a donné des résultats trés prometteurs.

La principale limitation a ce jour, est ’acces aux sources de cellules souches. En effet, ces
cellules se trouvent pour la plupart dans le cerveau. Cependant, des observations récentes ont
montré que des cellules souches de la moelle osseuse peuvent engendrer une multitude de
types cellulaires spécialisés, dont ceux du systéme nerveux!*".

La moelle osseuse étant facilement accessible chez tout individu, elle peut donc étre
considérée comme une source de cellules réparatrices de nombreux tissus. Aussi, il n’est pas
exclu, que dans le futur, ’on puisse a partir d’un simple prélévement de moelle osseuse
réparer les tissus 1ésés au cours de certaines pathologies du foie ou des muscles ou encore de

certaines maladies neurodégénératives.
3.2 Induction de la prolifération et de la différenciation des
cellules souches endogénes
Une neurogenése persistante a été mise en évidence dans le cerveau adulte de par la présence

de cellules souches adultes. Par ailleurs, il a ¢ét¢ démontré qu’au cours de maladies

neurologiques cette neurogenése pouvait étre stimulée ce qui suggere une auto-réparation du
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systéme nerveux. Cependant cette régénération endogeéne n’est pas suffisante puisque la
maladie continue d’évoluer.

Aussi, une stratégie thérapeutique trés prometteuse repose sur la stimulation externe de cette
neurogenese.

De nombreuses recherches ont été effectuées sur 1’utilisation de facteurs permettant cette
stimulation. Beaucoup d’attention a été portée aux facteurs de croissance dans la mesure ou ils
sont capables de promouvoir la survie, la différenciation et la croissance des neurones et des
cellules gliales in vitro et in vivo.!®! Au niveau du systéme nerveux central'®” les facteurs
permettant la maturation des cellules souches neurales en neurones sont les neurotrophines
(NGF (Nerve Growtn Factor), BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), ...) et le PDGF
(Platelet-Derived Growth Factor). A 1’opposé, le CNTF (Ciliary NeuroTrophic Factor) et
I’activine favorisent la différenciation des cellules souches neurales en précurseurs
astrocytaires.

Les travaux de Calza et coll.'*®

ont montré que le traitement d’une I€sion provoquée aux
neurones cholinergiques par des mitogeénes, I’acide rétinoique et le NGF amélioraient le
comportement des animaux dont le cerveau a été 1€sé. Ces résultats montrent qu’en présence
d’une ou plusieurs molécules exogenes, les cellules souches endogénes sont en mesure de

réparer les 1ésions formées au cours de maladies neurodégénératives.

B. Les facteurs neurotrophiques comme agents thérapeutiques

Les facteurs neurotrophiques sont des facteurs de croissance spécifiques du systéme nerveux
capables de promouvoir la survie, la différenciation et la croissance des neurones et des
cellules gliales. Ce sont des agents essentiels au maintien de D’intégrité structurale et
fonctionnelle du systéme nerveux. Une privation en facteurs neurotrophiques se traduit par

une mort programmeée (apoptose) des neurones.

Au cours du processus de mort neuronale impliqué dans les différentes pathologies du
systéme nerveux central, c’est cette intégrité structurale qui semble étre endommagée,
accompagnée d’une diminution des facteurs neurotrophiques. C’est pourquoi, 1’utilisation des
facteurs neurotrophiques comme outil thérapeutique dans les neuropathies dégénératives a été

envisagée par plusieurs équipes de recherche au cours de ces dernic¢res décennies.
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1. Les facteurs neurotrophiques naturels

Les facteurs neurotrophiques naturels!®!

sont des protéines endogénes de haut poids
moléculaire (13 a 24 kDa). Comme précisé plus haut, les principaux rdles de ces protéines
sont la croissance neuronale normale, le maintien des capacités de stimulation ou de réponse
des neurones et trés probablement I’inhibition de 1’apoptose. Ils sont également impliqués
dans le développement du systéme nerveux et sont essentiels au maintien des fonctions
cérébrales nerveuses ainsi qu’aux phénomenes de plasticité adaptative qui sont diminués au
cours du temps, mais persistent néanmoins chez 1’adulte.

Toutes ces caractéristiques font des facteurs neurotrophiques, des agents thérapeutiques tres
prometteurs.

Chaque maladie neurodégénérative est caractérisée par I’affection d’une catégorie spécifique
de neurones. La maladie d’Alzheimer affecte les neurones cholinergiques alors que dans la
maladie de Parkinson ce sont les neurones dopaminergiques qui sont touchés. Des facteurs
neurotrophiques spécifiques comme le NGF (Nerve Growth Factor) pour la maladie
d’Alzheimer et GDNF (Glial-cell Dervided Neurotrophic Factor) dans le cas de la maladie de
Parkinson, permettent de protéger et de régénérer les populations neuronales et gliales
touchées. Des études in vivo sur des modeéles animaux de neurodégénérescence ont montré
une bonne activité.!"!

Cependant les résultats obtenus en phases cliniques se sont avérés décevants. En effet,
I’utilisation des facteurs neurotrophiques en thérapeutique est fortement limitée de par des
problémes liés au mode d’administration. Ces polypeptides ont un temps de demi-vie court
rendant une administration systémique difficile et entralnent des effets secondaires
importants. Par ailleurs, comme ce sont des protéines de haut poids moléculaire leur passage
au travers des différentes barriéres biologiques s’avére difficile, et notamment celui de la
barriere hémato-encéphalique qui constitue la derniére barriére physiologique avant

d’atteindre les cellules nerveuses.

Différentes approches ont cependant été envisagées afin de permettre aux facteurs

neurotrophiques d’atteindre le cerveau :

O injections intracraniennes

0 stockage dans des lyposomes ou polymeéres biodégradables qui sont ensuite implantés
dans le cerveau de fagon chirurgicale

0 utilisation de pompes a perfusion continue reliées par cathéter a la zone cible

0 injection d’une solution hyper-osmotique permettant "I’ouverture" de la barriére
hémato-encéphalique et ainsi I’entrée d’un plus grand nombre de composés dans le

cerveau
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O utilisation de la thérapie génique : introduction d’un géne codant pour la synthése d’un

facteur neurotrophique précis dans la cellule nerveuse.

Les contraintes d’utilisation de ces facteurs neurotrophiques, surtout sur le plan du mode
d’administration, étant importantes, I’utilisation de composés lipidiques exogenes capables de
traverser la Dbarriecre hémato-encéphalique et d’induire la synthése des facteurs

neurotrophiques ou de mimer leur action semble plus prometteuse.

2. Les facteurs neurotrophiques de substitution

Pour qu’un composé puisse étre assimilé a un facteur neurotrophique, il faut qu’il remplisse
certaines conditions :
O in vitro, il doit promouvoir la croissance, la différenciation et la survie des neurones
dans les conditions physiologiques
0 in vivo, il doit protéger voire réparer les dégats causés aux neurones au cours des

maladies neurologiques, de traumatismes ou par des toxines.

Ces composés exogenes peuvent agir sur les cellules nerveuses selon deux voies distinctes :
0 directement sur les récepteurs a tyrosine kinase, mimant ainsi les effets des facteurs
neurotrophiques naturels

0 indirectement, en stimulant la synthése de facteurs de croissance endogénes.

2.1 Exemples de la littérature

De nombreux composés non-protéiques ont montré une activité comparable a celles des
facteurs neurotrophiques naturels (induction de la croissance et de la différenciation des
différents types cellulaires nerveux).

[71]

Deux composés bien connus de la littérature sont respectivement la lactacystine' ' et

1’épolactaéne!’” (schéma 9).

HOOCj/Hm/

O
S

OH OH
Lactacystine Epolactaéne

Schéma 9 : Mimes non-protéiques des facteurs neurotrophiques.
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La lactacystine a été isolée de microorganismes Streptomyces sp. OM-6519. Cette molécule
permet d’induire la croissance et la différenciation des neurones (lignée Neuro 2A) a la
concentration de 1,56 uM et sa toxicité apparait a 12,5 uM. Des études de relation structure-
activité ont permis de montrer que la liaison thioester ainsi que la fonction y-lactame étaient
essentielles pour I’activité biologique.

L’épolactaéne a été isolé du microorganisme Penicillium sp. BM1689-P. Ce composé induit
la différenciation et la croissance de cellules nerveuses de la lignée SH-SYSY a la
concentration de 25 uM. Etant instable a la lumiére, différents analogues ont été¢ synthétisés.
Ainsi, il a pu étre mis en évidence que 1’époxyde sur le cycle y-lactame n’était pas nécessaire
a I’activité biologique mais, que la fonction carbonyle ainsi que la longue chaine saturée en
position 3 sont indispensables.

Le FK506 est un immunosuppresseur utilis¢é dans la prévention des rejets d’organes

transplantés (schéma 10).1!

In vitro, ce composé ainsi que des dérivés N-Glyoxyl
augmentent la croissance neuritique des neurones dopaminergiques. In vivo, ils sont capables
de stimuler la croissance axonale et de rétablir les fonctions neurales apres une 1ésion dans un

modeéle animal de 1la maladie de Parkinson.

MeO

MeO/,,

/,/,

OMe

“OH
FK506 N-Glyoxyl Prolyl Thioester

Schéma 10 : Immunosuppresseurs neurotrophiques.

2.2 Les alcools a longue chaine hydrocarbonée

Une des thématiques de notre laboratoire est 1’é¢tude de plantes issues de la pharmacopée
chinoise. Notre équipe s’est alors focalisée sur des plantes aux vertus cicatrisantes puisqu’il
est connu que dans certaines conditions physiologiques, il existe une relation entre les facteurs
neurotrophiques et la cicatrisation cutanée."”* Plusieurs extraits ont pu étre isolés d’une plante
a activité cicatrisante, Hygrophila erecta (famille des Acanthacées d’origine du sud-est

asiatique). Certains d’entre eux sont capables de promouvoir la survie et la différenciation des
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neurones. Le composé extrait le plus actif est le n-hexacosanol (schéma 11), un alcool

primaire a longue chaine hydrocarbonée contenant 26 atomes de carbone.”!

H H

C (@)
¥ (CHY)%

Schéma 11 : n-hexacosanol.

Une étude de relation structure-activité a permis de montrer que la fonction hydroxyle en bout
de chaine était indispensable a I’activité biologique. De méme, la longueur de la chaine
hydrocarbonée est cruciale pour cette activité puisque 1’octacosanol (28 atomes de carbone)
n’est que faiblement actif alors que le tétracosanol (24 atomes de carbone) est dépourvu

d’activité neurotrophique.

Le n-hexacosanol présente plusieurs des propriétés biologiques des facteurs neurotrophiques :
O in vitro, il permet d’augmenter la survie des neurones et de promouvoir la
différenciation et la maturation des neurones a la concentration de 10'M
O in vivo, il est capable de favoriser (stimuler) la survie des neurones cholinergiques
apres section de la fimbria fornix.

Ce composé semble étre un candidat potentiel prometteur pour le traitement des maladies
neurodégénératives. Cependant, sa faible solubilité aussi bien dans les milieux aqueux
qu’organiques pose des problémes de reproductibilité des expériences biologiques réalisées et
donc restreint les possibilités d’investigation thérapeutique.

Afin de pallier ces désagréments, la recherche de composés contenant le motif longue chaine
o-hydroxylée et pourvus d’activité neurotrophique tout en présentant une meilleure solubilité

a été envisagée.

2.3 Les alcools gras cyclohexénoniques

Différentes études de structure-activité ont permis de démontrer les activités neurotrophiques

des analogues du rétinol et du perhydrorétinol (schéma 12)./”!

OH
on (CH:)%o

Schéma 12 : Analogues du rétinol.
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Certains dérivés quinoniques (Idébénone) (schéma 13) comportant un alcool gras sont
capables de stimuler la synthése du Nerve Growth Factor (NGF), induisant de fagon indirecte
la croissance, la survie et la différenciation des neurones.”!

I1 a été démontré que la présence du noyau oxygéné ainsi que la chaine m-hydroxylée, étaient

nécessaires a 1’activité biologique.
O
MeO

OH
MeO (CH»)7
)

Schéma 13 : L’idébénone, un alcool gras quinolique.

Tenant compte de ces observations, notre équipe a entrepris la synthése d’alcools gras
cyclohexénoniques avec différentes longueurs de chaine (n = 10 a 16) (schéma 14) afin
d’évaluer I’effet d’un cycle de type « énone » sur 1’activité neurotrophique.””

Les résultats obtenus pour cette série de dérivés ont montré que le composé le plus actif était
le tCFA1S5 (trimethyl Cyclohexenonic Fatty Alcohol), une cyclohexénone triméthylée portant
15 atomes de carbone sur la chaine latérale. Le tCFAI1S est capable de promouvoir la
différenciation des neurosphéres (culture d’agrégats de cellules souches neurales) a la
concentration de 107M."* Ce composé agit non seulement sur la maturation cellulaire, mais
¢galement sur le déterminisme, en favorisant la production de neurones au détriment des

astrocytes par action potentielle sur la voie de signalisation Notch.

o) o)
Ry
OH OH
(CHp)Y (CHy)1s
Rz R R, Ry, Rz = Hou Me
n=10a16

tCFA15

Schéma 14 : Alcools gras cyclohexénoniques.

Les études du mode d’action de ce composé ont en effet permis de confirmer que le tCFA1S5
agit sur la voie de signalisation Notch. Cette derni¢re est impliquée dans de nombreux
processus développementaux du cerveau et notamment dans la création de la diversité
cellulaire."”! Dans le cerveau adulte, la voie Notch est importante pour la plasticité neuronale,
la maintenance des neurites et leur croissance ainsi que pour la différenciation des cellules
gliales.

Le tCFA15 mime I’effet des facteurs neurotrophiques ce qui lui confére un potentiel

intéressant pour le traitement des neuropathies dégénératives.
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V. La voie de signalisation Notch

La voie de signalisation Notch se définit comme un mécanisme d’interactions cellulaires
s’exercant essentiellement entre cellules voisines. Elle controle de nombreux processus
développementaux, tels le choix de I’identité cellulaire, la prolifération, la différenciation et

1’apoptose.!”!

Le mécanisme moléculaire!®!

mis en jeu repose sur un récepteur transmembranaire, Notch
(Notch 1 a Notch 4), activé par liaison avec un ligand également transmembranaire, le ligand
Delta (DIl 1, DII 3) ou Jagged (Jagged 1, Jagged 2) présent sur une cellule voisine (schéma
15). Une fois le récepteur Notch activé, son domaine intracellulaire est clivé, ce qui permet sa
translocation dans le noyau et son association a la protéine RBP-Jk. Le complexe ainsi formé
dans le noyau va activer la transcription des génes HES (facteur de transcription de type
bHLH). Les protéines HES (HES1, HES5) exprimées agissent en tant que facteurs de

transcription réprimant entre autre Mash1, géne pro-neural intervenant dans la neurogenése.

Cellule en
différenciation

DIl 1-3 Jagged 1-2
[ |
I
T 4 1
/ Notch 1|-4 DIl

A

ICN / RBP-Jk

/

HES1 HESS5

\ J_ genex
Mash :

!

Neuro D

Cellule non
\ différenciée /

Schéma 15 : Mécanisme moléculaire de la voie de signalisation Notch.

Chez les vertébrés, la voie Notch peut €tre activée par les quatre genes Notch codant pour les
récepteurs Notch et par deux familles de ligands, Delta et Jagged. Cette activation déclenche
toute une cascade de signalisations visant principalement a contrdler le choix de I’identité

cellulaire et de la différenciation.
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Dans le cerveau adulte, la voie de signalisation Notch joue un réle important dans le maintien
de la plasticité neuronale, des neurites et de leur croissance ainsi que dans la différenciation
des cellules gliales. En effet, la plupart des études menées chez les mammiféres montrent que
I’inhibition de la voie Notch stimule la neurogenése.® Au contraire, lorsque la voie Notch
est activée, elle stimule la gliogenése (formation des cellules gliales).®!

Des anomalies de la voie de signalisation Notch sont associées a de nombreux troubles
développementaux, a des maladies neurodégénératives ainsi qu’a des cancers.®™ Les
différents processus enzymatiques impliqués dans cette voie et notamment leur régulation
ainsi que les interactions ligands-récepeteurs, sont des axes de recherche thérapeutiques tres

prometteurs.

VI. La neuroprotection, un outil thérapeutique complémentaire
essentiel

A. Implication de la glie dans les processus inflammatoires et
immunitaires

Les différentes maladies neurologiques sont souvent accompagnées de réactions immunitaires
et inflammatoires. Leur role précis n’est pas encore clairement établi mais il est incontestable
qu’elles jouent un role néfaste dans 1’évolution de ces maladies.

Aussi, il parait essentiel de protéger les différentes cellules du systéme nerveux des

phénomenes inflammatoires et/ou immunitaires.
1. Généralités
1.1 Microgliocytes et astrocytes
Comme décrit précédemment, le systéme nerveux central est composé principalement de
neurones et de cellules gliales. Ces derni¢res se divisent en quatre types. Parmi elles, les

microgliocytes, et également les astrocytes mais dans une moindre mesure, participent aux

réponses immunitaires et inflammatoires au sein du systéme nerveux.
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1.2 Le systéme immunitaire

Le systéme immunitaire des organismes pluricellulaires est un ensemble de cellules, de tissus
et d’organes chargés de défendre 1’organisme contre I’attaque d’un agent pathogéne
quelconque, appelé antigene. Les différentes composantes du systéme immunitaire
interagissent pour produire une réponse immunitaire efficace. Cette réponse est
principalement orchestrée par des cellules spécialisées, les lymphocytes T et B, ainsi que par
les macrophages.

Les lymphocytes B se lient directement a 1’antigéne et s’en suit la production d’anticorps. Par
contre, les cellules T ne reconnaissent 1’antigéne qu’aprés association avec les protéines du
Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH) exprimées a la surface de cellules appelées
cellules présentatrices d’antigéene (CPA). Les macrophages reconnaissent 1’antigéne, soit
directement, soit en association avec les CPA puis 1’éliminent par phagocytose (capacité de

capturer et de digérer des fragments ou des cellules entiéres).

1.3 Notion de neuroimmunologie

L’ensemble des particularités qui contrélent 1’accés du systéme immunitaire et son
fonctionnement au niveau du systéme nerveux (moelle épinicre, ceil et cerveau) font de ces
organes des sites immuns privilégiés. La réponse immunitaire générale qui pourrait étre
délétére pour ces organes particulierement fragiles, est ralentie par rapport au reste de

I’organisme. Le privilege immun se caractérise principalement par trois aspects :

O la présence de la barriere hémato-encéphalique, derniére barriére biologique avant
d’atteindre le cerveau. Elle est constituée de cellules endothéliales tapissant les parois
des capillaires sanguins irriguant le systéme nerveux, formant ainsi des jonctions
serrées. Ces jonctions rendent impossible le passage des anticorps et des cellules
immunitaires non activées du flux sanguin vers le cerveau. Son role est de protéger le
systéme nerveux central des invasions de pathogénes ou de toxines microbiennes

0 la présence quasi inexistante de cellules présentatrices d’antigéne spécialisées au sein
du systéme nerveux

0 I’absence d’un drainage lymphatique au sein méme du systéme nerveux.
Le cerveau posséde en quelque sorte un systéme immunitaire indépendant, ¢’est-a-dire sans

connexion avec le reste de 1’organisme. Il est essenticllement représenté par les

microgliocytes formant la microglie.
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2. La microglie

Les microgliocytes sont de petites cellules réparties dans tout le systéme nerveux central. Leur
présence dans le cerveau n’est pas originelle. En effet, au cours du développement
embryonnaire, elles quittent la moelle pour infiltrer progressivement le cerveau.

Les microgliocytes possédent les caractéristiques morphologiques, immunologiques et
fonctionnelles qui permettent de les apparenter a la lignée des monocytes-macrophages. Elles
sont par conséquent capables de faire de la phagocytose. La microglie, formée par les
microgliocytes, joue donc un réle dans la régulation des phénoménes inflammatoires non

O] , . o . ;. 4
spécifiques et dans les réponses immunitaires spécifiques.™*!

2.1 Activation de la microglie

Une infection de I’organisme est détectée grace a la reconnaissance d’éléments spécifiques
produits par les micro-organismes. Ces éléments, appelés PAMP (Pathogen-Associated
Molecular Patterns), sont reconnus par les cellules immuno-compétentes et activent ainsi
différentes voies de signalisation impliquées dans la réponse immunitaire, comme la voie du
NF-«B. Une autre voie également susceptible d’intervenir dans les processus inflammatoires
est la voie de signalisation Notch. En effet, celle-ci pourrait étre impliquée dans le processus
d’activation des lymphocytes et des macrophages. La voie Notch intervient dans de nombreux
processus développementaux, notamment dans la création de la diversité cellulaire.” 11
semble que la réactivation de cette voie puisse inhiber la neurogenése au cours de certaines
maladies dégénératives du SNC comme la sclérose en plaques.'®

Dans un systéme nerveux sain, seules trés peu de cellules présentatrices d’antigéne du CMH
de classe I ou II sont exprimées. En effet, les neurones abaissent 1’expression des molécules
de classe I et II sur les cellules gliales environnantes.”®® Cependant, au cours de pathologies
du systéme nerveux, la mort neuronale va inhiber cette répression. Aussi, la glie environnante,
plus particuliérement la microglie, va exprimer des molécules présentatrices d’antigénes du
CMH de classe II ainsi que des molécules d’adhésion.

Cette activation microgliale se traduit par des changements morphologiques et fonctionnels

(schéma 16).

31



Introduction générale

Cellule souche

Microglie g jo J
autorenouvelable . o Microglie CPA
§

/M\)\

(¢)
° O
o (¢}

Type cellule

Microglie dendritique CPA

\ phaQOCYtaire /__/

Schéma 16 : Développement et activation de la microglie.

Les cellules microgliales activées sont caractérisées par un gonflement de leur corps cellulaire
et le rétrécissement de leurs prolongements. Elles produisent des cytokines pro-
inflammatoires, des chimiokines et des prostaglandines qui controlent la prolifération des

lymphocytes, et par conséquent permettent 1’installation d’une réponse immunitaire normale.

2.2 Production de cytokines

Comme précisé précédemment, 1’activation de la microglie se traduit en partie par une
production de diverses cytokines et 1’expression de leurs récepteurs correspondants ainsi que
d’agents microbicides.®”

Les cytokines sont des protéines impliquées dans la régulation des fonctions immunitaires et,
par conséquent, des phénomenes inflammatoires. Elles représentent le stimulus majeur
permettant de contrdler la migration des microgliocytes vers le site de 1ésion. Parmi ces
protéines figurent la famille des interleukines (IL) ainsi que des facteurs de nécrose comme le
TNF-a (Tumor Necrosis Factor ).®®! Ces protéines sont capables de stimuler la prolifération
des cellules microgliales et d’anticorps ainsi que 1’activation des macrophages. Par ailleurs,
certaines d’entre elles, comme le TNF-a permettent la nécrose (mort non naturelle d’une

cellule) de certains types cellulaires, les cellules tumorales par exemple.
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2.3 Production de monoxyde d’azote

La microglie activée sécréte également une certaine quantité d’agents microbicides, le plus
souvent des métabolites réactifs de 1’oxygeéne qui peuvent provoquer un stress oxydant. Ces
métabolites peuvent initier ou amplifier une réaction inflammatoire ou immunitaire.
L’activation microgliale s’accompagne d’une production massive de monoxyde d’azote
(NO"), des anions superoxyde (O, ) et de peroxynitrite (ONOO ) toxiques pour les cellules
voisines et intervenant dans le processus de phagocytose. Le monoxyde d’azote, a faibles
concentrations, joue un role physiologique primordial dans la régulation de la pression
sanguine mais ¢également dans la communication neuronale ainsi que dans la réponse

immunitaire non-spécifique.’®!

Chez les mammiféres, le NO est exclusivement synthétisé par les Nitric Oxide Synthases
(NOS). Les NOS sont des monooxygénases existant sous trois isoformes.”” Deux sont dites
constitutives, la NOS neuronale (nNOS ou NOS I) et la NOS endothéliale (eNOS ou NOS
II1). Elles sont calcium-dépendantes et produisent du NO en petites quantités. Dans le cas du
systéme nerveux elles sont essentiellement impliquées dans la communication intercellulaire.
La troisiéme forme est la NOS inductible (iNOS ou NOS II). Généralement, elle est induite
par le biais de cytokines dans des cellules immuno-compétentes. La microglie activée peut
exprimer la NOS II et ainsi produire du NO en grande quantité. La production massive de NO
est un mécanisme de défense qui est en grande partie responsable des activités antivirales et
antimicrobiennes des macrophages. Cependant, cette surproduction de NO peut étre néfaste
pour les cellules saines voisines puisqu’elle peut entrainer leur mort par apoptose (mort
programmée). Il a été mis en évidence que la cascade du monoxyde d’azote est fortement
impliquée dans le processus de mort neuronale au cours des réactions inflammatoires du

\ 1,92
systéme nerveux.”" %

2.4 Interaction avec le systétme immunitaire

Malgré la présence des différents mécanismes de défense du systeme nerveux central
empéchant une infiltration massive de lymphocytes et de macrophages, une réponse
immunitaire peut prendre place dans le cerveau infecté. Cependant cette réponse n’est pas
suffisante dans la mesure ou cette infiltration reste limitée et que les cellules gliales ne sont
pas d’efficaces cellules présentatrices d’antigéne. Aussi, la réponse immune ne permettra pas
une disparition compléte de I’infection. Cette absence de contrdle de I’infection peut aboutir a

une infection chronique ou latente.
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A T’inverse, au cours de certaines maladies ou infections, le privilege immun dont bénéficie le
cerveau peut disparaitre. Il s’agit d’infections rares relarguant des antigénes viraux dans le

liquide céphalo-rachidien ou infectant les méninges.

3. Les astrocytes

3.1 Fonctions
Les astrocytes sont les cellules gliales les plus répandues dans le systéme nerveux central.”
Ils constituent le seul lieu de stockage de glucose dans le cerveau et représentent ainsi
I’unique source énergétique des neurones. Les astrocytes sont reliés les uns aux autres par des
jonctions serrées communicantes de type gap. Ils peuvent ainsi avoir des échanges simultanés
avec plusieurs neurones et synchroniser I’activité synaptique de ces derniers.
IIs sont également impliqués dans la neurogenése et participent au controle de
I’environnement du systéme nerveux en réagissant, au méme titre que la microglie, a
I’infiltration des lymphocytes et des macrophages dans le cerveau.?”!
Les astrocytes jouent un rdle certain dans les phénoménes inflammatoires et immunitaires.
Ainsi, leur implication au cours des différentes neuropathies dégénératives est fortement
probable.

3.2 La gliose réactionnelle

Toute 1ésion au sein du systéme nerveux s’accompagne d’une prolifération des cellules
gliales, mais essentiellement d’astrocytes, au niveau du site de 1ésion. Ce phénoméene, connu
sous le nom de gliose réactionnelle ou encore cicatrice gliale, a pour but de préserver ou de

. ’ . 2
restituer I’homéostasie du cerveau.””!

L’activation des astrocytes se traduit par un
¢largissement et une augmentation du volume du noyau accompagnés d’une accumulation de
chromatine (association de protéines histones et d’ADN). Les astrocytes ainsi activés
entourent le site de lésion pour former une sorte de cicatrice, la cicatrice gliale. Elle est
constituée de prolongements entremélés d’astrocytes, reliés les uns aux autres par des
jonctions serrées formant ainsi un véritable tissu cicatriciel ferme et dense.

La gliose réactionnelle est accompagnée d’une réaction inflammatoire et d’une réponse
immunitaire. Aussi, la gliose réactionnelle peut devenir dangereuse dans la mesure ou les
astrocytes activés produisent des cytokines pro-inflammatoires, des radicaux libres ainsi que

des dérivés de 1’acide arachidonique entrainant des effets neurotoxiques.
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4. Importance de ’'inflammation dans les neuropathies dégénératives

La réponse inflammatoire est une défense normale et essentielle de 1’organisme suite a
I’agression par des agents pathogeénes. Cependant, lorsque cette réponse est excessive ou
inappropriée, elle peut devenir la cause de bon nombre de maladies.

Comme précisé précédemment, le systeme de défense du cerveau est représenté par la
microglie. Suite a une agression, la microglie va étre activée. Une fois activée, elle secréte de
nombreuses chimiokines et cytokines pro-inflammatoires. Ces composés vont générer une

réaction inflammatoire excessive et donc néfaste pour le cerveau.

La sclérose en plaques est I’affection neurologique a composante inflammatoire la plus
répandue. L’invasion du systéme nerveux central par des lymphocytes T et les macrophages
va endommager les gaines de myéline entourant les axones des neurones, ce qui va se traduire
par une perte des fonctions neurales suivie de la mort neuronale. Des études ont révélé, que
chez des patients atteints de sclérose en plaques, la quantité des médiateurs de 1’inflammation,

comme le TNF-a, la iNOS, I’IL-1 était largement supérieure a la normale.

Les maladies d’Alzheimer et de Parkinson ont toujours été considérées exclusivement comme
des maladies dégénératives du systéme nerveux central. Récemment, des études ont montré
une contribution des phénoménes inflammatoires au cours de ces maladies. ¥ Cette
inflammation est caractérisée par la présence de microglie activée respectivement, autour des

plaques séniles et autour des neurones dopaminergiques dégénérés.

A ce jour, le réle exact joué¢ par les processus inflammatoires au cours des neuropathies
dégénératives n’est pas clair, mais il est certain qu’ils contribuent a 1’évolution néfaste de ces

maladies.

B. Le stress oxydant
Depuis plusieurs années les scientifiques s’intéressent au phénomeéne de stress oxydant,
c’est-a-dire le processus par lequel la cellule ne controle plus la présence excessive de

radicaux oxygénés toxiques. Ce phénoméne semble étre impliqué dans de nombreuses

pathologies humaines.
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1. Définition

Chez les mammifgres, la chaine respiratoire mitochondriale joue un réle primordial dans la
cellule, elle permet notamment la réduction de I’oxygéne en molécules d’eau. Cette réaction
est cruciale puisqu’elle permet I’apport d’énergie nécessaire au bon fonctionnement de la
cellule, sous forme d’adénosine triphosphate (ATP). Au cours de ce processus une faible
quantité¢ d’oxygene (environ 2%) est convertie en especes oxygénées actives (EOA), comme
I’anion superoxyde (O,”), le radical hydroxyle (HO’) ou le monoxyde d’azote. Notre
organisme produit donc en permanence ces EOA. Ces espéces ont des roles physiologiques
importants pour la cellule lorsqu’elles sont produites en faible quantité. Cette production
physiologique peut étre maitrisée par des systémes de défense composés principalement

)P et de molécules anti-

96
...).pel

d’enzymes (superoxyde dismutases, glutathion peroxydase,
oxydantes de petite taille (glutathion, vitamines A, C, E, ubiquinone, flavonoides,
Mais si elles sont produites en trop grande quantité comme au cours de désordres
inflammatoires, les mécanismes de régulation ne seront plus suffisants. Il y a alors un
déséquilibre de la balance pro-oxydants/anti-oxydants. Ce déséquilibre représente le stress

oxydant.

Le stress oxydant peut avoir des effets néfastes. Il peut induire un phénomeéne apoptotique des
cellules saines en activant divers génes codant pour I’expression de cytokines pro-
inflammatoires, des ruptures au sein de I’ADN ou altérer la membrane cellulaire via le

phénomeéne de peroxydation lipidique.

2. Pathologies du systéme nerveux et stress oxydant

Le systéme nerveux central est particuliérement vulnérable au stress oxydant dans la mesure
ou il consomme un tiers de 1I’oxygene.

Stress oxydant et phénoménes inflammatoires sont étroitement 1iés.””} Le stress oxydant est
trés souvent impliqué dans le développement d’un grand nombre de physiopathologies,
notamment les maladies a composantes inflammatoires. La production de radicaux libres par
les cellules du systéeme immunitaire permet de lutter contre les agents pathogénes. La
microglie, une fois activée, synthétise du monoxyde d’azote (NO’), des anions superoxydes
(0,7) et du peroxynitrite (ONOO™ ) qui peuvent entrainer la mort des cellules saines
avoisinantes par apoptose. La contribution de ces radicaux dans la mort neurale au cours des

pathologies dégénératives du SNC semble considérable.
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La formation des dépots d’amyloide-B au cours de la maladie d’ Alzheimer semble étroitement
liée au stress oxydant subi par les cellules du systéme nerveux. Une déficience en vitamine E,
anti-oxydant puissant, a été observée chez des personnes atteintes d’Alzheimer. Par ailleurs, il
a pu étre démontré que le taux d’oxydation était plus important dans le cerveau de sujets
porteurs de la maladie que dans le cerveau de sujets agés sains. Les radicaux libres provenant
de I’oxydation lipidique, due a une déficience en vitamine E, favoriseraient la formation et la
toxicité des plaques séniles d’amyloide-f.

Des travaux menés par Grimes"

en 1988 suggerent une contribution significative des
radicaux libres quant a la dégénérescence des cellules nerveuses observée dans la maladie de
Parkinson.

Le stress oxydant est souvent accompagné de la formation de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires, de chimiokines qui sont généralement sécrétées au cours d’un processus
inflammatoire et/ou immunitaire. Aussi, il a été démontré qu’une concentration trop élevée en
EOA était également corrélée a la survenue et au développement de maladies a composantes

inflammatoires comme la sclérose en plaques.

3. Lutte contre le stress oxydant

Le stress oxydant étant a I’origine de nombreuses maladies, notamment du systéme nerveux,
il semble évident de chercher a le supprimer ou au moins de le réduire.

Une manicre de lutter contre ce phénomeéne est 1’utilisation d’antioxydants au sens large,
c’est-a-dire 1’ensemble des molécules susceptibles d’inhiber directement la production, de
limiter la propagation ou de détruire les espéces oxygénées actives. Leur action peut se faire
soit en réduisant ou dismutant ces especes, en les piégeant pour former un composé stable soit

en générant du glutathion.

Ces antioxydants peuvent étre fournis par 1’alimentation ou par des molécules anti-oxydantes
naturelles ou de synthése.

e [’alimentation, et plus particulierement les fruits et 1égumes, contient un grand nombre
d’anti-oxydants, parmi eux les vitamines (E, C, Q, B-caroténe), les oligo-éléments (sélénium,
cuivre, zinc, manganese) mais également plus de 4000 sortes de polyphénols et flavonoides
(contenus dans les choux, le thé, le vin, ...), des alcaloides et bien d’autres encore.

Une consommation réguliére en anti-oxydants pourrait avoir un effet bénéfique, mais

essentiellement préventif.

e Les anti-oxydants non nutritionnels comprennent des produits naturels extraits de plantes,

utilisés tels quels ou modifiés chimiquement, d’animaux terrestres ou marins et des produits
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de synthése imitant ’activité de certaines enzymes, piégeant les radicaux ou encore chélatant
certains métaux.

Les dérivés végétaux sont les plus utilisés dans les domaines des suppléments et des produits
cosmétologiques anti-vieillissement. La famille comportant le plus grand nombre de
molécules actives est celle des polyphénols. Les plus utilisées sont la quercétine, chef de file
des flavonoides et le resvératrol, extrait de la peau du raisin.

L’utilisation des enzymes s’est avérée peu efficace et limitée par le risque de contamination
accrue suite a I’apparition de la protéine du prion. Cependant, les chimistes ont synthétisé de
nombreuses molécules ayant des propriétés des superoxyde dismutases, dites « SOD likes »
basées sur des complexes de cuivre, de fer ou de manganése. Mais leur efficacité in vivo est
principalement dépendante des facteurs suivants : étre stable et non toxique, avoir une longue
demi-vie, et étre capable de traverser les membranes cellulaires et ainsi atteindre des sites
hydrophiles et hydrophobes.

Des piégeurs de radicaux chimiques appartenant aux familles des dérivés phénoliques,
stéroidiens, soufrés ou encore hydroxylés sont également des sources prometteuses.

Toutefois, une vigilance quant a I'utilisation d’anti-oxydants s’impose, car administrés a forte

dose ils peuvent devenir des pro-oxydants.

A T’heure actuelle, les seuls anti-oxydants efficaces et utilisables dont dispose la médecine
sont des composés luttant contre les radicaux superoxydes (peu toxiques) et hydroxyles
(difficiles a atteindre car réagissant instantanément). Aussi, il est indispensable de trouver de
nouvelles molécules capables de neutraliser les EOA comme le peroxyde d’hydrogéne,
I’oxygéne singulet, le monoxyde d’azote et surtout le peroxynitrite qui sont beaucoup plus

toxiques.

VII. Approche thérapeutique innovante

Ces derniéres années, de nombreux travaux ont été effectués afin de combattre la source des
diverses neuropathies dégénératives : la dégénérescence neurale. Cette voie de recherche s’est
développée avec la découverte de la présence de cellules souches dans le cerveau adulte
permettant de régénérer les cellules nerveuses. Une nouvelle approche thérapeutique
consistant a combattre la dégénérescence nerveuse tout en régénérant les différents types
cellulaires du systéme nerveux central a partir de cellules souches neurales est actuellement a
I”étude.

Cependant, il ne s’agit pas uniquement de régénérer les cellules nerveuses lésées ou mortes au

cours de ces différentes pathologies, mais de les protéger des phénomeénes inflammatoires et
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immunitaires ainsi que du stress oxydant présents lors du développement des différentes
pathologies neurologiques.

Les aspects de régénération nerveuse et de neuroprotection semblent complémentaires et
indissociables. Aussi, une approche thérapeutique innovante consisterait a développer des

composés cumulant ces deux aspects.

VIII. Les polyphénols naturels

A. Généralités

Les polyphénols représentent une grande famille avec pas moins de 5000 composés différents.
IlIs sont présents dans de nombreux fruits et légumes, des fruits et 1égumes secs mais
¢galement dans le thé, le café et le vin rouge.
D’un point de vue structural, les polyphénols se caractérisent par la présence de fonctions
hydroxyles (libres, estérifié¢es ou ¢éthérifiées) sur des noyaux aromatiques. Ils sont
principalement répartis en deux grandes classes issues de voies biogénétiques légeérement
différentes :

0 les flavonoides (les plus abondants), avec un squelette de base a 15 carbones

en C6-C3-C6 (schéma 17 : la quercétine)

Schéma 17 : Structure de la quercétine.

0 les stilbénoides, avec un squelette de base a 14 carbones en C6-C2-C6 (schéma
18 : le resvératrol).

OH
Saa
HO

Schéma 18 : Structure du resvératrol.
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Les polyphénols naturels sont des métabolites dits « secondaires », ce qui signifie qu'ils
n'exercent pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de l'organisme
végétal, comme la croissance ou la reproduction.

Ils participent aux mécanismes de défense de la plante (protection contre les attaques
fongiques, contre le rayonnement UV, ...). Ce sont aussi les pigments de la plupart des fleurs
et des fruits rouges ou bleus et de ce fait ils contribuent a I’attraction des insectes
pollinisateurs et a la dissémination des graines.

Les polyphénols sont classés dans les anti-oxydants naturels. Leurs propriétés antioxydantes,
mais aussi antibactériennes, antifongiques, antivirales, ..., ont été démontrées in vitro®®: 1001
Cette derni¢re décennie a vu une augmentation des études biologiques de ces composés. Cet
intérét est li¢ aux résultats de diverses études épidémiologiques ayant établi une relation entre
la consommation de fruits et Iégumes, de thé ou de vin, aliments contenant des polyphénols,
et la moindre incidence de certaines pathologies comme les affections cardiovasculaires,

: : . . . 1
microbiennes, inflammatoires, 1’ostéoporose et les cancers.!"*!

B. Le resvératrol : un polyphénol aux vertus thérapeutiques variées et
intéressantes

1. Généralités

La principale source de resvératrol (trans-3,4’,5-trihydroxystilbene) (schéma 18) chez
I’homme est le raisin. Il est également présent en petites quantités dans diverses plantes telles
que l’eucalyptus et dans certains aliments comme les arachides, les miires ou encore la
rhubarbe.

MO substance produite par la plante pour lutter contre des

Le resvératrol est une phytoalexine,
agressions fongiques ou microbiennes. Il est présent dans toutes les parties de la vigne, avec
les concentrations les plus élevées dans la peau des raisins. Il existe sous deux formes
d’isoméres, le Cis et le trans. Ce dernier peut étre simplement transformé en isomére Cis par
irradiation aux UV.

Les principales activités biologiques de ce polyphénol sont attribuées a 1I’isomére trans dans la
mesure ou le CisS n’est pas disponible commercialement. Les rares études effectuées sur le

dérivé cis semblent montrer une activité comparable.
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2. Les activités biologiques du resvératrol

L’engouement pour cette molécule provient d’une étude révélant que, malgré une
alimentation riche en graisses saturées, les Frangais, grands consommateurs de vins,
présentent un risque nettement plus faible de mortalit¢ par maladies cardio-vasculaires ou
cancers et sont moins touchés par les maladies neurodégénératives comme la maladie

d’ Alzheimer. Ce concept est appelé « French Paradox ».1'%!

Activités anti-oxydantes

De nombreuses pathologies, a savoir les maladies cardiovasculaires, les cancers, les processus

inflammatoires ou encore les maladies neurologiques, sont associées au stress oxydant.!"*!

Les principales activités biologiques attribuées au resvératrol sont essentiellement dues a son
activité anti-oxydante.""! Cette capacité anti-oxydante peut étre évaluée in vitro aussi bien
par piégeage des radicaux libres que par chélation des métaux largement connus pour étre
impliqués dans les réactions radicalaires. Le resvératrol permet de piéger 1’anion superoxyde
qui est une espece souvent a l’origine des dégats oxydatifs. Aussi, il permet, a des

concentrations micromolaires, d’inhiber 1’oxydation des vésicules lipidiques ou des

lipoprotéines de faible densité (LDL).!'% 1%l

A ce jour, les principales activités biologiques du resvératrol répertoriées sont :

¢ le domaine cardiovasculaire : le resvératrol inhibe 1’agrégation plaquettaire en inhibant
la production de médiateurs conduisant a 1’adhésion et a 1’agrégation des plaquettes lors de la
formation d’un caillot dans les événements thrombotiques.
De méme, en inhibant 1’oxydation lipidique, il réduit les dépots de cholestérol dans les artéres

et diminue ainsi les accidents cardio-vasculaires.!*!

e |’activite anticancéreuse : c’est dans ce domaine que les travaux effectués ont été les
plus nombreux. Ces études ont montré des effets antiprolifératifs du resvératrol sur des
cellules tumorales en culture ainsi qu’une réduction de la taille et du nombre de tumeurs.
L’action du resvératrol semble aller au-dela de son activité anti-oxydante. En effet, des études
récentes ont révélé que l’effet du resvératrol pourrait s’expliquer par des actions au
niveau de D’expression de différentes protéines médiatrices (facteurs de transcription,

oxygénases, ...).107- 108l
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e |’activité anti-inflammatoire : in vivo, le resvératrol est un inhibiteur efficace de la
cyclooxygénase 2 (COX2)."™! Les cyclooxygénases sont des enzymes essentiels a la
production de médiateurs pro-inflammatoires. Aussi des inhibiteurs de ces enzymes sont donc
des anti-inflammatoires potentiels. Tout phénomene inflammatoire se traduit par la production
d’une multitude de composés, le monoxyde d’azote, des cytokines pro-inflammatoires,
comme le TNF-a, I’interleukine-1(IL-1) ou encore des espéces oxygénées actives, aux effets
dangereux pour I’organisme. Des études ont montré que le resvératrol permet de réduire, voire

. . . . . 110, 111
d’inhiber la production d’un certain nombre de ces molécules.!"'® !

e [’activité neuroprotectrice : des études in vivo menées chez le rat ont montré un effet
neuroprotecteur du resvératrol. Des rats prétraités avec du resvératrol, aprés induction d’une
attaque cérébrale, présentaient des dommages neuronaux deux fois plus faibles que chez des

sz 112
rats non traltes.[ ]

1.MB1 ont révélé que le réservératrol permettait

Des travaux réalisés par Marambaud et col
d’induire la dégradation du peptide AP, constituant majeur des plaques séniles formées au

cours de la maladie d’ Alzheimer par un mécanisme impliquant le protéasome.

Ces multiples activités biologiques du resvératrol font de ce composé un outil thérapeutique
trés prometteur pour le traitement des différentes maladies du systéme nerveux central a

A ox g A : : . 114
composantes dégénératives et inflammatoires.!"'¥

IX. Cadre du travail

A. Approche thérapeutique innovante des neuropathologies

La caractéristique premiere des neuropathies dégénératives, telles que la maladie d’ Alzheimer
et la sclérose en plaques, est la perte fonctionnelle d’une partie des cellules du systéme

nerveux central.

Les aspects de régénération nerveuse et de neuroprotection semblent complémentaires et
indissociables. Aussi, une nouvelle approche thérapeutique consiste a combiner ces deux
aspects. L’utilisation de composés mimant les activités des facteurs neurotrophiques,
réduisant les phénomenes inflammatoires (modulation de 1’activation microgliale) et réduisant
le stress oxydant, semble trés prometteuse pour le traitement des diverses neuropathologies

dégénératives.
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B. Travaux effectués au laboratoire

1. Les alcools a longue chaine hydrocarbonée

Des travaux effectués au laboratoire ont permis de démontrer I’activité neurotrophique de
certains alcools a longue chaine hydrocarbonée. Le plus actif est I’alcool gras comportant une
chaine hydrocarbonée de 26 atomes de carbone et une fonction w-hydroxyle, 1’hexacosanol

(schéma 19)."

H H

C (@)
¥ (CHY)%

Schéma 19 : n-hexacosanol.

La longueur de la chaine aliphatique hydrocarbonée ainsi que la fonction hydroxyle en bout

de chaine, se sont avérées primordiales pour 1’activité biologique.

2. Molécules hybrides

Notre laboratoire a déja synthétisé plusieurs séries de molécules hybrides combinant 1’activité
neurotrophique d’une chaine m-alcanol et un noyau de type neuroprotecteur. Les alcools gras
indoliques (SMIFA18) et tocophéroliques (TFA12) (schéma 20) comportant respectivement
18 et 12 atomes de carbones sur la chaine latérale, sont capables de mimer 1’effet des facteurs
neurotrophiques tout en protégeant les cellules contre le stress oxydant.!"'> '®! En combinant
ces deux effets nous avons développé un outil thérapeutique trés prometteur pour le traitement

des maladies neurodégénératives et inflammatoires du systéme nerveux.

MeO HO
2)18 _OH
N 0} (CH3)12

H
SMIFA18 TFAI12
Schéma 20 : Molécules hybrides.

C. Projet d’étude

Dans I’optique de combiner les aspects de régénération nerveuse et de neuroprotection, la
synthése de composés hybrides resvératrol/m-alcanols, les Resveratrol Fatty Alcohols (RFA),

a été envisagée.
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Le resvératrol est connu pour ses propriétés antioxydantes et ses activités biologiques diverses
et intéressantes. Il semble jouer un role favorable dans les processus inflammatoires et
immunitaires du systéme nerveux.!'® 1% 111l

Parallélement, des alcools gras avec des longueurs de chaines appropriées se sont avérés étre
des promoteurs de la survie et de la différenciation des cellules nerveuses, et de ce fait sont
des mimes des facteurs neurotrophiques.

Les différents RFA (schéma 21) ainsi formés, devraient étre capables de moduler 1’activation
microgliale tout en protégeant les cellules nerveuses contre le stress oxydant. Ils devraient
¢galement étre capables de générer des cellules nerveuses fonctionnelles a partir de cellules

souches neurales adultes.

_OH R
(CHL)Y (CHz)n (CH2)12
- O o
O OMe
RO MeO
OR
R=H RFA R=H 3'-OH-RFA 3,5,2',4'-MRFA12
R=Me 3,54'-MRFA R=Me 35,3 ,4'-MRFA
n=10a18
(CH2)12 (CH2)12
OMe
MeO

R 3,5-MRFA12

=H 4'-MRFA12
=0OH 3'-0OH-3,5-MRFA12

Me 3'.4'-MRFA12

Schéma 21 : Nomenclature des différents alcools gras resvératroliques, les RFA.

Afin de vérifier ces hypotheses, la synthése des différents RFA a été entreprise. Des tests
physico-chimiques, basés sur la neutralisation des radicaux, ont permis d’évaluer la capacité
antioxydante de nos composés.

Les études de régénération nerveuse ont été effectuées sur un modele in vitro de cellules
souches neurales, les neurospheres.

Finalement, une collaboration avec le Laboratoire de NeuroBiologie de 1’Universit¢ du
Luxembourg, sous la direction du Prof. Paul Heuschling, a permis de tester nos composés sur
des modg¢les in vitro d’inflammation des tissus nerveux et de gliose réactionnelle. La capacité
de nos molécules a agir sur la sécrétion de protéines pro-inflammatoires, telles le TNF-a, et la
production du monoxyde d’azote a été évaluée sur des cultures cellulaires microgliales
immortalisées, les MMGT-12.

44



Introduction générale

Les résultats obtenus, aussi bien sur le plan de la régénération nerveuse que sur celui de la

modulation de I’activation microgliale, ont permis de postuler en faveur d’une implication de

nos composés au cours de I’activité de la voie de signalisation Notch.
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Chapitre I : Synthese des alcools gras resvératroliques

. Introduction

L’objectif de ce travail consiste a synthétiser des alcools gras resvératroliques, les Resveratrol
Fatty Alcohols 1 (RFA) (schéma 1). Ces composés sont des molécules hybrides contenant le

noyau du resvératrol et une longue chaine w-hydroxylée.

n=10a18

Rl! R2 = H, Me
Rs = H, OH, OMe

Schéma 1 : Resveratrol Fatty Alcohols (RFA).

Des ¢études antérieures ont permis de mettre en évidence que selon la nature du noyau anti-
oxydant, I’activité biologique était optimale pour des chaines variant de 12 a 18 atomes de
carbone. Des RFA comportant une chaine w-hydroxylée de 10, 12, 14, 16 et 18 atomes de
carbone ont ainsi été synthétisés afin de déterminer la longueur optimale permettant d’obtenir
une activité biologique maximale.

La cible de nos composés est le systeme nerveux central. Ils doivent donc étre assez lipophiles
pour pouvoir traverser les différentes barrieres biologiques. Ainsi, dans un premier temps,
nous nous sommes intéressés a la synthése de différentes séries de RFA méthoxylés : les RFA
triméthoxylés (R; = R, = Me et R; = H) et les RFA tétraméthoxylés (R; = R, = Me et R3 =
OMe).

L’activité anti-oxydante du resvératrol est essentiellement due a la présence des fonctions
hydroxyles et plus particuliecrement a celle en position para 4. Cette propriété¢ du
resvératrol nous a amenés a envisager la synthése de RFA ne contenant qu’une ou deux
fonctions hydroxyles sur un seul des cycles aromatiques (R; = H, R, = Me et R3 = H ou OH).
Ces molécules présenteraient ainsi toujours une lipophilie accrue tout en gardant une capacité

anti-oxydante suffisante.

Dans ce chapitre, nous discuterons de la démarche que nous avons adoptée afin de synthétiser
ces différents alcools gras resvératroliques. La stratégie de synthése comportera deux étapes
clé, a savoir, d’une part la formation de la double liaison carbone-carbone de configuration

trans du noyau resvératrol et d’autre part le greffage de la chaine latérale.
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Il. Formation de la double liaison trans du resvératrol : Rappels
bibliographiques

Afin de synthétiser les RFA, nous nous sommes tout d’abord inspirés des méthodes décrites
dans la littérature pour la formation de double liaison carbone-carbone de configuration trans.
Notre intérét s’est plus particulierement tourné vers celles permettant d’obtenir une

stéréosélectivité totale ou quasi-totale.

A. Couplage de Wadsworth-Emmons

Le couplage de Wadsworth-Emmons!? > 4

est une des réactions les plus anciennes permettant
de former une oléfine de configuration exclusivement trans.

Ce couplage est une variante de la réaction de Wittig bien qu’il ne mette pas en jeu un ylure
de phosphonium. La réaction de Wadsworth-Emmons est une réaction de condensation entre
un phosphonate et un aldéhyde (schéma 2) en milieu basique. Il se forme alors, un alcoolate
qui cyclise pour former un oxaphosphétane de configuration trans. Finalement, la dissociation
de cet hétérocycle conduit a 1’oléfine souhaitée et a la formation d’un produit secondaire,

I’anion du dialkylester d’acide phosphorique, qui apres hydrolyse est soluble dans 1’eau.

ﬁ(OEt H._O R
OEt
) NaOMe, DMF « O
0°C—= 100°C O OR
RO OR 80% RO
OR

Schéma 2 : Couplage de Wadsworth-Emmons.

La réaction de Wadsworth-Emmons est la réaction la plus rencontrée en ce qui concerne la
syntheése du resvératrol et de ses dérivés. Le phosphonate benzylique est généralement généré
in situ par la réaction d’ Arbuzov a partir de 1’alcool benzylique correspondant en présence de
triéthylphosphite a reflux.

Les conditions classiques de cette réaction utilisent, le méthylate de sodium comme base et le
diméthylformamide comme solvant.”! De nombreuses variantes sont décrites dans la
littérature, changeant aussi bien la base (NaH[5], tBuOK"®, KOH!, ...), que le solvant (THF
.61 pME®, ...

Quelque soit les conditions réactionnelles utilisées, les rendements obtenus sont similaires et
treés satisfaisants (75 a 85%).

Ce couplage permet une grande souplesse quant a la nature des groupements protecteurs des
fonctions hydroxyles (R = Met* % TBDMSE, MOMEO 1, o)
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B. Condensation lithiatrice

La formation de la double liaison trans du noyau des stilbénes peut également étre obtenue
par la déshydratation d’un alcool généré au cours d’une condensation lithiatrice.*? La
réaction de condensation entre 1I’éther silylé et le 4-méthoxy- ou 3,5-diméthoxybenzaldéhyde
en présence de poudre de lithium et de naphtaléne, permet de former les alcools
correspondants avec des rendements modérés. La déshydratation dans le DMSO a reflux,

conduit aux oléfines souhaitées (schéma 3).

OSiMey H.__O OMe
1) Li, CyoHg (4%)
composé A, 0°C MeO
* C i
2) H,0, 31 - 33%
MeO OMe R ) Ha 0 OH
OMe OMe
A R = H ou OMe
OMe
DMSO, reflux MeO AN O R
99% O

OMe
Schéma 3 : Préparation de différents stilbénes.

C. Couplages au palladium

Avec le développement de la chimie organique assistée par les métaux de transition, de
nombreuses approches catalytiques ont été envisagées pour la formation des composés de la

1 .
[13] comme le resvératrol.

famille des stilbénes,
Les stratégies les plus développées et les plus utilisées, sont celles basées sur la chimie du
palladium. Les couplages au palladium principalement rencontrés sont : le couplage de

Heck!™ ™ et le couplage de Suzuki.'®

1. Couplage de Heck

Ces derni¢res années, plusieurs équipes se sont intéressées a la formation du noyau du

resvératrol au travers de la réaction de Heck.
e En 2002, Guiso et al.* ont développé une nouvelle méthode de synthése du resvératrol

basée sur un couplage de Heck. Il met en jeu un iodure aromatique et un styréne en présence

d’acétate de palladium, de triéthylphosphine et de triéthylamine (schéma 4).
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OAc
OAc

| Pd(OAc),, PPhg O
+ \
/©/ “« NEts, CHsCN OAc
AcO OAc 85°C, 17h
AcO

70%

Schéma 4 : Couplage de Heck.

Le produit de couplage est obtenu de fagon stéréoselective avec un rendement de 70%.
Finalement, une déprotection des groupements acétates en milieu basique permet de générer

le resvératrol.

e Plus récemment, Andrus et al.*”! ont décrit une synthése faisant intervenir un couplage

de Heck décarbonylant, a partir de ’acide résorcylique (schéma 5).

OAc
OAc
/©/\ Pd(OAC),, L O
i x
ACO NEM, xyléne, 120°C O OAc
cloc OAc 73%
AcO
i-Pr Cl_i-Pr
/_\ +
- O
i-Pr i-Pr

Schéma 5 : Couplage de Heck décarbonylant.

Ce couplage a lieu entre un styréne et un chlorure d’acide benzylique. Il est dit décarbonylant
car la double liaison carbone-carbone est formée aprés élimination d’une molécule de

monoxyde de carbone.
La base utilisée, la N-éthylmorpholine (NEM), est une amine non-coordinante. Ainsi, la
coordination de 1’amine au palladium ne peut se faire, ce qui favorise 1’élimination de

monoxyde de carbone nécessaire a la formation du stilbéne.

L’avantage de cette méthode réside dans la nature des réactifs utilisés. Le styréne est
commercial. Quant au chlorure d’acide, il est obtenu en deux étapes a partir de 1’acide

résorcylique peu colteux.
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2. Couplage de Suzuki

La combretastatine A-4, stilbéne d’origine naturelle, existe sous deux formes, les isoméres Cis
et trans. Elle entraine la mort des cellules tumorales par nécrose hémorragique et représente
un outil prometteur dans le traitement des cancers.

Aussi, la synthése de ces deux isoméres est largement décrite dans la littérature.[*o 18
L’obtention de I’isomere trans par une réaction de Suzuki a été décrite par Gaukroger et al.t®!

(schéma 6).

OMe
Br S(OH), OMe
Pd(PPh),, Na,CO;4 “ O
.
MeO MeO OMe DME, A, 17h O OMe
OH OMe 40% MeO

OH

Schéma 6 : Couplage de Suzuki.

Le couplage entre le bromure vinylique et 1’acide boronique se fait en présence de Pd(0), de
carbonate de sodium et de diméthoxyéthane a reflux. Cette méthode ne permet d’obtenir ce

stilbéne qu’avec un rendement moyen de 40%.

D. Métathese croisée

La chimie du ruthénium s’est avérée étre un outil puissant pour la formation de doubles
o 20, 21 ; \ . . o N
liaisons carbone-carbone.”® ?! La méthathése croisée représente ainsi un acces simple aux

stilbénoides (schéma 7).

OR
= = /|
) | SN Ru cat. (3-5 mol%) SN
A /. =
RO RO

Schéma 7 : Métathése croisée.

La synthese de stilbénes comme le resvératrol ou le piceannol nécessite 1’utilisation de deux
styrénes différents. Or, au cours d’une réaction de métathése mettant en jeu deux styrénes
différents, la formation de trois composés est observée. Deux produits issus des

homocouplages respectifs et un produit de couplage entre les deux styreénes.
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1.[22]

Noels et a ont décrit une synthése permettant d’obtenir le resvératrol comme produit de

OH
YOW

couplage quasi unique (schéma 8).
= =
Ru cat. (3-5 mol%)

+
THF, reflux, 1h O
HO OH 94% HO

: R 8
Ru cat. Q*N NQ
T_\\q
R‘” ~Ph

OH

cl”
PCys;

Schéma 8 : Formation du resvératrol par métathése croisée.

Le resvératrol représente 95% de la conversion alors qu’un seul produit d’homocouplage, le
(E)-3.,3",5,5’-tétrahydroxystilbene, se forme (5%). Cette sélectivité a pu étre obtenue en
utilisant dix équivalents de p-hydroxystyréne pour un équivalent de 3,5-dihydroxystyréne.

Cette réaction est trés intéressante dans la mesure ou elle peut se faire en présence de

fonctions hydroxyles libres.

I11. Couplage d’une chaine carbonée sur un noyau aromatique :
Rappels bibliographiques

Le but de ce travail consiste a synthétiser des dérivés du resvératrol comportant une longue
chaine w-hydroxylée. Nous allons donc décrire brievement les outils dont nous disposons,

afin de greffer cette chaine latérale.

A. Alkylations de déerivés du resvératrol

Dans la littérature, peu de synthéses de dérivés du resvératrol portant une chaine latérale
carbonée sont décrites. Les rares exemples“sl décrivent la synthese de stilbénes naturels.
Leurs synthéses font essentiellement appel a 1’addition d’un halogénure d’alkyle sur un

aromatique fonctionnalis€ par un métal.
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1. Addition d’halogénures d’alkyles
e Echange halogéne-métal

L’échange halogéne-métal par une base lithiée suivi de 1’addition d’un halogénure d’alkyle

4 . o . l
est une des méthodes les plus anciennes permettant de former une liaison carbone-carbone.™

1) t-BuLi, THF (CH2)13
S o -78°C — ta S 5
O € ) Br(CHy)ysCHs, THF O Me
70%

Schéma 9 : Alkylation d’un dérivé du resvératrol bromé.

L’alkylation de ce dérivé du resvératrol se fait avec un rendement correct de 70% (schéma 9).
Cette méthode est trés efficace pour des halogénures d’alkyles non substitués, comme dans
notre exemple.

e Ortho métallation

Récemment, une nouvelle voie de synthése de la pawhuskine C, un stilbéne naturel portant
une chaine géranyle, a été décrite.[]
Cette synthése repose sur une réaction d’ortho-métallation suivie de la formation d’un cuprate

(schéma 10).

OMOM OMOM
HO s-BuLi, TMEDA, -20°C HO
CuBr-DMS, bromure de géranyle X X
OMOM 63% OMOM

Schéma 10 : Formation de la pawhuskine C.

Le greffage de la chaine géranyle s’effectue avec un rendement correct de 63%.
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2. Friedel-Crafts

Le groupement isopropyle est greffé sur le cycle aromatique par une réaction de type Friedel-
Crafts en présence de trichlorure d’aluminium et de bromure d’isopropyle (schéma 11).1%!

OH
COzMe COzMe
BrCH(CHy),, AICI - >
(CHs), 3 . O o
MeO OMe CSZ, reflUX, 7] MeO OMe O
66%

Schéma 11 : Réaction de type Friedel-Crafts.

Malgré un temps de réaction trés long (7 jours), le produit de couplage souhaité n’est obtenu

qu’avec un rendement de 66%.

B. Réaction de Wittig

Au laboratoire, des travaux concernant la synthése de dérivés de I’a-tocophérol comportant
une chaine w-hydroxylée, les TFA, ont été effectués (schéma 12).[24] Le couplage, entre le
noyau chromane de 1’a-tocophérol et la chaine w-hydroxylée, a été réalisé par une réaction de

Wittig. Cette réaction est largement décrite dans la littérature pour la synthése des différents
[29]

tocophérols.
t-BuLi, t-BuOK
BnO THF, -78°C ata BnO oBn
0" CHO  Br phyp 0B o = (CHio
n
¥ (CHT
93%
HO

H,, Pd/C

EtOH, ta
73%

OH
0" “(CHo12

TFA12
Schéma 12 : Synthése du TFA12.

La réaction de Wittig effectuée dans les conditions de Schlosser permet de greffer le sel de

phosphonium a 1’aldéhyde. Le couplage s’effectue avec un rendement de 93%.

L’hydrogénation catalytique sur Pd/C permet d’obtenir le TFA12.
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C. Utilisation de la chimie du palladium

Dans la littérature, le couplage entre différents groupements alkyles et des aromatiques
méthoxylés et polyméthoxylés via la chimie des métaux de transition, et plus particulierement
la chimie du palladium, est largement représentée. Les couplages au palladium les plus

classiques tels que les couplages de Heck, Sonogashira et Suzuki sont les plus rencontrés.

1. Couplage de Heck

Yadav et al.®®! ont décrit une synthése de dérivés quinoliques portant des chaines -
hydroxylées (schéma 13).

OMOM
OMOM Pd(OAC),, PPhs OMOM _OH _OoH
MeO Br Et;N, 80°C MeO X (CH))5 H,, Pd/C MeO (CH»)71o
A~ EtOH, ta
(CHz)s quantitatif
OMOM OMOM OMOM

65%
Schéma 13 : Couplage de Heck.

Le couplage entre le bromure d’aryle et ’alcéne terminal s’effectue en présence de palladium
(IT) avec un rendement satisfaisant de 65%. La chalne w-alcanol est obtenue apres simple

hydrogénation catalytique.

2. Couplage de Suzuki

e La [-alkylation de Suzuki-Miyaura permet de coupler un alkyle borane sur un
halogénure aromatique.
Fiirstner et Konetzki?! ont décrit la synthése totale de la caloporoside, métabolite naturel aux
activités antimicrobiennes et antifongiques. Ce composé contient une longue chaine alkyle,

greffée par une réaction de Suzuki-Miyaura (schéma 14).

N 9-H-9-BBN
\/\(CH2)11 [ lo @B/\/\(CHZ)H
OTBDMS THF, ta OTBDMS
A
\i/o 0o \‘/o 0
o oTf NaOMe, KBr 0
+ A (CH2)11
PdCly(dppf), THF, 70°C OTBDMS
86%

Schéma 14 : Couplage de Suzuki-Miyaura.
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Le borane A, obtenu par hydroboration a 1’aide du dimére 9-H-9-BBN, réagit avec le
méthalonate de sodium pour donner un complexe de borate, stabilisé par le bromure de
potassium. Le complexe ainsi formé, va réagir avec le triflate en présence de palladium (0)

pour aboutir au produit de couplage avec un rendement de 86%.

e Récemment, Fu et coll.”® ont démontré Iefficacité d’un couplage de Suzuki entre des
acides arylboroniques et des bromures d’alkyles en présence de Pd(II) et de diverses
phosphines (schéma 15). Avant ces travaux, les couplages d’acides boroniques sur des

halogénures ou des triflates portés par un carbone sp’ étaient rares.

B(OH), 5% Pd(OACc),
10% P(t-Bu),Me

’ OBn
. Br _oBn 3 éq. t-BuOK (CHy)Z
(CH2)s
t-amyl alcool, ta MeO

85%

OMe
Schéma 15 : Couplage de Suzuki sur des bromures d’alkyles.

Les rendements de la réaction sont dépendants de la quantité et de la nature de la phosphine.

3. Couplage de Sonogashira

La réaction de Sonogashira est le couplage le plus utilisé pour greffer une chaine alkyle, sous

forme d’alcyne vrai, sur des halogénures aromatiques méthoxylés ou polyméthoxylés.

e Hadfield et al.”® ont décrit une synthese de I’irisquinone, substance naturelle ayant des

activités anti-tumorales, dont une des étapes clé, est un couplage de Sonogashira (schéma 16).

OMOM  Pd(PPhs),, Cul OMOM _(CH,)gOH

O
Meo\©/l pipéridine, ta MeO Z —— MeO (CHz)g ,’(ECHz)sM
:—(CHz)goH
(0]

98%
Schéma 16 : Couplage de Sonogashira.

Les conditions réactionnelles utilisées sont celles décrites par Alami.*” Elles permettent

d’obtenir le produit de couplage avec un rendement quasi quantitatif de 98%.
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e Brimble et al.*¥ ont décrit la synthése d’aryldihydropyranes basée en partie, sur un

couplage de Sonogashira (schéma 17).

oM
OMe . e / OH N
r PdClz(PPh3)2, Cul _— OMe
+ HO S — 0
TN NEts, 80°C, 24h —
M
OMe €0

OMe 84%

Schéma 17 : Couplage de Sonogashira.

Le couplage entre le bromure aromatique et ’alcyne vrai o-hydroxylée s’effectue dans les
conditions classiques, a savoir 1’utilisation de PdCl,(PPh;), et de Cul permettant de générer
du Pd(0) et de trié¢thylamine comme solvant et réactif. Le produit de couplage désiré est formé

avec un rendement satisfaisant de 84%.
Le couplage de Stille a été volontairement omis de par la forte toxicité des dérivés stanniques
utilisés dans ce couplage.

IVV. Voie de synthese choisie

La synthese des différents RFA doit se faire par une méthode simple, efficace, reproductible

et, a plus long terme, applicable a grande échelle.

D’un point de vue rétrosynthétique, deux voies de synthese s’offrent a nous afin de former les

différents alcools gras resvératroliques, les RFA (schéma 18).
e La voie A consiste a former dans un premier temps la double liaison carbone-carbone
du noyau du resvératrol par la réaction de Wadsworth-Emmons et dans un second temps, le

greffage de la chaine o-hydroxylée.

e La voie B a I’inverse, consiste a greffer d’abord la chaine latérale puis a former la

double liaison carbone-carbone pour aboutir au noyau du resvératrol.
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OR
(CH,),,OH
R =H, Me
| N OR R'=H, OMe
X
RO R'
Voie Ay xvme B
OR H O Br
X
X
A +  Br OGP +
| A OR S(CH)Y | R
¢ RO OR
RO™ ™7 oGP
' OR
R (CHo)1
n=104a18 | "
GP = groupements protecteurs
Br H 0]
CO,Me \ OGP
| N (CH2)n-2
+ +
>R ou
- RO OR RO OR oep
OR X X ZNCHY s
R =MeO X =H, Br R = MeO
R'=H, OMe R'=H, OMe
X=Br

Schéma 18 : Rétrosynthéses envisagées des RFA.

e Afin de former la double liaison carbone-carbone trans du noyau du resvératrol, notre
choix s’est porté sur I’utilisation du couplage de Wadsworth-Emmons (schéma 19). Cette
réaction est largement décrite dans la littérature pour la formation des stilbénes.2® Par
ailleurs, elle est applicable a un grand nombre de substituants, nous permettant ainsi d’obtenir
différentes séries de composés.

O
L-OEt H O OR
“OEt
| X NaOMe, DMF
>r N OR
R °C— 100°
= RO OR 0°C—100°C X

R’

Schéma 19 : Couplage de Wadsworth-Emmons.
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A. La voie de synthese A

Dans cette voie de synthése, 1’utilisation d’'une méthode de couplage permettant de greffer la
chaine directement sous forme alkyle est impérative. En effet, étant donné¢ que la double
liaison du stilbéne sera déja formée, des réactions faisant intervenir la chaine latérale sous
forme d’alcéne ou d’alcyne sont a proscrire. Les réactions de Wittig, de Heck ou encore de

Sonogashira sont donc inutilisables.

Nous pouvons donc envisager de coupler la chaine par alkylation directe d’un halogénure
d’alkyle ®-hydroxylé sur un aromatique soit par échange halogéne-métal, soit par ortho-
métallation, mais également par un couplage de Suzuki-Miyaura.

1. Echange halogéne-métal / Ortho-métallation

Cette réaction est uniquement décrite dans la littérature™ pour des halogénures d’alkyles non

hydroxylés (schéma 20).

1) t-BuLi, THF (CH2)13
Q o 78°C — ta “
O © ) Br(CH,).sCHs, THF O OMe
70%

Schéma 20 : Alkylation par un échange halogéne-métal.

Au laboratoire, de nombreux travaux ont permis de montrer que ce couplage, entre différents
halogénures aromatiques et différents bromoalcools protégés, ne permettait de former les
produits de couplage qu’avec de tres faibles rendements.

Les mémes résultats ont été observés dans le cas d’une ortho-métallation®® (schéma 21).

1) t-BuLi, THF
-78°C — ta
MeO OMe MeO OMe

2) Br(CH,),,0GP, THF
_OGP

GP = groupement protecteur (CHo)rx

Schéma 21 : Alkylation par ortho-métallation.
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2. Couplage de Suzuki

Des essais ont été effectués au laboratoire en ce qui concerne la réaction de Suzuki, entre un
bromure d’alkyle et un acide boronique aromatique, décrite par Fu.?® Les résultats obtenus
sont trés décevants, puisque aucun produit de couplage n’a été observé. Le seul produit formé

est le phénol du bromure correspondant.

Nous avons donc envisagé un couplage de Suzuki—Miyaura.[33] Une réaction test entre le 2-
bromo-1,4-diméthoxybenzene et le (16-(9-bora-bicyclo[3.3.1]nonan-9-yl)hexadécyloxy)(tert-

butyl)diméthylsilyle n’a pas donné les résultats escomptés (schéma 22).

OMe

OMe
PdCl,(dppf), NaOH
i @BA(CHZ){E’OTBS TI—2|F 70°C, 20h - OTBS
Br : ’ (CH.)76
OMe

11%

OMe

Schéma 22 : Couplage de Suzuki-Miyaura.

Le greffage d’une chaine w-hydroxylée sur un aromatique sous forme d’halogénure d’alkyle
s’est avéré inefficace. Aussi, nous avons abandonné la voie A pour synthétiser les différents

alcools gras resvératroliques.

Notre stratégie de synthése va donc s’articuler autour de la voie B.

Cette derni¢re semble en outre plus intéressante dans la mesure ou elle va nous permettre de
réaliser une synthése convergente. En effet, les différentes longueurs de chaine seront greffées
au premier cycle aromatique pour former le chainon I. Finalement, ce dernier sera couplé au

chainon Il diversement substitué¢ pour former les différents RFA souhaités (schéma 18).

B. La voie de synthése B

Comme décrit précédemment dans les rappels bibliographiques, les couplages de Heck!?®! et

de Sono gashira[31]

permettent également de greffer une chaine carbonée plus ou moins longue
sur un cycle aromatique.

Cette chaine est couplée respectivement, sous forme d’alcyne vrai et sous forme d’alcéne
terminal dans les réactions de Sonogashira et de Heck sur un halogénure aromatique
(schéma 23). Une simple hydrogénation catalytique permettra d’obtenir le produit de

couplage saturé.
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CO,Me \ OGP CO,Me
(CH)n-2 Pd, base
. ou H,, Pd/C
RO OR RO OR
OGP
X Z N (CHo)nz (CH )/OGP
2/n-1

R = MeO

R'=H, OMe et X =Br, |

Schéma 23 : Couplage de Sonogashira ou de Heck.

D’un point de vue synthétique, 1’alcyne terminal est obtenu plus facilement et plus rapidement

que I’alcéne. Aussi, nous nous sommes orientés vers le couplage de Sonogashira.

Couplage de Sonogashira

En premier lieu, nous avons testé les conditions réactionnelles décrites par Alami,B” 3 savoir

I’utilisation de Pd(0) et de Cul en quantités catalytiques dans la pipéridine. Elles permettent le
couplage entre un alcyne vrai w-hydroxylé et un iodure aromatique méthoxylé avec un

rendement quasi quantitatif, !

CO,Me
COzMe
Pd(PPhg),, Cul
+  Xx_ _ OTBS
(CH2)14 pipéridine, 80°C MeO OMe
MeO OMe o8,
! |
OTBS
(CH2)1o

Schéma 24 : Couplage de Sonogashira dans les conditions d’Alami.

Dans notre cas, le produit de couplage a été obtenu avec un rendement de 28%, largement
inférieur a celui décrit dans la littérature (schéma 24).

Alami et coll. B

ont également démontré que dans certains cas, la présence de Cul n’était pas
nécessaire. Aussi, nous avons réitéré le méme couplage, mais en absence de Cul. A nouveau,

les résultats obtenus ne sont pas satisfaisants (schéma 25).

COZMe
CO,Me
Pd(PPhg),
+ X OTBS
A o MeO OMe
MeO OMe (CHY)11 pipéridine, 80°C
| |
OTBS
(CH)10

Schéma 25 : Couplage de Sonogashira sans Cul.
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. , , . . .. . 41 .
Nous avons donc envisagé la réaction de Sonogashira dans les conditions c121551ques[3 1 a

savoir I’utilisation de PdCl,(PPhs))s et de Cul comme source de Pd(0), et de triéthylamine

comme solvant et réactif (schéma 26).

CcO,Me
CO,Me
PdCl,(PPhs),, Cul
+ X JOTBS 2PPhs): MeO oM
(CH)11 EtsN, 80°C € €
MeO OMe
| ||
OTBS
(CH)1o

Schéma 26 : Couplage de Sonogashira dans les conditions classiques.
Dans ce cas, la réaction est tres efficace puisque nous obtenons le produit de couplage avec un
rendement de 84%. Ce sont donc ces conditions réactionnelles que nous avons retenues.
C. Reécapitulatif

Afin de synthétiser les différents RFA, nous avons suivi le schéma rétrosynthétique ci-dessous
(schéma 27).

0
OR, b/ OFt H._O
(CHZ),OH OFt
— N
| 3 ZRo MeO OMe
R,07 A OR _OTBS
Ra 4 L, (CHn1 4
R, = H, Me
R, = H, OMe, OH
Rg = H, Me
etn=102a18 OH CO-Me
2
X
| 1 N __ OTBS .
Z Re (CHa)n MeO OMe
OR; 3 5 | 6

R, = Me, MOM
R, = H, OMe, OMOM
CO,H
HO OH
(CH2 /@\
HO OH

Schéma 27 : Rétrosynthése des RFA.
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Cette synthese repose principalement sur deux étapes clé, un couplage de Wadsworth-
Emmons permettant de former la double liaison carbone-carbone de configuration trans du

noyau du resvératrol et un couplage de Sonogashira permettant de greffer la chaine latérale.

Le couplage de Wadsworth-Emmons s’effectue entre des phosphonates 2 diversement
substitués, provenant des alcools benzyliques 3 correspondants, et des aldéhydes portant
différentes longueurs de chaine 4. Ces derniers sont obtenus par couplage de Sonogashira
entre I’iodure aromatique 6, issu de 1’acide 3,5-dihydroxybenzoique commercial et des
différents alcynes vrais silylés 5. Les alcynes sont formés a partir des diols correspondants.

La protection de la fonction o-hydroxyle de la chaine est nécessaire au bon déroulement de la
synthése. Le choix du groupement protecteur, le tert-butyl-diméthylsilyle, est compatible avec
les différentes étapes de cette synthése dans la mesure ou il est stable aux différentes

conditions utilisées.

V. Synthese des difféerents RFA

Comme décrit précédemment, la premicre étape clé de cette synthése est un couplage de
Sonogashira, permettant de greffer la chaine w-alcanol, sous forme d’alcyne, au premier cycle

aromatique.

A. Greffage de la chaine latérale : Couplage de Sonogashira

1. Synthése des alcynes vrais O-silylés

Afin de synthétiser les différentes longueurs de chaines nécessaires au couplage de

Sonogashira, nous avons suivi le schéma réactionnel suivant (schéma 28) :
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(o]

O O
LiAIH 0
HOMOH ou 0 ‘ HOX op1,y-OH HBr 48%. 2 B oty O
12 (CH)w  THF, 0°C— ta 2in2 L7 22

7 8 9:n=10 15 : n = 10 (70%)

10:n=11 . 16 : n = 11 (85%)

11 : n = 12 COMmerciaux 17 :n =12 (91%)

12:n=14 18 : n = 13 commercial

13 :n = 16 (90%) 19 : n = 14 (88%)

14 :n =18 (93%) 20 : n = 16 (85%)

21:n =18 (78%)

TBDMSCI o
Br\(CH )/OTBS =—1Li .H,NCH,CH,NH,, DMSO \(CH )/OTBS
Imidazole, CH,Cl,, ta 2/n-2 0°C — ta Z/n-2

22 :n =10 (97%) 29 : n = 10 (78%)
23:n =11 (98%) 30:n =11 (76%)
24 :n =12 (96%) 31:n =12 (87%)
25:n =13 (98%) 32:n =13 (85%)
26 n = 14 (99%) 33:n =14 (84%)
27 :n =16 (98%) 34:n =16 (86%)
28 :n =18 (93%) 35: n = 18 (91%)

Schéma 28 : Synthése des alcynes vrais O-silylés.

Apres réduction du diacide 7 ou de la lactone 8 a I’aide de I’hydrure mixte d’aluminium et de
lithium, on obtient les diols correspondants 13 et 14 correspondants aux longueurs de chaine
n=16 et 18. Pour les autres longueurs de chaine, les diols ou bromoalcools sont commerciaux.
La réaction de monobromation est réalisée dans un mélange hétérogene d’acide bromhydrique
et de cyclohexane afin d’obtenir les bromoalcools (15 a 21). La fonction hydroxyle de ces
derniers est protégée par le groupement tert-butyl-diméthylsilyle pour former les bromoalcools
silylés correspondants 22 a 28, qui par réaction avec le complexe d’acétylure de lithium™
permettent d’obtenir les alcynes vrais souhaités 29 a 35 avec des rendements globaux

satisfaisants.

2. Synthese de I’iodure aromatique

L’iodure aromatique 38, le 4-iodo-3,5-diméthoxybenzoate de méthyle, nécessaire au couplage

de Sonogashira, est obtenu en deux étapes avec un rendement trés satisfaisant de 87%
(schéma 29).

HO.__O HO.__O MeO.__0O
NIS, MeOH Me,S0,, KoCO5 -
HO OH 0°C —Q;/Ota, 3h HO OH Acét%r;(;,) A, 4h MeO OMe
I I
36 37 38
Schéma 29 : Synthése de I’iodure aromatique.
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L’acide 3,5-dihydroxybenzoique 36 est iodé a 1’aide de N-iodosuccinimide®® dans le

méthanol pour former le composé 37. Finalement, une méthylation[37]

en présence de
diméthylsulfate et de carbonate de potassium permet d’obtenir 1’iodure aromatique 38

souhaité.

3. Couplage de Sonogashira

Le couplage de Sonogashira entre 1’iodure 38 et les différents alcynes vrais O-silylés 29 a 35
s’effectue dans les conditions classiques, a savoir en présence de PdCIly(PPh;), et de Cul

permettant de générer le Pd(0) et de la triéthylamine comme solvant et réactif
(schéma 30).[34]

MeO O
MeO O
+ \(CH )/OTBS Pdclz(PPh3)2, Cul MeO OMe
2/n-2 EtsN, A, 24h
MeO OMe 3 ||
OTBS
I (CH) 2
38 29:n=10 39 :n =10 (67%)
30:n=11 40 : n =11 (84%)
31:n=12 41 :n =12 (86%)
32:n=13 42 :n =13 (66%)
33:n=14 43 :n =14 (65%)
34 :n=16 (48h) 44 :n =16 (75%)
35:n =18 (48h) 45 :n =18 (77%)

Schéma 30 : Couplage de Sonogashira.

Les différents produits de couplage (39 a 45) sont obtenus avec des rendements trés corrects
(65-86%). Nous pouvons remarquer que le temps de réaction est fonction de la longueur de la
chaine. En effet, le temps de réaction passe de 24 a 48 heures pour les chaines a 16 et 18

atomes de carbone, sans perte de rendement.

A partir de ces différents produits de couplage, les aldéhydes correspondants, nécessaires au
couplage de Wadsworth-Emmons, vont étre synthétisés.
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B. Formation du noyau du resvératrol : Couplage de Wadsworth-
Emmons

La réaction de Wadsworth-Emmons va nous permettre de former plusieurs séries de RFA

diversement substitués.

1. Synthése des aldéhydes

Les aldéhydes portant différentes longueurs de chaine sont obtenus en quatre étapes a partir

des produits de couplage issus de la réaction de Sonogashira (schéma 31).

MeO. O OH H._O
H,, Pd/C 10% LiAH,, THF TPAP, NMO
o CH,Cl,, ta
EtOH, ta, 20h 100 ome 2C " meo OMe ~ 4pZ " MeO OMe
(CHp)OTBS (CHYFOTBS (CH7OTBS
46 :n = 10 (90%) 53 n = 10 (95%) 60 : n = 10 (84%)
47 *n =11 (98%) 54 n =11 (96%) 61 n =11 (85%)
48+ n = 12 (93%) 55 n = 12 (99%) 62 -1 =12 (92%)

:n =13 (91%)
:n =14 (92%)
:n =16 (91%)
:n =18 (90%)

:n =13 (96%)
1 n =14 (92%)
:n =16 (98%)
:n =18 (99%)

:n =13 (94%)
:n =14 (85%)
:n =16 (81%)
:n =18 (88%)

Schéma 31 : Formation des différents aldéhydes.

Les composés 39 a 45 sont dans un premier temps soumis a une hydrogénation catalytique en
présence de palladium sur charbon 10%. Les produits ainsi formés sont réduits a I’aide de
I’hydrure mixte de lithium et d’aluminium pour former les alcools benzyliques correspondants

53 a 59 de facon quasi quantitative. Pour finir, une oxydation de Ley[38]

permet d’aboutir aux
différents aldéhydes souhaités 60 a 66 avec des rendements variants de 71 a 85% sur quatre

étapes.

2. Synthese des différents phosphonates

Des phosphonates diversement substitués ont ét¢ synthétisés afin d’obtenir plusieurs séries de
RFA.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la synthése de phosphonates
méthoxylés et polyméthoxylés. Les RFA formés a partir de ces derniers seront, soit testés

biologiquement sous forme méthoxylée, soit entierement déprotégés puis testés.
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Dans un second temps, nous avons entrepris la synthése de phosphonates substitués par
d’autres groupements protecteurs, afin d’aboutir a des RFA méthoxylés sur un cycle et

hydroxylés sur 1’autre aprés déprotection (schéma 32).

OMe
O (CH,),,OH
O X OMe
HO

R n=104a18
R=HouOH

Schéma 32 : RFA hydroxylé(s) et méthoxylé(s).

2.1 Phosphonates mono- et diméthoxylés

2.1.1 A partir du bromure benzylique

En premier lieu, les phosponates mono- et diméthoxylés ont été formés in situ, au cours de la
réaction de Wadsworth-Emmons, a partir des bromures benzyliques correspondants dans le
triéthylphosphite a reflux. Ces derniers sont obtenus par réaction du tribromure de
phosphorew sur les alcools benzyliques correspondants commerciaux en solution dans le

dichlorométhane (schéma 33).

OH Br

| X PBr3, CH2C|2 | X

R 0°C— ta R

4h

OMe OMe
67:R=H 70 : R = H (94%)
68 : R = 2-OMe 71: R =2-OMe (nd)
69 : R = 3-OMe 72 : R = 3-OMe (nd)

(nd = non déterminé)
Schéma 33 : Formation des bromures benzyliques mono- et diméthoxylés.

Le bromure 4-méthoxybenzylique 70 est obtenu avec un rendement trés satisfaisant de 94%.
Les bromures 2,4-diméthoxybenzylique 71 et 3,4-diméthoxybenzylique 72 n’ont pas pu étre
isolés dans la mesure ou ils sont trés réactifs et par conséquent, rapidement dégradés.

Aussi, nous avons envisagé une nouvelle stratégie de synthese.
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2.1.2 A partir de I’alcool benzylique en une étape

Cette nouvelle stratégie consiste a former les différents phosphonates mono- et diméthoxylés,

en une seule étape, toujours a partir des alcools benzyliques correspondants (schéma 34).[39]

o)
OH pcOF!
“OEt
| A P(OEt)3, I, | A
AR 0°C —= 150°C R
5h
OMe OMe
67:R=H 73R = H (80%)
68 : R = 2-OMe 74 R = 2-OMe (75%)
69 : R = 3-OMe 75 : R = 3-OMe (78%)

Schéma 34 : Formation des phosphonates méthoxylés en une étape.
Les alcools benzyliques méthoxylés 67 a 69 sont mis en présence d’iode et de

triéthylphosphite a 150°C pour former les phosphonates souhaités (73 a 75) avec des

rendements avoisinants les 80%.

2.2 Phosphonates silylés

Le phosphonate silylé 80 est obtenu en quatre étapes a partir de 1’alcool 4-hydroxybenzylique

commercial 76 (schéma 35).

OH OTBDMS OH
TBDMSCI, Imid. AcCl, MeOH
DMF, ta, 24h 0°C—ta, 1h
95% 82%
OH OTBDMS OTBDMS
76 77 78
B p
r ~
I OEt
OEt
PBrs, CH2C|2 P(OEt)3
0°C—ta, 1h 120°C, 6h
0 uantitatif
75% OTBDMS q OTBDMS
79 80

Schéma 35 : Formation du phosphonate silylé.
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L’alcool 4-hydroxybenzylique est silylé a 1’aide de chlorure de tert-butyldiméthylsilyle[4°] et

d’imidazole dans le diméthylformamide, puis déprotégé sélectivement en présence de
chlorure d’acétyle dans le méthanol pour former I’alcool benzylique 78. La bromination™
de ce dernier avec PBrj, suivie de la phosphonation conduisent au phosphonate silylé 80

souhaité avec un rendement global de 56%.

La formation du phosphonate (voir § 2.1) en une étape a partir de 1’alcool benzylique 78 en
présence de triéthylphosphite et de diiode n’a pas abouti.

Le couplage de Wadsworth-Emmons avec le phosphonate silylé 80 n’a pas été concluant. Ces
résultats seront discutés dans le paragraphe suivant (§ 3). Nous avons donc synthétisé des

phosphonates portant un groupement protecteur différent.

2.3 Phosphonates méthoxyméthyl étherés

Notre choix s’est donc porté sur la synthése de phosphonates méthoxyméthyl éthérés, dans la
mesure ou ce groupement protecteur semble stable dans les conditions utilisées lors du

couplage de Wadsworth-Emmons, a savoir des conditions basiques.

Les phosphonates mono- et diméthoxyméthyl éthérés sont formés respectivement a partir des

4-hydroxybenzaldéhyde et 3,4-dihydroxybenzaldéhyde commerciaux (schéma 36).

(6]
H f0) B/OEt
“OEt
K,CO3, MOMCI
Acétone L|AIH4 THF P(OEt)3 I

R ta 15 min— A, 3h 0°C—ta, 3h 0°C—150°C, 5h R

OH OMOM OMOM OMOM
81:R=H 83 : R = H (94%) 85: R = H (98%) 87 : R = H (65%)

82:R=OH 84 : R = OMOM (87%) 86 : R = OMOM (91%) 88 : R = OMOM (50%)

Schéma 36 : Formation des phosphonates méthoxyméthyl éthérés.

La ou les fonctions hydroxyles des benzaldéhydes sont protégées a I’aide de chlorure de
méthoxyméthyl éther en présence de carbonate de potassium dans I’acétone a reflux."? Apres
réduction des aldéhydes 83 et 84 avec de I’hydrure mixte de lithium et d’aluminium, la

phosphonation des composés 85 et 86, en présence de diiode et de triéthylphosphite[gg]

permet
d’obtenir les phosphonates 87 et 88 souhaités avec des rendements globaux satisfaisants de 60

et 40% respectivement.
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3. Couplage de Wadsworth-Emmons

Une réaction de Wadsworth-Emmons entre les différents phosphonates et aldéhydes, portant
la chaine w-hydroxylée, précédemment synthétisés, va permettre de former les différents RFA

souhaités (schéma 37).

o)
I OFt H O OMe
~
OFEt (CH,),,OH
X Base
| R ' Solvant, T° NS OMe
2 MeO OMe : | ¢
OR oTBS R,0
1 (CHY Rz R, =Me, MOM, OTBS

R, = H, OMe, OMOM

Schéma 37 : Formation des différents RFA par réaction de Wadsworth-Emmons.

Pour effectuer ce couplage de Wadsworth-Emmons, les conditions classiques ont été utilisées,

a savoir, le méthylate de sodium comme base et le diméthylformamide comme solvant.!

3.1 Formation des RFA méthoxylés
e RFA triméthoxylés

Dans le cas des RFA triméthoxylés, le phosphonate, nécessaire au couplage de Wadsworth-
Emmons, est formé in situ, en présence de triéthylphosphite a reflux, a partir du bromure 4-
méthoxybenzylique 67 (schéma 38). Le phosphonate ainsi formé réagit avec le méthylate de
sodium pour donner I’ylure correspondant qui va réagir avec les différents aldé¢hydes (60 a
66). Il se forme alors un intermédiaire réactionnel, un oxaphosphénate, qui par élimination de
I’oxyde de triéthylphosphite conduit a la formation du produit de couplage. Finalement une
désilylation de I’alcool primaire in situ en présence de HCl a 2M permet d’obtenir les RFA

triméthoxylés 89 a 95 désirés avec des rendements satisfaisants.
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Br H._O
1) P(OEt)3, 120°C, 6h (CH,),OH
2) NaOMe, DMF, 0°C, 1h
* N OMe
3) 60 - 66, DMF
MeO OMe 0°C— ta. 1h
OMe _OTBS  4) 100°C, 1h Meo
(CH1 5) HCI 2N, ta, 17h
67 60:n=10 89 : n =10 (65%)
6l:n=11 90 : n =11 (81%)
62:n=12 91:n =12 (75%)
63:n=13 92 : n =13 (82%)
64:n=14 93:n =14 (70%)
65:n=16 94 :n =16 (60%)
66:n=18 95 : n =18 (79%)

Schéma 38 : Formation des RFA triméthoxylés.

Les variations de rendements observées, sont essentiecllement dues a une dégradation du
bromure benzylique 67, sensible, au cours du temps.
Les rendements obtenus en utilisant directement le phosphonate 73 avoisinent également les

80% pour toutes les longueurs de chaine.

e RFA tétraméthoxylés

Les RFA tétraméthoxylés sont obtenus a partir des phosphonates diméthoxylés 74 et 75 et des

différents aldéhydes (60 a 66) (schéma 39). Les conditions réactionnelles sont identiques a

celles précédemment utilisées pour la syntheése des RFA triméthoxylés.

|I OEt OMe
1) NaOMe, DMF, 0°C, 1h
2) 60 - 66, DMF (CHz),OH
0°C—ta, 1h
' X
X
R 3) 100°C, 1h » OMe
4) HCI 2N, ta, 17h X
OTBS MeO™
(CHo)m1
74 :R=2-OMe 60 :n =10 R=3-OMe 96:n =10 (43%)
75 : R =3-OMe 62:n=12 97 : n =12 (55%)
64:n=14 98 : n = 14 (34%)
65:n=16 99 : n = 16 (63%)
66 :n =18 100 : n = 18 (30%)
R=2-OMe 101:n = 12 (60%)

Schéma 39 : Formation des RFA tétraméthoxylés.
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Les différents RFA tétraméthoxylés 96 a 101 sont obtenus avec des rendements variables (30
a 63%). Nous avons donc tenté d’optimiser cette réaction et ce, en modifiant les conditions

réactionnelles, et plus particuliérement la nature de la base (schéma 40).

0]
lg:OEt H o OMe
OEt (CH,)1,0TBS
. Base [ O oM
OMe MeO OMe Solvant, T° O ©
OMe oTBS MeO
(CH2)11 OMe
69 62 102

Schéma 40 : Optimisation du couplage de Wadsworth-Emmons.

Nous avons testé deux bases différentes, le tert-butanolate de potassium[e] et ’hydrure de
sodium™ (tableau 1).

Entrée Base Solvant Température (°C) / Produit 102 (%)
temps (h)
1 t-BuOK THF 67°C / 24h non formé
2 NaH THF 50°C/ 6h 70%

Tableau 1 : Conditions réactionnelles employées.

En présence de tert-butanolate de potassium dans le THF a reflux pendant 24h, aucun produit
de couplage 102 n’est observé. L’aldéhyde de départ est entiérement récupéré.

Par contre, avec de I’hydrure de sodium, qui est une base plus forte, aprés 6h de réaction a
50°C, le composé désiré est formé avec un rendement de 70%.

Une étape supplémentaire de déprotection a I’aide de fluorure de tétrabutylammonium est

nécessaire afin d’obtenir le RFA12 tétraméthoxylé souhaité.
En ce qui concerne la synthése des RFA triméthoxylés, les rendements obtenus sont

comparables a ceux obtenus avec le méthanolate de sodium comme base et le

diméthylformamide comme solvant.
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3.2 Formation des dérivés méthoxylés du resvératrol

Les dérivés méthoxylés du resvératrol ont également été synthétisés (schéma 41). Ces dérivés
serviront de controle au cours des différents tests biologiques. Ils seront soumis aux mémes
tests que les différents RFA méthoxylés synthétisés et permettront ainsi d’évaluer la réelle

efficacité de la chaine w-hydroxylée présente sur nos composés.

0]
I_OEt
p< H._O . OMe
OEt 1) NaOMe, DMF, 0°C, 1h
2) 101, DMF
X 0°C—ta, 1h
| Sr NN OMe
% 3) 100°C, 1h |
MeO OMe -
4 ta, 1h N
OMe MeO R
67:R=H 103 104 : R =H (77%)
68 : R = 2-OMe 105 : R = 2-OMe (57%)
69 : R = 3-OMe 106 : R = 3-OMe (80%)

Schéma 41 : Formation des dérivés méthoxylés du resvératrol.

Les composés 104 a 106 ont été obtenus avec des rendements satisfaisants, a partir du
3,5-diméthoxybenzaldéhyde commercial 103 et des différents phosphonates précédemment
synthétisés.[4]

Nous pouvons remarquer que la formation du dérivé tétraméthoxylé du resvératrol 106, en
présence de méthanolate de sodium, s’effectue efficacement en comparaison aux dérivés
tétraméthoxylés 96 a 100 portant une chaine w-alcanol. Ces observations tendent donc en

faveur d’une instabilité relative des composés 96 a 100 formés, dans le milieu réactionnel.

3.3 Autres dérivés des RFA
La série de RFA, hydroxylée(s) sur un des cycles aromatiques et méthoxylée(s) sur 1’autre

(schéma 42), a été synthétisée avec une seule longueur de chaine, a savoir celle a douze

atomes de carbone. Les premiers résultats biologiques ont en effet, montré une activité plus
importante pour cette dernicre.

OMe
O (CH,)1,0H
O X OMe
HO

R R =H ou OH
Schéma 42 : RFA hydroxylé(s) et méthoxylé(s).
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e RFA méthoxylés et silylés

La réaction de couplage entre le benzaldéhyde 62 et le phosphonate silylé 80 n’a pas donné

les résultats escomptés (schéma 43).

0
\_OEt
IB\OEt H O 1) NaOMe, DMF, 0°C, 1h OMe
2) 62, DMF (CH2)120H
. 0°C— ta, 1h o O
3) 100°C, 1h OMe
J MeO O'V'eo o WHCI2Nta,3n o O
B B
(CHLT1 20%
80 62 107

Schéma 43 : Couplage de Wadsworth-Emmons avec le phosphonate silylé.

Le produit de couplage 107 est obtenu avec seulement 20% de rendement. Avant hydrolyse
acide, le benzaldéhyde 62 de départ que nous pensions entiérement consommé, a tout
simplement été déprotégé (80%).

Lorsque le méthanolate de sodium est remplacé par I’hydrure de sodium, les rendements
obtenus ne sont guere plus satisfaisants (32%).

Une grande partie du phosphonate doit étre déprotégée par la base et la forte température,

engendrant ainsi sa dégradation et par conséquent rendant le couplage impossible.

e RFA méthoxylés et méthoxyméthyl éthérés

Le couplage de Wadsworth-Emmons entre les phosphonates méthoxyméthyl éthérés 87 et 88

et ’aldéhyde portant douze atomes de carbone sur la chaine latérale 62 est effectu¢é comme

précédemment (schéma 44).

0
’I:'J<OE'[ H o A OMe
1) NaOMe, DMF, 0°C, 1
OFt 23 62 DME (CH2)120H
. 0°C—ta, 1h “ O e
3) 100°C, 1h
R MeO OMe 4) HCI 2N, ta, 17h MOMO O
OMOM _OTBS
(CHR)11 R
87:R=H 62 108 : R = H (71%)
88 : R = OMOM 109 : R = OMOM (55%)

Schéma 44 : Couplage de Wadsworth-Emmons avec les phosphonates
méthoxyméthyl éthérés.
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Les composés 108 et 109 sont obtenus avec des rendements corrects. Une simple étape de
déprotection en présence de para-toluénesulfonate de pyridinium[ll] dans le méthanol a reflux
pendant 8h permet de former, de fagon quantitative, les RFA 110 et 111 désirés (schéma 45).

OMe OMe
(CHy),,0H (CH3)120H
S O om PPTS, MeOH X O ome
O e reflux, 8h O
MOMO HO
R R
108:R=H 110 : R = H (95%)
109 : R = OMOM 111 : R = OH (93%)

Schéma 45 : Déprotection des RFA méthoxyméthyl éthérés.

4. Déprotection des différents RFA méthoxylés

Les RFA triméthoxylés et tétraméthoxylés ont été synthétisés afin de disposer de composés
plus lipophiles et donc plus susceptibles d’atteindre le cerveau. Cependant, le potentiel de nos
composés entierement déprotégés, avec la structure originelle du resvératrol (fonctions
hydroxyles libres), sera également évalué. Par ailleurs, afin de déterminer la capacité anti-
oxydante de nos composés, la présence des groupements hydroxyles libres semble
indispensable.

Dans la littérature®* > % le resvératrol est généralement obtenu par déprotection du resvératrol

méthoxylé a 1’aide de tribromure de bore (BBr3) dans le dichlorométhane. Ainsi, nous avons

choisi ce réactif pour effectuer la déprotection de nos composés.

4.1 Déprotection des RFA triméthoxylés

En premier lieu, nous avons réalis¢ la déprotection du resvératrol méthoxylé 102 afin
d’obtenir le resvératrol (112) (schéma 46).

OMe OH
BBr; 1M / CH,CI
N O oMo ° 2 N O oH
O -78°C— ta, 2h O
MeO 76% HO
104 112

Schéma 46 ; Formation du resvératrol.
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Pour ce faire, nous avons utilisé une solution commerciale de tribromure de bore a 1M dans le
dichlorométhane. Au bout de deux heures de réaction a température ambiante le resvératrol

est obtenu avec 76% de rendement.

Aussi, afin de déprotéger les RFA triméthoxylés, nous avons tout d’abord utilisé une solution
commerciale de tribromure de bore a 1M dans le dichlorométhane. Cependant, malgré
différentes tentatives, nous avons toujours obtenu un mélange de produits partiellement ou
entierement déprotégés difficilement séparable.

Les différences observées entre les RFA triméthoxylés et le resvératrol méthoxylé suggérent

que la présence de la chalne w-alcanol influe sur la réactivité.

Nous avons donc remplacé la solution de tribromure de bore par du tribromure de bore pur.
Différentes conditions réactionnelles ont été testées avant de trouver des conditions optimales
(schéma 47).

OMe
(CH,),,0H
o O BBr, CH,Cl,

OH
O (CHy),,0H
™
O OMe O OH
T°, temps
MeO HO

91 115: RFA12
Schéma 47 : Déprotection du RFA12 triméthoxylé.

Cette réaction a été effectuée dans diverses conditions réactionnelles représentées dans le

tableau ci-dessous (tableau 2).

Entrée Equivalents Température Tc?mpg de Observations
de BBr3 réaction
1 6 ¢q. de -78°C a t.a. 3h Produit de départ +
4 produits
2 9 ¢q. de -78°C a t.a. 3h 4 produits
3 15 €q. de -78°C a t.a. 2h 115 + dimére
. 0 A (O Produit de départ +
4 15¢q. De -78°C a 0°C 2h 115 + dimere

Tableau 2 : Conditions réactionnelles utilisées.

Dans un premier temps, nous avons utilis¢ six équivalents de tribromure de bore (entrée 1).
Au bout de trois heures de réaction a température ambiante, il reste du produit de départ et il y
a formation de quatre produits plus polaires que le produit de départ. Le composé le plus

polaire a été isolé¢ et correspond a la formation d’un dimére. Les trois autres composés,
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récupérés sous forme de mélanges, correspondent aux composés comportant respectivement

deux, un et aucun (RFA) groupements méthoxy.

En augmentant le nombre d’équivalents de tribromure de bore a neuf (entrée 2), tout le
produit de départ est consommé. Cependant, nous obtenons toujours un mélange de produits.
Cependant avec quinze équivalents et deux heures de réaction (entrée 3), nous n’observons
plus que la formation du produit souhaité, le RFA12 115 ainsi que du dimere, dans un rapport
1: 1. Nous avons remarqué, qu’en réalisant cette méme réaction en milieu plus dilué nous

pouvions atteindre un rapport RFA/dimére de 1’ordre de 9 : 4.

Afin de limiter, voire d’empécher la formation du dimére, nous avons abaissé la température
a 0°C (entrée 4). Dans ces conditions, tout le produit de départ n’est pas encore consommeé

alors que le dimeére est déja formé.

Les différents RFA triméthoxylés sont donc déprotégés selon les conditions réactionnelles

décrites entrée 3 (schéma 48).

OMe OH
(CH,),,OH (CH,),,OH
15 éq. BBr3, CH,CI
O -78°C— ta, 2h O
MeO HO
89:n=10 113 : n = 10 (76%)
90:n=11 114 : n = 11 (46%)
91:n=12 115 : n = 12 (54%)
92:n=13 116 : n = 13 (63%)
93:n=14 117 : n = 14 (53%)
94:n=16 118 :n =16 (74%)

Schéma 48 : Formation des RFA.

Les RFA 113 a 118 sont obtenus avec des rendements variables de 46% a 76%. Par ailleurs,
afin d’obtenir les RFA avec une pureté satisfaisante, plusieurs purifications successives sur

gel de silice sont nécessaires.
La purification par recristallisation n’a pu étre envisagée dans la mesure ou nous avons

travaillé avec des quantités de I’ordre de la dizaine de milligramme. A plus grande échelle

cette possibilité pourrait étre envisageable.
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4.2 Deéprotection des RFA tétraméthoxylés

Les conditions de déprotection, mises au point pour les RFA triméthoxylés, ont été utilisées

pour les dérivés tétraméthoxylés (schéma 49).

OMe OH
O (CH),OH (CH,),OH
15 éq. BBr3, CH,Cl, O
N
N OMe OH
-78°C — ta, 2h
MeO HO
OMe OH
n=10a18
96 - 100 119 - 123

Schéma 49 : Déprotection des RFA tétraméthoxylés.

Malgré plusieurs tentatives, nous n’avons pas réussi a obtenir les composés 119 a 123
souhaités. La chromatographie sur couche mince révélait une tache treés diffuse. Lors du dépot
du brut sur colonne de silice, toute la colonne se colore en orange, ce qui nous laisse penser a
une dégradation. Apres purification sur gel de silice, nous obtenons un mélange de composés,

partiellement déprotégés et totalement déprotégés, inséparables.

Nous avons donc envisagé d’utiliser de I’iodure de triméthylsilyle™®® (TMSI), connu pour
étre un trés bon agent de clivage des liaisons éthers. A nouveau, la réaction n’a pas abouti,
que ce soit en utilisant directement de 1’iodure de triméthylsilyle ou en le formant in situ a

partir de chlorure de triméthylsilyle et d’iodure de sodium.*4

Une fagon de pallier ce probléme, serait I’utilisation d’un groupement protecteur de la
fonction hydroxyle se clivant par un autre réactif que le tribromure de bore et de préférence
dans des conditions relativement douces. Cette alternative sera développée dans le chapitre

suivant.
Par ailleurs, 1’organisme humain regorge d’enzymes, des déméthylases, notamment capables

de déméthyler des composés. Une déprotection naturelle de nos produits aprés administration

pourrait donc étre envisagée.
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V1. Récapitulatif

Nous avons synthétisé cinq séries d’alcools gras resvératroliques diversement substitués par
plusieurs groupements méthoxy et différentes longueurs de chaine w-alcanol (schéma 50).

O (CHZ)n O (CHZ)n O (CHZ)n
C O N owe Oy o
HO MeO MeO

OMe
RFA : 113 a118 3,4'5-MRFA : 89 a 95 3,3',4'5-MRFA : 96 a 100

n=104a18

OMe

OMe O (CH2)1/2 ‘ (CH2)12
O x OMe O x OMe
MeO HO

R

2',3,4',5-MRFA12 : 101 R=H 3,5-MRFA12: 110
R=0H 3'-OH-3,5-MRFA12: 111

Schéma 50 : Structure des différents RFA synthétisés.

Les différentes longueurs de chaine ont été greffées de manicre efficace par un couplage de
Sonogashira. La formation de la double liaison de configuration exclusivement trans,
permettant d’accéder au noyau du resvératrol, quant a elle, a été obtenue par la réaction de
Wadsworth-Emmons. Les RFA diversement méthoxylés ont €té obtenus avec des rendements

globaux satisfaisants variant de 27 a 48% sur 9 étapes.

La déprotection des RFA triméthoxylés permettant d’aboutir aux RFA 113 a 118 s’effectue
avec des rendements trés variables (46 a 76%). Par ailleurs, leur purification est relativement
laborieuse. En ce qui concerne la formation des RFA tétrahydroxylés, leur isolement s’est
avéré impossible jusqu’a présent. Une fagon de contourner cette difficulté serait 1’utilisation
d’autres groupements protecteurs de la fonction hydroxyle, se clivant dans des conditions

réactionnelles douces et ne nécessitant pas I’emploi de tribromure de bore.
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Chapitre Il : Nouvelle voie de synthése des RFA

. Introduction

Les tests biologiques ont permis de montrer que les composés les plus actifs comportaient une
longue chaine hydrocarbonée de 10 et 12 atomes de carbone ainsi que des fonctions
hydroxyles libres. En effet, les molécules 113 et 115 (schéma 1), permettent d’induire la
différenciation des cellules souches neurales tout en modulant 1’activation microgliale. Les
analogues triméthoxylés des RFA présentent une activité largement plus faible avec
cependant une activité plus importante pour le dérivé 89 comportant 12 atomes de carbone sur
la chaine latérale. Ces résultats confirment que la longueur de la chaine w-alcanol est

déterminante pour 1’activité biologique. Ils seront discutés dans le chapitre suivant

(chapitre III).
OH OMe
G SO
\ OH X

O O OMe
HO MeO

113 (RFA10) : n = 10 89 (3,4',5-MRFA12)
115 (RFA12) : n = 12

Schéma 1 : Composés trisubstitués.

Par ailleurs, les dérivés tétraméthoxylés des RFA sont plus actifs que leurs homologues
triméthoxylés. A nouveau l’activité maximale au sein de cette série est retrouvée pour les

longueurs de chaine a 10 et 12 atomes de carbone (schéma 2).

OMe OH
O (CH,),,OH O (CH,),OH
O A OMe O X OH
MeO HO

OMe OH
94 (3,3',4',5-MRFA10) : n =10 119 (3'-OHRFA10) : n =10
95 (3,3',4',5-MRFA12) : n =12 120 (3'-OHRFA12) :n =12

Schéma 2 : Composés tétrasubstitués.

Le potentiel des molécules tétrahydroxylées 119 et 120 n’a pu étre évalué dans la mesure ou
nous n’avons pas réussi a les isoler. Les résultats biologiques trés intéressants obtenus avec
les RFA10 et RFAI12 (trihydroxylés), nous Ilaissent penser que leurs analogues

tétrahydroxylés pourraient avoir des activités biologiques aussi, voire plus prometteuses.

Aussi, I’¢laboration d’une nouvelle stratégie de synthese, permettant d’accéder aux dérivés
enticrement hydroxylés des RFA, semble essentielle.
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1. Objectifs

Cette nouvelle voie de synthése doit nous permettre d’obtenir les différents RFA

polyhydroxylés (schéma 3).

OH
(CH,),OH
| NN OH
X
HO R
R =H, OH
n=10et 12

Schéma 3 : Structure des RFA polyhydroxylés.

L’¢étape limitante de la premicre voie de synthése est la déméthylation des RFA méthoxylés,
et plus particulierement des RFA tétraméthoxylés. Ainsi, notre approche va s’articuler autour
de I'utilisation d’un groupement protecteur différent des fonctions hydroxyles. Celui-ci doit
étre facilement clivable et ce, dans des conditions réactionnelles relativement douces afin

d’éviter toute réaction secondaire parasite.

Notre choix s’est ainsi porté sur la fonction acétate, qui est aisément clivée en milieu
basique.m Cependant, la présence des groupements acétates nous contraint a utiliser une autre
méthode de formation de la double liaison carbone-carbone de configuration trans. En effet,
le groupement acétate n’est pas compatible avec les conditions réactionnelles, notamment
basiques, du couplage de Wadsworth-Emmons.

Un autre moyen efficace de former la double liaison trans des stilbénes comme le resvératrol,
est le couplage de Heck.” ¥ En outre, il a été démontré que la réaction était favorisée en
présence de fonctions acétates.”

Nous avons donc opté pour le couplage de Heck afin de former la double liaison. Le greffage
de la chaine latérale s’effectuera comme précédemment, par le couplage de Sonogashira.

A la vue des résultats biologiques, cette nouvelle synthése ne sera effectuée que pour les

composés portant une chaine a 10 et 12 atomes de carbone.
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I11. Voie de synthése choisie

A. Rappels bibliographiques

Au cours de cette derniére décennie, de nombreuses équipes de recherche se sont intéressées

[1,2,5]

au couplage de Heck pour la formation de différents stilbénes naturels et notamment du

resvératrol.

1.1 ont décrit la synthése du resvératrol par deux couplages successifs de

o Jeffery et a
Heck (one pot) (schéma 4).

1) Pd(dba),, KF, nBu,NCI

OMe
toluene, ta
' 2) retirer exces de CH,=CHSiMe3 . O
2 SiMes OMe
MeO

3) K,COs3, DMF, 70°C
OMe MeO

/@\ 72%
| OMe

Schéma 4 : Deux couplages de Heck successifs.

Le premier couplage entre ’iodure de 4-méthoxybenzéne et le triméthylsilyle vinylique
s’effectue en présence de fluorure de potassium, de chlorure de tétrabutylammonium et d’une
quantité catalytique de palladium bis(dibenzylidéneacétone) pour former le 4-méthoxystyrene.
L’excés de triméthylsilyle vinylique est éliminé avant de procéder au second couplage de
Heck entre le styréne formé précédemment et le 3,5-diméthoxy-iodobenzeéne pour aboutir au
stilbéne triméthoxylé avec 72% de rendement. Le systéme catalytique de ce deuxiéme
couplage est constitu¢ par le complexe de palladium et le chlorure de tétrabutylammonium
initialement présent dans le milieu réactionnel et par I’ajout d’une base, le carbonate de

potassium.

e En 2002, Guiso et al. ont décrit la synthése du resvératrol acétylé a I’aide d’un
couplage de Heck. Il s’effectue entre le 4-iodophénylacétate et le 3,5-diacétoxystyréne en

présence d’acétate de palladium, de triphénylphosphine et de trié¢thylamine (schéma 5).

OAc

OAcC
| Pd(OAc),, PPhy O
+ \
/©/ X NEt3, CH3CN OAc
AcO OAC 85°C, 17h
AcO

70%

Schéma 5 : Couplage de Heck.
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Le produit de couplage est obtenu de fagon stéréoselective avec un rendement de 70%.
Finalement, une simple déprotection des groupements acétates en milieu basique permet de

générer le resvératrol de fagon quantitative.

e Andrus et al® ont utilisé un couplage de Heck décarbonylant afin de synthétiser le
resvératrol (schéma 6). La formation de la double liaison carbone-carbone a lieu apres
¢limination d’une molécule de monoxyde de carbone.

Notre choix se portera sur ce couplage dans la mesure ou il s’opére entre le 4-acétoxystyréne
commercial et le chlorure d’acide 3,5-diacétoxybenzoique, obtenu aisément a partir de 1’acide

résorcylique peu onéreux.

OAc
OAc
/©/\ Pd(OAC),, L O
i N
ACO NEM, xyléne, 120°C O OAc
cloc OAc 73%
AcO
i-Pr cr i-Pr
/_\ +
- O
i-Pr i-Pr

Schéma 6 : Couplage de Heck décarbonylant.

La réaction s’effectue en présence d’acétate de palladium, d’un ligand, le chlorure de N,N-bis-
(2,6-diisopropyl)dihydroimidazolium et de N-éthylmorpholine (NEM) comme base dans le
xyléne a reflux. Le resvératrol acétylé est obtenu avec un rendement de 73%. Une

déprotection en milieu basique permet d’obtenir le resvératrol souhaité.

B. Voie de synthése

La stratégie employée afin de synthétiser les alcools gras resvératroliques entierement
hydroxylés repose sur deux étapes clé. D une part, un couplage de Sonogashira, comme dans
la premiére voie de synthése, permettant de greffer efficacement la chaine w-hydroxylée
protégée. D’autre part, un couplage de Heck décarbonylant formant la double liaison carbone-

carbone de configuration trans, donnant acces au noyau du resvératrol (schéma 7).
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OH
(CH,):OH QAe
(CH2),OGP
N p— Ty .
= OH %
| v AcO” cloc OAc
HO™ 7
R A B

111 et113:R = H
116 et 117 - R = 3-OH % GP = Ac,
n=10et 12 TBDMS

CO,Bn
NS COH : \(CH OGP
X H AcO OAc 2n-2
HO R
c I'p E
COLH
HO OH
S(CHYR2
HO OH
F G

Schéma 7 : Rétrosynthése des RFA polyhydroxylés.

Le couplage de Heck s’effectue entre les différents acétoxystyrénes A et les chlorures
d’acides benzoiques acétylés B portant différentes longueurs de chaine (n = 10 et 12). Le 4-
acétoxystyréne (R = H) est commercial. Les styrénes disubstitués sont obtenus en une seule
¢tape a partir des acides vinyliques hydroxylés correspondants C. Les chlorures d’acides
benzoiques sont obtenus par un couplage de Sonogashira[e] entre I’iodure aromatique D, issu
de I’acide résorcylique F commercial, et les alcynes vrais w-hydroxylés protégés E provenant

des diols correspondants G.

IV. Synthése du RFA10 et du RFA12

La nouvelle stratégie de synthése est basée principalement sur deux étapes. La premicre
consiste a greffer la chaine latérale sur un des cycles aromatiques par le biais d’un couplage
de Sonogashira. La deuxieme étape, quant a elle permet la formation de la double liaison

carbone-carbone du resvératrol par une réaction de Heck.”!

En premier lieu, nous allons détailler la synthése des alcynes vrais O-protégés et celle de

I’iodure aromatique nécessaires au couplage de Sonogashira.
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A. Couplage de Sonogashira

1. Synthése des alcynes vrais O-protegés

La synthéese des alcynes vrais O-silylés, décrite précédemment (Chapitre I, §V, A, 1), ne nous

a pas permis d’obtenir 1’alcyne O-acétylé désiré 125 (schéma 8).

HO\(CH )/OH HBr 48 %, A Br\(CH )/OH Ac,0, Pyridine
2’8 L7 6h 2’8 ta, 3h
9 70% 15 70%
By O // =—|j .H,NCH,CH,NH,, DMSO \(CH e
28 // 0°C—ta, 17h 2’8
124 125

Schéma 8 : Formation de 1’alcyne O-acétylé 125.

Nous avons donc envisagé de le synthétiser a partir de son homologue silylé¢ 29, malgré deux
étapes supplémentaires de protection-déprotection (schéma 9). La déprotection de I’alcyne O-
silylé 29 a I’aide d’une solution de fluorure de tétra-butylammonium a 1M dans le THF,

suivie de I’acétylation en présence de pyridine, permet d’obtenir ’alcyne 125 souhaité.

/OTBS TBAF lM, THF \ /OH AC2O, Pyndme \
(CH2)z ta, 2h (CH)g @ 5h

89% 93%
29 126 125

//

Ac

@)
(CHp)s

Schéma 9 : Formation de I’alcyne O-acétylé 125.

Malgré une étape supplémentaire de déprotection impliquée due a ’utilisation de 1’alcyne vrai

silylé, nous avons poursuivi la synthése avec les deux types d’alcynes.

2. Synthese de I’iodure aromatique

Dans un premier temps, nous avons tenté le couplage avec 1’iodure comportant la fonction
acide libre. En effet, il serait plus intéressant de conserver la fonction acide libre, puisqu’elle
est nécessaire a I’obtention du chlorure d’acide benzylique impliqué dans le couplage de Heck

décarbonylant.?!
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L’iodure aromatique 127 est obtenu en deux étapes a partir de 1’acide résorcylique

commercial 36 (schéma 10).

CO,H CO,H CO,H
NIS, MeOH AcCl, NEt,
HO OH 0°C— ta, 5h HO OH THF, 0°C—~1ta,24h  pcq OAc
92% | 98% !
36 37 127

Schéma 10 : Formation de I’iodure aromatique 127.

L’iodation de I’acide résorcylique 36 en présence de N-iodosuccinimide!”? dans le méthanol,
suivie de I’acétylation des deux fonctions phénols a 1’aide de chlorure d’acétyle et de

triéthylamine!®), permettent d’obtenir I’iodure 127 souhaité avec un rendement global de 90%.

Le couplage de Sonogashira, entre 1’iodure ainsi formé et I’alcyne vrai 31, a été effectué¢ dans

différentes conditions réactionnelles (schéma 11).

CO,H COzH
Pd, base
AN o) OTBS —
AcO OAc (CH2)10 Solvant, T AcO OAc
| I
127 31 128
OTBS
(CHL)g

Schéma 11 : Couplage de Sonogashira.

Les conditions réactionnelles testées sont représentées dans le tableau ci-dessous (tableau 1) :

. Complexe Température .
Entrée . Base Solvant Produit 128 (%)
de palladium, + Cul (°C) / Temps
[6] Produit de départ
1 PdCI,(PPh3),, Cul NEt; NEt; 80°C / 24h . ,
+dégradation
Produit de départ
[0 o
2 Pd(PPhj)4, Cul NEt; NEt; 80°C / 44h +dégradation
T Y o Produit de départ
3[L0] Pd(PPh;3)4 Pipéridine | Pipéridine 80°C / 48h +dégra dati(f)n
NEt;: THF / Produit de départ
(8l o
4 PdClz(PPh3)2, Cul NEt3 11 65°C /24h +dégradation

Tableau 1 : Conditions réactionnelles testées.
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Les différentes méthodes de couplage utilisées n’ont pas abouti. En effet, dans chacun des cas
la majorité du produit de départ n’a pas réagi et la chaine est dégradée.

Nous avons donc décidé de protéger la fonction acide par un groupement benzyle (schéma
12). Ce dernier pourra étre déprotégé au cours de la réaction d’hydrogénation nécessaire pour

aboutir a la chaine o-hydroxylée entiérement saturée.

L’iodure aromatique 130 nécessaire au couplage de Sonogashira est donc obtenu en trois

étapes a partir de I’acide résorcylique commercial 36.

COzH CO,H
NIS, MeOH 1) KHCO3, DMF, ta, 15 min
HO OH 0°C— ta, 5h HO OH 2) BnBr, 40°C, 5h30
92% i 85%
36 37
CO,Bn CO,Bn
KzCOg, ACZO
Acétone, ta, 2h
HO | OH 98% AcO | OAc
129 130

Schéma 12 : Formation de I’iodure aromatique.

Ce dernier est iodé en présence de N-iodosuccinimidel” dans le méthanol. La fonction acide
de I'iodure 37 ainsi formé est benzylé a I’aide d’hydrogénocarbonate de potassium et de
bromure de benzyle.[ll] Finalement, 1’acétylation des fonctions hydroxyles, par de I’anhydride

[12]

acétique en présence de carbonate de potassium dans I’acétone'™ ", permet d’aboutir a 1’iodure

aromatique 130 avec un rendement global satisfaisant de 77%.
3. Couplage de Sonogashira
Le couplage de Sonogashira entre 1’iodure aromatique benzylé 130 et les alcynes vrais O-

protégés 31 et 125 a été réalisé dans les mémes conditions que celles décrites dans le chapitre

précédent (schéma 13).[6]
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CO,Bn
CO,Bn
. \ o) OR PdCl,(PPhg),, Cul AcO OAc
AcO OAc (CHz)n2 EtsN, A, 6h I
|
OR
CHy)r.
130 31:R=TBS (CH2)ns
105 DAL 131: R = TBS etn = 12 (71%)
“etn :C10 132: R =Ac et n =10 (80%)

Schéma 13 : Couplage de Sonogashira.

Au bout de six heures de réaction, les produits de couplages 131 et 132 sont obtenus avec des
rendements treés satisfaisants. Cette réaction a également été effectuée avec 1’iodure
aromatique portant un ester méthylique au lieu du benzylique. Dans ces conditions, la réaction
n’aboutit qu’a un rendement de 55% au bout de 24 heures. Il semblerait donc, que la présence

de I’ester benzylique favorise la réaction de couplage.

B. Couplage de Heck

Le couplage de Heck décarbonylant[s] va nous permettre de former la double liaison carbone-
carbone de configuration trans afin d’aboutir au stilbéne désiré, le resvératrol. Pour ce faire, il
nous faut préalablement synthétiser les chlorures d’acides ainsi que les styrénes, nécessaires

au couplage.

1. Synthése des chlorures d’acides

Les chlorures d’acides utilisés pour le couplage de Heck sont obtenus selon le schéma

réactionnel suivant (schéma 14) :

CO,Bn
CO,H cocl
H,, Pd/C 10% SOCl,, DMF
AcO OAc s ano
” EtOH, ta, 24h AcO OAc ta 80°C, 3h ACO OAc
OR OR
oR (CHr (CHp)74
(CHp)R3

131:R=TBSetn=12 133: R=TBS etn =12 (88%) 135:R=TBS et n =12 (0%)
132:R=Acetn=10 134: R = Ac et n = 10 (92%) 136: R = Ac et n = 10 (99%)

Schéma 14 : Formation des chlorures d’acides.
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L’hydrogénation catalytique des produits de couplages 131 et 132 en présence de palladium

sur charbon a 10%1

, permet 1’obtention des composés 133 et 134 de maniére trés
satisfaisante. La chloration de la fonction acide a 1’aide de chlorure de thionyle[M] s’effectue
de fagon quantitative dans le cas ou le groupement R est un acétate (136). En revanche, le
chlorure d’acide 135 (R = TBS) n’a pas été obtenu. Cependant, nous avons observé la
formation du composé 137, due a la labilité du groupement tert-butyldiméthylsilyle dans les

conditions réactionnelles utilisées, avec un rendement de 90% (schéma 15).

CO,H cocl

SOCl,, DMF
ta— 80°C, 3h

AcO OAc

OTBS C
(CHoT (CHo)11

133 137
Schéma 15 : Formation du dérivé chloré 137.

AcO OAc
|

2. Formation des styrenes disubstitués

Le 4-acétoxystryréne 138, nécessaire a la formation du noyau du resvératrol est disponible
commercialement.

La synthese des styrénes diacétylés 141 et 142 a ét¢ décrite par Kunitsky et coll.l*®]

a partir
des acides hydroxycinnamiques correspondants 139 et 140 en une seule étape selon le schéma

réactionnel suivant (schéma 16) :

CO,H
ZN" 4
1) 10 mol% KOAc, DMF
| X Prostab 5415, 100-140°C | AN
= 2) Ac,0, 100-140°C — ta =
OH 80-90% OAc
139 : R = 2-OH 141 : R = 2-OH
140 : R = 3-OH 142 : R = 3-OH

Schéma 16 : Formation des styrénes disubstitués.

Les acides hydroxy-cinnamiques 139 et 140 sont en premier lieu décarboxylés en présence
d’une quantité catalytique d’acétate de potassium et de Prostab® 5415, un inhibiteur de
polymérisation, dans le diméthylformamide. Les styrénes correspondants ainsi formés sont
acétylés in situ a 1’aide d’anhydride acétique pour former les acétoxystyrénes 141 et 142

souhaités.
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Pour I’obtention des RFA tétrahydroxylés nous utiliserons cette méthode afin de synthétiser

les styrénes diacétylés nécessaires au couplage de Heck.

3. Couplage de Heck décarbonylant

Avant d’effectuer la réaction de Heck pour aboutir aux RFA, nous avons effectué¢ une réaction

test entre le chlorure d’acide 144 et le 4-acétoxystyréne 134 (schéma 17).

CO,H COClI
SOCl,, DMF
MeO OMe ta— 80°C, 3h MeO OMe
97%
143 144
OMe
= cocCl
Pd(OAc), NEM
+ ( )2’ AN O OMe
MeO OMe xylene,stzo/o C, 24h O
OAC o AcO
134 144 145

Schéma 17 : Couplage de Heck décarbonylant test.

Aprés obtention du chlorure d’acide 144 par réaction de chlorure de thionyle avec I’acide 3,5-
diméthoxybenzoique 143, le couplage entre le 4-acétoxystyréne 134 et le chlorure d’acide
ainsi formé s’effectue en présence d’acétate de palladium et de N-éthylmorpholine comme
base dans le xyléne a reflux. Le produit de couplage 145 est obtenu avec un rendement de
60% proche de celui de la littérature (75% au bout de dix-huit heures).

Andrus et al® ont montré qu’en remplagant les groupements méthoxy présents sur le chlorure
d’acide par des acétates, le temps de réaction passait de dix-huit a quatre heures, mais avec un
rendement légerement inférieur, de 63%.

Par ailleurs, ils ont récemment démontré™®

que I’utilisation de ligands de type carbéne avec
I’acétate de palladium, comme le chlorure de N,N-bis-(2,6-diisopropyl)dihydroimidazolium
(L), permettait d’augmenter ’efficacité de réactions de couplage comme la réaction de Heck
ou encore de Suzuki. En effet, 1’utilisation de ce ligand (L) permet d’obtenir le produit de

couplage avec un rendement de 73% au bout de quatre heures de réaction.
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Ainsi, afin de former le RFA10 acétylé nous avons utilisé les mémes conditions de couplage
que celles décrites précédemment, a savoir de 1’acétate de palladium (I) et de la N-
¢thylmorpholine dans le xyléne. La seule différence réside dans I'utilisation du ligand L, le

chlorure de N,N-bis-(2,6-diisopropyl)dihydroimidazolium (schéma 18).

OAc
Z cocl (CH,)100AC
Pd(OAc), L, NEM C|
. (OAc),, ~ .
ACO OAc xylene,ﬁj/o C, 4h O
OAc _OAc 0 AcO
(CH2)g -
134 136 i-Pr — i-Pr 146
+
L= NV/N
i-Pr i-Pr

Schéma 18 : Couplage de Heck décarbonylant

Au bout de quatre heures de réaction, le produit de couplage désiré¢ 146 est obtenu avec un
rendement de 43%. Ce résultat peut s’expliquer par une appréciation erronée de la quantité de
chlorure d’acide restante dans le milieu réactionnel. Cependant, ce premier résultat est
encourageant et suggere, qu’avec un temps de réaction plus long et une optimisation des

conditions réactionnelles, une amélioration significative du rendement pourrait étre obtenue.

4. Déprotection des dérivés acétylés

Nous avons opté pour des conditions réactionnelles relativement douces afin de limiter les

risques de dégradation.

Ainsi, notre choix s’est porté¢ sur I'utilisation de méthanolate de sodium dans un mélange
MeOH / THF : 1/ 1 a température ambiante (schéma 19).[1]

OMe OMe
S O NaOMe, MeOH / THF
OMe

gg
O ta, 30 min O OMe
AcO 91% HO

145 147

Schéma 19 : Déprotection du composé 145.
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La déprotection du RFA10 acétylé 146 a été effectuée selon le méme mode opératoire que
celui décrit plus haut (schéma 20).

OAc OH
O (CH3)100Ac O (CH2)100H
e, MeOH / THF
O N OAc =L t,a, an O N OH
AcO 55% HO
146 111: RFA10

Schéma 20 : Formation du RFA10.

Le RFA10 111 est formé avec un rendement de 55% aprés trois heures de réaction. Ce
rendement moyen peut s’expliquer par un temps de réaction trop long, engendrant des
phénoménes de dégradation. Ce temps semblait justifi¢ dans la mesure ou le suivi de la
réaction par CCM indiquait, au bout d’une heure de réaction, la présence de deux composés,
le RFA10 souhaité et un intermédiaire réactionnel partiellement déprotégé. Cependant, apres
trois heures, ce composé est toujours présent et un troisiéme produit apparait. Apres
purification, nous nous sommes rendus compte que ce composé n’était pas un RFA
partiellement déprotégé comme nous le pensions, mais un produit de dégradation,
représentant environ 5%. Le troisieme produit quant a lui est un dimere, également formé au

cours de la déprotection des RFA méthoxylés.

Ces résultats nous laissent penser qu’un temps de réaction plus court est suffisant pour aboutir

aux RFA avec des rendements largement supérieurs.

V. Conclusion

Cette voie de synthése des RFA, entiérement hydroxylés, (schéma 21) est caractérisée par
deux étapes clés.

OH
(CH,),OH
| NN OH
HO /\/R n=10et12
RFA:R=H

2'-OHRFA : R =2"-OH
3'-OHRFA : R = 3'-OH

Schéma 21 : Structure des RFA entié¢rement hydroxylés.
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La premiére étape consiste a greffer la chaine w-alcanol par le couplage de Sonogashira et la
seconde a former la double liaison carbone-carbone de configuration trans par un couplage de
Heck décarbonylant, permettant 1’obtention du noyau des stilbénes.

L’avantage de cette synthése par rapport a la précédente décrite dans le chapitre I, est qu’elle

comporte deux étapes en moins.

A ce jour, cette synthése a pu étre optimisée jusqu’a I’obtention du chlorure d’acide portant la
chaine w-hydroxylée protégée, nécessaire au couplage de Heck. Celui-ci a été obtenu avec un
rendement de 56% sur six étapes. Les conditions réactionnelles optimales pour les deux
dernicéres étapes de cette nouvelle voie de synthése, a savoir le couplage de Heck et la
déprotection, n’ont pas encore été déterminées par manque de temps.

Ces résultats préliminaires ont permis d’obtenir le RFA10 111 avec un rendement de 13% sur
huit étapes. Par la premicre voie de syntheése le RFA10 a été obtenu avec un rendement de
20% sur dix étapes. L’optimisation des deux derniéres étapes devrait nous permettre
d’augmenter ce rendement de fagon significative et par la suite nous donner accés aux dérivés
tétrahydroxylés que nous n’avons pas réussi a obtenir par la premicre stratégie de synthése.
Les RFA tétrahydroxylé, 2’-OHRFA et 3’-OHRFA (schéma 21) sont susceptibles de
présenter une activité biologique aussi, voire plus intéressante, que celle observée pour les
RFA.
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I. Introduction

Les maladies du systéme nerveux central comme la maladie d’Alzheimer et la sclérose en
plaques, sont principalement caractérisées par la perte fonctionnelle d’un type cellulaire

nerveux donné.

Ces dernic¢res années, une approche thérapeutique consistant a combattre directement cette
dégénérescence neurale s’est développée avec la découverte de la présence de cellules
souches dans le cerveau adulte, les cellules souches neurales. Ces cellules sont capables de
régénérer les différents types cellulaires du systéme nerveux central. Les facteurs
neurotrophiques, des protéines endogenes, permettent d’induire la différenciation des cellules

souches neurales en cellules nerveuses (neurones, astrocytes, oligodendrocytes).

Par ailleurs, les maladies neurologiques sont trés souvent accompagnées de phénomeénes
immunitaires et inflammatoires. Ainsi, il parait également essentiel de protéger les différentes
cellules du systéme nerveux de ces phénomenes.

Le systéme immunitaire du cerveau est en partie représenté par les microgliocytes formant la
microglie. Les microgliocytes possédent les caractéristiques morphologiques,
immunologiques et fonctionnelles qui permettent de les apparenter a la lignée des monocytes-
macrophages. Elles sont par conséquent capables de phagocyter. La microglie joue donc un
role dans la régulation des processus inflammatoires non spécifiques et dans les réponses
immunitaires spécifiques du SNC."™"

Les phénomeénes inflammatoires sont également étroitement liés au stress oxydant que

peuvent subir les cellules.

Aussi, une approche thérapeutique intéressante et innovante consiste & combiner les aspects
de régénération nerveuse et de neuroprotection. L’utilisation de composés mimant les
activités des facteurs neurotrophiques tout en réduisant les phénoménes inflammatoires en
modulant 1’activation microgliale et en réduisant le stress oxydant serait innovante et semble
trés prometteuse pour le traitement des diverses neuropathologies dégénératives.

Nous avons ainsi synthétisé plusieurs séries de molécules hybrides, les Resveratrol Fatty
Alcohols (RFA) combinant 1’activité neurotrophique d’une chaine m-alcanol et I’effet

neuroprotecteur d’un noyau de type resvératrol.

La capacité¢ des différents RFA a moduler I’activation microgliale tout en protégeant les
cellules nerveuses contre le stress oxydant ainsi que leur capacité a générer des cellules
nerveuses fonctionnelles & partir de cellules souches neurales adultes, seront discutées dans

cette partie.
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II. Projet d’étude

L’étude biologique de nos composés s’articule principalement autour de quatre axes :

A. Etudes des capacités anti-oxydantes des RFA

Les maladies du systéme nerveux central sont étroitement liées au stress oxydant. Le stress
oxydant est défini comme une surproduction d’especes oxygénées actives (EOA) telles que
les radicaux hydroxyle, monoxyde d’azote et peroxynitrite. Ces espeéces sont constamment
produites dans I’ensemble de l’organisme. Leur production peut étre controlée par des
systémes de défense composés principalement d’enzymes (glutathion peroxydase,...) et de
molécules anti-oxydantes (vitamines, flavonoides, ...). Les EOA se sont avérées étre
impliquées dans les mécanismes de mort cellulaire et des processus inflammatoires observés
au cours des neuropathies dégénératives.

L’implication du stress oxydant dans les différentes pathologies dégénératives du cerveau
nous a conduit a synthétiser les RFA contenant le noyau du resvératrol connu pour son
activité anti-oxydante et anti-inflammatoire.

Les tests d’anti-oxydation mis en ceuvre ont permis de mettre en évidence un pouvoir

neuroprotecteur potentiel des différents RFA in vivo.

B. Effets des différents RFA au cours de I’activation microgliale

Les différentes séries de RFA synthétisées seront testées afin de déterminer leurs effets sur

I’activation microgliale ainsi que leur potentiel anti-inflammatoire.

Les études biologiques in vivo sur la microglie sont difficiles a mettre en ceuvre du fait de la
complexité cellulaire du tissu nerveux empéchant le controle des différentes conditions
expérimentales. Les travaux effectués au sein du Laboratoire de NeuroBiologie de
I’Université du Luxembourg, sont réalisés sur des modeles in vitro, a I’aide desquels il est
possible d’étudier les réactions inflammatoires du systéme nerveux central. Les différentes
expériences sont ainsi réalisées sur des cellules MMGT-12, une lignée de cellules
microgliales immortalisées par transfection."! Lorsque ces cellules sont mises en présence
d’activateurs comme du lipopolysaccharide (LPS), de I’interféron-y (IFN-y) ou de Tumor
Necrosis Factor-o (TNF-a), elles présentent des profils d’activation similaires a la microglie

primaire.”
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Les premiéres séries d’expériences consisteront a évaluer la capacité des différents RFA a
diminuer, voire a inhiber la production de différentes cytokines et chimiokines, comme le
monoxyde d’azote ou encore le TNF-q, dans la microglie activée. Nous évaluerons également

la capacit¢ de nos composés a induire de la phagocytose (digérer des petits bouts de

membranes cellulaires ou des cellules entiéres).

C. Effets neurotrophiques des RFA : Différenciation des cellules souches
neurales

La découverte de la présence de cellules souches dans le cerveau adulte™ * ouvre de
nouvelles perspectives pour le traitement des diverses neuropathologies dégénératives. En
effet, les cellules souches sont capables de donner naissance aux deux principaux types
cellulaires nerveux, les neurones et les cellules gliales. Ainsi leur utilisation permettrait de

remplacer les cellules mortes ou Iésées.

Les différentes séries de RFA seront testées sur le modéle des neurosphéres afin d’évaluer
leur aptitude a induire la différenciation des cellules souches neurales.

Les neurosphéres sont obtenues a partir de cellules provenant du télencéphale d’embryons de
souris cultivés en milieu défini contenant de I’EGF (Epidermal Growth Factor), un facteur de
croissance. En présence de ce dernier les cellules souches neurales survivent et prolifeérent
pour former des agrégats de cellules indifférenciées flottant dans le milieu de culture : les

neurosphéres.”!

D. Implication de la voie de signalisation Notch

La voie de signalisation Notch intervient dans de nombreux processus développementaux, tels
le choix de I’identité cellulaire, la prolifération, la différenciation et I’apoptose.®!

Au cours du développement du systéme nerveux central (SNC), la voie Notch est impliquée
dans le devenir cellulaire, c’est-a-dire la spécialisation en neurone ou en cellules gliales.

Dans le cerveau adulte, la voie de signalisation Notch joue un role important dans le maintien
de la plasticité neuronale, des neurites et de leur croissance ainsi que dans la différenciation
des cellules gliales. En effet, les études menées chez les mammiféres montrent que
I’inhibition de la voie Notch stimule la neurogenése.!”! Au contraire, lorsque la voie Notch est
activée, elle stimule la gliogenése (formation des cellules gliales).”

Il a été démontré que la voie Notch module I’activité de la microglie.””! En effet, lorsque la

voie Notch est activée, une diminution de 1’activation de la microglie est observée.
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Nous discuterons ainsi de 1’implication probable des RFA dans la modulation de la voie de
signalisation Notch.

ITI. Capacité anti-oxydante des différents RFA

Le test le plus fréquemment rencontré dans la littérature, pour déterminer 1’activité anti-
oxydante d’un composé et notamment celle du resvératrol, est le test au DPPH (2,2°-di(4-tert-
octylphényl)-1-picrylhydrazyl)."" Un autre test de référence est le test a I’ABTS ([2,2’-
azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)]).""! Ces deux méthodes sont basées sur la
neutralisation de radicaux.

Afin de déterminer la capacité anti-oxydante des différents RFA nous avons fait appel a ces
deux tests de référence.

A. Test au DPPH

1. Principe du test

Le 2,2°-di(4-tert-octylphényl)-1-picrylhydrazyl (DPPH)!"" (schéma 1) est un radical stabilisé
qui absorbe dans I’UV-visible a la longueur d’onde de 517 nm. La forme réduite du radical

n’absorbe plus dans la gamme des longueurs d’ondes du visible.

O,N NO,
N\N: ;/\

NO,

2
Schéma 1 : 2,2°-di(4-tert-octylphényl)-1-picrylhydrazyl (DPPH).

Le test au DPPH consiste a mettre le radical DPPH en présence de molécules dites « anti-
oxydantes » afin de mesurer leur capacité a réduire le radical DPPH. La forme réduite
n’absorbe plus a 517 nm, ce qui se traduit par une diminution de 1’absorbance a cette longueur
d’onde. Le résultat est donné par une mesure de la densité optique a 550 nm a ’aide d’un
spectrophotométre.
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2. Résultats — Discussion

La capacité anti-oxydante de nos différents composés a été déterminée a partir des Cls, les

concentrations inhibitrices 50, ¢’est-a-dire la concentration en produit nécessaire pour réduire

50% du radical DPPH. Les Clsy ont été déterminées pour tous les composés et a des temps

différents (30 min, 45 min, 1h et 2h). Les fluctuations observées pour un méme composé avec

différentes longueurs de chaine sont minimes. En outre, nous avons observé une corrélation

entre la capacité anti-oxydante et le temps. Pour certains composés il faut un temps minimum

de 1 heure pour pouvoir déterminer une Clso. Ainsi, pour I’analyse des résultats nous nous

sommes limités a un temps donné (1 heure) et a une longueur de chaine pour chaque série
(tableau 1).

Entrée Composé Structure (5111\5;) Incertitude
OH
1 Resvératrol OH 4.4 + 0,02
ne
HO
2 Trolox® 0,23 +0,01
0" \"Cco,H
CH2
3 3.4, SMRFAI10 87 attI;ci)rlllte* ]
MeO
(CHy)5
4 3,3°.4° SMRFA10 94 O N O oM attlg‘i)r?te* -
MeO
5 RFA10 111 S O on 9,5 +0,5
pe
CH
. (CH2)7o non
6 RFCI2™ 148 atteinte”
HO

Tableau 1 : Clso (mM) des différents RFA apres 1h en présence de DPPH. Chaque valeur

est moyennée sur trois manipulations indépendantes. * : activité anti-oxydante détectée

mais n’atteignant pas la Clso. ** RFC12 : Composé synthétisé selon le méme procédé que

les autres RFA.
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Le resvératrol (entrée 1) et le Trolox™ (entrée 2) sont connus pour leurs propriétés anti-
oxydantes et sont donc utilisés comme controles positifs. L’activité anti-oxydante des RFA
méthoxylés 87 (entrée 3) et 94 (entrée 4) a été détectée mais la réduction de 50% du radical
DPPH n’a pas été atteinte (Clsg). Par contre, les dérivés entierement déméthylés comme le
RFA10 111 (entrée 5) présentent une capacité anti-oxydante comparable a celle du
resvératrol. Ces résultats confirment que les fonctions hydroxyles libres sont indispensables a
I’activité.

Le composé 148, le RFC12 (entrée 6), a été synthétisé afin d’évaluer le role de la fonction ®-
alcool sur le pouvoir anti-oxydant. Le test au DPPH ne nous a pas permis de déterminer une
ClIso pour ce composé. Ce résultat montre que 1’alcool primaire en bout de chaine participe a

I’activité anti-oxydante.

Ces résultats intéressants nous ont amenés a évaluer 1’activité anti-oxydante de nos composés
par un test similaire mais plus sensible. Bien que le test au DPPH soit largement appliqué
dans la littérature, celui-ci n’est pas tres représentatif du stress oxydant au sein du SNC dans
la mesure ou il est basé sur 1’utilisation d’un radical trés encombré. Or, 1’utilisation de
radicaux peu ou pas encombrés serait plus proche de la réalité. Aussi, nous nous sommes
proposés d’utiliser le test & I’ABTS basé sur la neutralisation des radicaux hydroxyles ‘OH.
Par ailleurs, le test au DPPH est effectué dans 1’éthanol alors que le test a I’ABTS est réalisé
dans un milieu hétérogéne eau/éthanol, conditions plus proches des conditions

physiologiques.

B. Test a PABTS
1. Principe du test

La molécule d’ABTS ([2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)])™! (schéma 2)

est capable de réagir avec des radicaux, tels que les radicaux hydroxyles.

L

/

HO;S Et

Schéma 2 : [2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)] (ABTS)
Ce test est basé sur une propriété intrinseque de la molécule d’ABTS. En effet, en présence de

radicaux hydroxyles I’ABTS est oxydé en un radical ABTS™" absorbant a 405 nm (coloration
verte) (schéma 3).
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ABTS + ‘OH ABTS" +  OH

Schéma 3 : Génération du radical cation ABTS".

Ainsi, si I’on met en présence une molécule dite anti-oxydante, donc capable de neutraliser les
radicaux hydroxyles, il s’¢tablit une compétition entre ’ABTS et la molécule anti-oxydante

pour les radicaux hydroxyles qui va se traduire par une diminution de 1’absorbance a 405 nm.

Les radicaux hydroxyles ‘OH sont générés in situ par la réaction de Fenton (schéma 4).

Fe** + OH + 'OH

Fez+ + H202

Schéma 4 : Réaction de Fenton.

Apres deux heures d’incubation, le résultat est donné par une mesure de la densité optique a

405 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre.

2. Résultats — Discussion

Les résultats sont indiqués sous forme de Clsy comme précédemment et représentés dans le
tableau 2.

Les Cl;s, obtenues sont de maniére générale beaucoup plus faibles que lors du test au DPPH.
Ces valeurs confirment la plus grande sensibilité du test a I’ABTS.

Cependant, en ce qui concerne les dérivés méthoxylés (entrée 3 et 4), la Clso n’a toujours pas
pu étre atteinte bien que I’activité anti-oxydante soit détectée de facon plus nette que
précédemment. Ces résultats confirment bien que les fonctions hydroxyles sont nécessaires au
pouvoir anti-oxydant.

Le RFAI10 (entrée 5) présente, comme précédemment, une activité anti-oxydante du méme
ordre de grandeur que le resvératrol. La nécessité de la présence de 1’alcool terminal a
¢galement a nouveau été démontrée (entrée 6).

La légere différence entre le resvératrol et les RFA, et notamment le RFAI10, peut
principalement s’expliquer par une solubilité plus faible des RFA dans le milieu eau/éthanol

par rapport au resvératrol, due a la longue chaine hydrocarbonée.
Dans la littérature!?! il a été démontré que 1’activité anti-oxydante des dérivés du resvératrol

est principalement due a la fonction hydroxyle en position 4°. Ainsi, nous avons synthétisé le

dérivé 108 afin d’évaluer son pouvoir anti-oxydant. La capacité anti-oxydante de ce dernier
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(entrée 7) est intéressante mais plus faible que le RFA10 comportant trois fonctions

hydroxyles (entrée 5).

Entrée Composé Structure Clso (mM) | Incertitude
OH
1 Resvératrol § O oH 0,03 + 0,008
A
HO.
2 Trolox® 0,6 +0,04
0" \"Co,H
OMe
OH
, (CHy)5 non
s sesween | ST
MeO
OMe
OH
(CHo)s
4 3,3°.4°,5MRFA10 94 O N O oMe attlé‘i’r?te* _
MeO
OMe
OH
(CHs "
5 RFA10 111 S on 0,047 + 0,008
e
OH
. (CH7
6 RFC12 148 S on 0,23 +0,01
HO
OMe
_OH
(CH2)14
7 3,5SMRFA12 108 “ O o 0,75 +0,015
e
ne
OMe
O (CH " on
> - X Kk -
8 3°-OH-3,5MRFA12 109 O OMe atteinte
HO

OH

Tableau 2 : Clso (mM) des différents RFA aprés 2h en présence d’ABTS. Chaque valeur

, . . . . , * .., . , ,
est moyennée sur trois manipulations indépendantes. : activité anti-oxydante détectée

. . *ok n , ., . .
mais n’atteignant pas la Clsp. La Clsyp n’a pu étre déterminée en raison d’une coloration

rose parasite.
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L’activité anti-oxydante du composé 109 (entrée 8) a été détectée mais nous n’avons pas pu
déterminer de Clso. Nous aurions dii observer une capacité anti-oxydante similaire, voir plus
importante que celle obtenue pour le dérivé 108 puisque la seule différence entre les deux
composés est une fonction hydroxyle supplémentaire. Lors du test, du composé 109, nous
n’avons pas observé une disparition de la coloration verte, donc une disparition du radical
cation ABTS™, mais une coloration rose. Cette derniére est probablement due a la formation
de la diquinone qui absorbe dans cette méme plage et donc fausse le résultat. Le composé 109
présente une activité anti-oxydante, mais elle ne peut étre établie par un test basé sur la

colorimétrie.

C. Conclusion

Cette étude physicochimique a permis de montrer la capacité anti-oxydante de certains de nos
composés comparable a celle du resvératrol, un anti-oxydant puissant. Nous avons montré que
les dérivés méthoxylés n’ont pas de pouvoir anti-oxydant. Ce résultat confirme que les
fonctions hydroxyles « libres » sont primordiales pour 1’activité.

Par ailleurs, nous avons pu remarquer que 1’alcool terminal sur la chaine hydrocarbonée

participe a I’activité anti-oxydante.

IV. Modulation de I’activation microgliale

Les tests effectués, afin de déterminer la capacité des différents RFA a moduler 1’activation
microgliale, ont été réalisés sur des cellules MMGT-12, une lignée de cellules microgliales
immortalisées par transfection.!"

Ces travaux ont été effectués au sein du Laboratoire de NeuroBiologie de Luxembourg avec

la participation du doctorant Alessandro Michelucci et du Dr. Eleonora Morga.

A. Tests de toxicité : Test au MTT

Dans un premier temps, nous avons réalisé¢ des tests de toxicité¢ adéquats afin de nous assurer
qu’aucune mort ou prolifération cellulaire ne fausse les résultats. Les structures des différents

alcools gras resvératroliques testés sont les suivantes (schéma 5) :
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OMe OH OMe OH

(CHy)y (CH)Y
X ‘ OMe n=10218 O X C OMe
MeO

3,4',5-MRFA : 87 493 OMe 3,3,4'5-MRFA :9423a98

OH
_0

O (CHa)n

O N OH
HO

OH
_CH
O (CHp)T
X OH

RFA : 1114116
RFC12: 148 R R=H 35-MRFA12: 108
R=0H 3'-OH-3,5-MRFA12: 109

Schéma 5 : Structure des différents RFA testés.

MeO I

H

HO

1. Principe du test

Afin de voir si nos composés présentent une certaine toxicité, un test au MTT basé sur la
réduction du bromure de 3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium (MTT) par la
déshydrogénase mitochondriale dans les cellules vivantes est réalisé. Le MTT qui est jaune au
départ est clivé par la déshydrogénase en cristaux bleu formazan. La lecture de I’absorbance
(DO) est effectuée a 540 nm.

2. Résultats — Discussion

Les tests de toxicité ont été réalisés aux concentrations de 107, 10 et 5.10°M (les résultats

graphiques ne sont pas représentés).
Dérivés méthoxylés

o Dérivés triméthoxylés (3,4’ ,5MRFA): Les 3,4°,5SMRFA10 et 3,4,5MRFA12 ne
présentent aucune toxicité aux concentrations testées. En revanche, pour les homologues a 14,

16 et 18 atomes de carbone une toxicité plus ou moins importante apparait  10°M.

o Deriveés tétraméthoxylés (3,3°,4°,5MRFA) : les résultats obtenus sont identiques a ceux
de la série triméthoxylée. En effet, les 3,3°,4°,SMRFA10 et 3,3°,4’,5MRFA12 ne sont pas
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toxiques aux concentrations utilisées. Les dérivés a 14, 16 et 18 carbones sont toxiques dés la

concentration de 10°M.

Ces résultats montrent, que 1’augmentation de la longueur de la chaine induit I’apparition

d’une toxicité plus ou moins importante a partir de 10°M.
Dérivés partiellement et entierement déméthylés

o Dérivés partiellement deéméthylés (3, 5MRFAI2 et 3’-OH-3,5MRFAI2): Le
3,5MRFA12 ne présente aucune toxicité aux différentes concentrations testées. Cependant, le
3’-OH-3,5MRFA12 comportant une fonction hydroxyle supplémentaire est toxique des
10-°M.

o Dérivés entierement déeméthylés (RFA et RFC12) : Les différents RFA 111 a 116 ne sont
pas toxiques quelque soit la longueur de la chaine m-hydroxylée testée. Le composé analogue
aux RFA, mais sans la fonction w-alcanol, le RFC12 n’est pas toxique non plus aux

concentrations testées.

3. Conclusion

Ces tests préliminaires de survie ont permis de montrer que pour les séries méthoxylées la
toxicité apparaissait avec I’augmentation de la longueur de la chaine ®w-hydroxylée. En outre,
les RFA, les dérivés totalement déméthylés ne présentent aucune toxicité quelque soit la
longueur de cette chaine. La toxicité proviendrait donc des groupements méthoxy présents sur

le noyau stilbéne.

B. Monoxyde d’azote

L’activité de I’enzyme NO-synthase de type I (NOS II) ou NOS inductible (iNOS) représente
un des paramétres classiques pour définir I’activation microgliale et de fagon plus générale les
différents processus inflammatoires. Cet enzyme est responsable de la synthése du radical
monoxyde d’azote NO' en grande quantité au cours de I’activation inflammatoire.

Une activation de 24 a 48 heures par du Lipopolysaccharides (LPS) ou de I’interféron-gamma
(IFN-vy), entraine une forte augmentation de 1’expression de ce radical. Ce dernier se dégrade

rapidement en culture pour former I’ion nitrite.
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1. Mesure du taux de NO

Un dosage par colorimétrie du nitrite, le test de Griess, permet de déterminer de facon
indirecte des taux de NO dans les milieux de cultures.

Dans les expériences réalisées, les cellules MMGT-12 ont été prétraitées avec les différents
RFA a 5.10° et 10°M. Aprés une heure, les cultures ont été activées par 1’ajout de LPS
(figure 1).

Dans un premier temps nous avons prétraité les cellules MMGT-12 avec les deux séries de
RFA méthoxylés, les 3,4°,SMRFA et les 3,3°,4°,5SMRFA a 5.10% et 10°M. Les concentrations
en nitrite apreés 48 heures d’activation sont représentées en pourcent par rapport au controle
(100% = 15,02 nmol/mL de NOy).
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Figure 1 : Effet des 3,4’,5MRFA10 et 3,4’,5MRFA12, 3,3°,4,SMRFA10 et 3,3°,4’,5SMRFA12 et des
anologues tri- et tétraméthoxylés du resvératrol (3,4’,5MResv et 3,3°,4’,SMresv) sur la production de NO,™ dans
les cellules MMGT-12 en présence de LPS (0,01 pg/mL). Les surnageants sont récupérés aprés 48h d’incubation

a 37°C. L’accumulation de NO," est exprimée en valeurs + SEM (barres) obtenues a partir de trois expériences
indépendantes (n = 3). Les résultats sont exprimés en pourcent par rapport au contrdle (0,01 pg/mL LPS ; 100%
= 15,02 nmol/mL de NOy). * p < 0,05 et ** p < 0,01 les taux de NO,™ sont significativement différents du

controdle (test de Student).

A la concentration de 10°M, seuls les 3,4°,5MRFA10 et 3,3°,4’,5MRFA10 induisent une
légére baisse d’environ 10% du taux de monoxyde d’azote. A 5.10°M, ce sont ces deux
composés qui sont toujours les plus actifs avec respectivement des baisses de 10 et 20%.

De maniére générale les composés tétraméthoxylés sont plus actifs que les dérivés

triméthoxylés.
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Les résultats obtenus pour la série des dérivés partiellement ou entierement déméthoxylés, les
3,5MRFA12, RFA10, RFA12, RFA14 et RFC12, sont représentés comme précédemment en
pourcent par rapport au controle (100% = 5,57 nmol/mL de NO;) du taux de nitrite (figure 2).
Tous les composés testés sont plus actifs que le resvératrol. Dans la série des RFA, le RFA12
induit la plus forte baisse (50%) du taux de NO, a 5.10°M. Le 3,5MRFA12 ne comportant
qu’une seule fonction hydroxyle libre n’induit qu’une baisse de I’ordre de 20% a cette
concentration. Finalement, le RFC12, composé analogue au RFA12 mais sans la fonction ®-

alcool, se comporte comme le RFA12 (diminution de 50% environ).

N
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RFA10 RFA12 RFA14 3,5MRFA12 RFC12 Resvératrol

Figure 2 : Effet des RFA10 a RFA14, du 3,5MRFA12, du RFC12 et du resvératrol sur la production de NO,
dans les cellules MMGT-12 en présence de LPS (0,01 pg/mL). Les surnageants sont récupérés apres 48h
d’incubation a 37°C. L’accumulation de NO,™ est exprimée en valeurs + SEM (barres) obtenues a partir de trois
expériences indépendantes (n = 3). Les résultats sont exprimés en pourcent par rapport au contrdle (0,01 pg/mL
LPS ; 100% = 5,57 nmol/mL de NOy"). * p <0,05 et ** p < 0,01, les taux de NO, sont significativement

différents du contréle (test de Student).

Ces tests ont permis de montrer qu’au sein d’une méme série de composés ’activité était
dépendante de la longueur de la chaine w-hydroxylée. En effet, en ce qui concerne les RFA
triméthoxylés, le composé le plus actif est celui comportant 12 atomes de carbone sur la
chaine latérale, le 3,4’,5MRFA12. Le méme résultat a été observé pour la série des RFA
puisque le composé le plus actif est le RFA12. Par ailleurs, la présence des fonctions
hydroxyles semble nécessaire pour induire une diminution du taux de nitrite importante. En
effet, les RFA permettent une baisse plus importante (50%) que leurs analogues triméthoxylés
(20%).

De plus, ’alcool w-hydroxylé a 12 atomes de carbone, le 1-dodécanol, n’a aucun effet sur la

production de NO. Le resvératrol quant a lui présente moins d’effet que nos molécules
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hybrides. Ces résultats montrent que la combinaison de la chaine et du noyau du resvératrol

est importante afin d’obtenir une activité plus forte.

2. Dosage de ’ARN,, de la NOS II (iNOS)

Le mode d’action de nos composés et notamment du RFA10, un des composés les plus actifs,
sur la diminution du taux de NO au sein de la microglie activée, a été étudié par un dosage de
I’ARN,, de la NOS II (iNOS). Des estimations par RT-PCR du taux de transcription du géne
de la NOS II ont été effectuées a partir de cultures de cellules MMGT-12 prétraitées par du
RFA10 a la concentration de 5.10°M. Aprés une heure, les cultures ont été activées par
I’ajout de 0,01 pg/mL de LPS. L’expression de I’ARN,,, de la NOS II a été évaluée 6 heures

apres activation.

LPS +
Ctrl RFA10 LPS RFA10
NOS II ———
B-Actine | — —— mm— —

Figure 3 : Effet du RFA10 sur I’expression du taux de transcription de I’ARN,, de la NOS II par RT-PCR
dans les cellules MMGT-12 aprés 6 heures d’incubation en absence ou présence de LPS (0,01 pg/mL). Le
nombre de cycle de PCR est de 30 pour la NOS II et de 25 pour la B-actine.

La microglie non activée (Ctrl) n’exprime pas le géne codant pour la NOS II mais une
activation par le LPS induit une forte expression de ce géne (figure 3). En présence de
RFA10, le taux de transcription de I’ARN,, de la NOS II dans la microglie activée est
diminué.

Ainsi, nous pouvons conclure que le RFA10 agit au niveau de la transcription du géne codant
pour la NOS II.

C. Protéine TNF-a

La production de TNF-o est également un des parameétres caractérisant 1’activation
microgliale et les processus inflammatoires.”?! En effet, la microglie au repos n’exprime pas
cette cytokine. Cependant, une activation par du LPS engendre une syntheése importante de

cette protéine.
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1. Mesure du taux de TNF-a

Dans les expériences effectuées, les cellules MMGT-12 ont été prétraitées avec
respectivement du 3,4’,5MRFA10, 3,4°,5SMRFA12, 3,4’,5MResvératrol, 3,3’,4’,5MRFAI10,
3,3°,4’,5MRFA12 et du 3,3’,4’,5MResvératrol & 10°M et 5.10°M. Aprés une heure
d’incubation, les cultures cellulaires ont été activées par 1’ajout de 0,01 ug/mL de LPS. Les
concentrations en protéine TNF-a ont été déterminées apres 24 heures d’activation par un test
ELISA. Les résultats sont exprimés en pourcent par rapport au controle (100% = 208,05
pg/mL de TNF- a) (figure 4).

Le Test ELISA est un test immunologique destiné a doser une protéine donnée dans un
liquide.

m Ctrl
m 10-6M
0b5.10-6M

Taux de TNF- ¢ (% du contrdle)

3,4'5MRFA10 3,4'5MRFA12  3,4'5MResv  3,3'4'5MRFA10 3,3'4'5MRFA12 3,3',4',5MResv

Figure 4 : Effet des 3,4’,5MRFA10 et 3,4°,5SMRFA12, des 3,3°,4’,5MRFA10 et 3,3’,4’,5MRFA12 et des
anologues tri- et tétraméthoxylés du resvératrol (3,4’,5MResv et 3,3°,4’,5Mresv) sur la production de TNF-a
dans les cellules MMGT-12 en présence de LPS (0,01 pg/mL). Les surnageants sont récupérés apreés 24h
d’incubation a 37°C. L’accumulation de TNF-a est exprimée en valeurs + SEM (barres) obtenues a partir de trois
expériences indépendantes (n = 3). Les résultats sont exprimés en pourcent par rapport au contrdle (0,01 pg/mL
LPS ; 100% = 208,05 pg/mL de TNF-a ). * p < 0,05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001, les taux de TNF-a sont trés

significativement différents du contréle (test de Student).

A la concentration de 10°M, seul le 3,3°,4°,5MRFA12 permet d’induire une diminution
significative (25%) du taux de TNF-a. En outre, & 5.10°M la plupart des composés induisent
une baisse plus ou moins significative. En effet, dans la série des triméthoxylés, le
3,4’,5MRFA12 est le plus actif (diminution de 20%) a cette concentration. En revanche, pour
la série des tétraméthoxylés, le resvératrol tétraméthoxylé (3,3°,4°,5Mresv) induit la plus forte
baisse (45%). Les 3,3°,4’,5SMRFA10 et 3,3°,4,5SMRFA12 ont une activit¢ comparable
(environ 35%).
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La substitution en groupements méthoxy ainsi que la longueur de la chaine semblent étre

déterminantes pour ’activité biologique.

Dans cette seconde série d’expériences, les cellules MMGT-12 ont également été prétraitées
avec du RFA10, RFA12, RFA14, 3,5MRFA12, RFC12 ou du resvératrol 2 10°M et 5.10°M.
Apres une heure d’incubation, les cultures cellulaires ont été activées par 1’ajout de LPS (0,01
pg/mL). Les concentrations en protéine TNF-a ont été déterminées aprés 24 heures
d’activation par un test ELISA. Les résultats sont exprimés en pourcent par rapport au
contrdle (100% = 74,61 pg/mL de TNF- a) (figure 5).
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Figure S : Effet des RFA10 a RFA14, du 3,5MRFA12, du RFC12 et du resvératrol sur la production de TNF-a
dans les cellules MMGT-12 en présence de LPS (0,01 pg/mL). Les surnageants sont récupérés apres 24h
d’incubation a 37°C. L’accumulation de TNF-a est exprimée en valeurs + SEM (barres) obtenues a partir de
trois expériences indépendantes (n = 3). Les résultats sont exprimés en pourcent par rapport au controle (0,01
pg/mL LPS ; 100% = 74,61 pg/mL de TNF- ). * p < 0,05, ** p <0,01 et *** p <0,001 les taux de TNF-a sont

trés significativement différents du contréle (test de Student).

Le 3,5MRFA12 n’a aucun effet sur le taux de TNF-a aux concentrations testées. Deés 10°M
seul le RFA10 induit une diminution considérable (30%) du taux de TNF-a. A 5.10°M, les
RFA10, RFA12, RFA14, RFCI12 ont un effet (20 a 35%) comparable au resvératrol (20%). Le
compos¢ le plus actif est le RFA10.

Ces résultats ont permis de mettre en évidence que I’activité biologique est corrélée a la
longueur de la chaine w-alcanol. En effet, les molécules comportant 10 et 12 atomes de
carbones se sont avérées étre les plus actives sur la diminution du taux de TNF-a. Par ailleurs,
les RFA, le RFA10 et le RFA12 sont plus actifs que leurs homologues triméthoxylés. En

revanche, les dérivés tétraméthoxylés (3,3°,4°,5MRFA) sont 1égeérement plus efficaces que les
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\

RFA. La substitution par des groupements méthoxy semble donc directement reliée a
I’activité. Aussi, il sera intéressant d’évaluer la capacité des composés tétrahydroxylés sur la
modulation du taux de TNF-a.

2. Dosage de ’ARN,, du TNF-a

Les estimations par RT-PCR du taux de transcription du géne codant pour le TNF-a ont été
effectuées a partir de cultures de MMGT-12 prétraitées par du RFA12 a 5.10°M. Aprés une
heure d’incubation a 37°C, les cultures ont été¢ activées par du LPS (0,01 pg/mL).

L’expression de I’ARN;, du TNF-a a été évaluée 6 heures apres activation (figure 6).

LPS +
Ctrl LPS RFA12 RFA12
TNF-a
B-Actine

Figure 6 : Effet du RFA12 sur I’expression du taux de transcription de I’ARN,, du TNF-o par RT-PCR
dans les cellules MMGT-12 apreés 6 heures d’incubation en absence ou présence de LPS (0,01 pg/mL). Le
nombre de cycle de PCR est de 32 pour le TNF-a et de 25 pour la B-actine.

Le RFA12 réduit légerement la transcription du géne codant pour le TNF-a dans la microglie
activée par du LPS.
Nous avons choisi de représenter 1’effet du RFA12 sur le taux de transcription du geéne codant

pour le TNF-a, mais le RFA10 induit également une diminution de ce taux de transcription.

D. Capacité phagocytaire

La phagocytose permet d’éliminer les débris cellulaires et maintient 1’homéostasie du
cerveau.

Quand la microglie est fortement activée, elle secréte de nombreuses cytokines (TNF-a,
Interleukine-1, ...) ainsi que des espéces réactives de I’oxygene (radicaux libres, peroxyde
d’hydrogene, ...) associées aux processus inflammatoires. Lorsque cette activation
microgliale est trop importante, la microglie phagocyte moins. Aussi, nous allons évaluer

I’effet de nos composés a favoriser la phagocytose par la microglie activée.
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1. Principe du test

Dans cette étude, nous avons évalué le potentiel de nos composés sur la capacité des MMGT-
12 a faire de la phagocytose. Notre étude s’est restreinte aux composés les plus actifs ayant
induit les plus fortes diminutions des taux de NO et de TNF-q, a savoir les RFA10, RFA12 et
RFA14.

Afin d’évaluer la capacité phagocytaire de ces molécules, nous avons utilisé un test de

. o . . 1
fluorescence-luminescence. L’utilisation de billes fluorescentes!'!

permet de déterminer la
quantité¢ de cellules capables de phagocyter par mesure de la fluorescence émise. En effet, si
les cellules MMGT-12 sont en mesure de phagocyter, elles vont incorporer les billes
fluorescentes. Les surnageants sont éliminés, ainsi la fluorescence mesurée est exclusivement
due aux billes contenues dans les cellules. Les résultats sont exprimés en pourcent par rapport

au controle (figure 7).

2. Résultats — Discussion

Dans les expériences réalisées, le TFA12 sert de controle positif. L’azoture de sodium (1,5%)
quant a lui est un controle négatif dans la mesure ou il est toxique. Comme les cellules mortes
n’ont aucune activité phagocytaire, une diminution nette de la fluorescence est observée. De
méme en présence d’interféron-y et de TNF-o, mimant une microglie activée, 1’activité

phagocytaire est diminuée de moitié par rapport au contrdle.
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Figure 7 : Effet des RFA10, RFA12 et RFA14, du TFA12, de I’azoture de sodium (1,5%) et de I’Interféron-
v/TNF-a sur la capacité phagocytaire des MMGT-12 aprés 24h d’incubation a 37°C. La capacité a phagocyter
est déterminée par la quantité de fluorescence émise et est exprimée en valeurs = SEM (barres) obtenues a partir
de trois expériences indépendantes (n = 3). Les résultats sont exprimés en pourcent par rapport au contrdle. * p <
0,05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001 la fluorescence émise est trés significativement différente du contrdle (test de

Student).
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Les RFA10 et RFA12 augmentent la capacité phagocytaire des MMGT-12 de 230 et 170%
respectivement. En revanche, le RFA14 n’induit pas d’augmentation de la phagocytose. A
nouveau, il semble que 1’activité phagocytaire de nos composés soit reliée a la longueur de la
chaine w-alcanol. En effet, les molécules les plus actives sont celles comportant 10 (RFA10)
et 12 (RFA12) atomes de carbone sur la chaine, comme cela avait déja été observé dans les
tests biologiques précédents.

Ces résultats ne sont que préliminaires. Différentes séries de tests sont encore nécessaires afin

d’évaluer le réel potentiel des RFA sur la capacité phagocytaire de la microglie.

E. Conclusion

Les différentes études menées ont permis de mettre en évidence I’existence d’une relation de
type structure-activité entre les différents RFA et la modulation de I’activation microgliale.

En effet, les RFA tétraméthoxylés se sont avérés plus actifs que leurs analogues
triméthoxylés. Par ailleurs, dans ces deux séries les composés induisant les plus fortes baisses
des taux de NO et de TNF-a sont ceux comportant une chaine ®-hydroxylée de 10 et 12
atomes de carbone.

Les composés les plus actifs sont les RFA entiérement déméthylés et plus particuliérement les
RFA10 et RFA12. Ils permettent une diminution du taux de NO de 40 et 50% respectivement
ainsi qu’une diminution du taux de TNF-a de 30 et 20% respectivement. Par ailleurs, les
RFA10 et RFA12 sont nettement plus actifs que le resvératrol, ce qui montre que la présence
de la chaine w-alcanol est primordiale pour I’activité. Les tests de phagocytose ont révélé que
le RFA10 augmente la capacité phagocytaire des MMGT-12 de 200% environ.

Cette ¢étude a permis de montrer que le RFA10 et le RFA12 sont des modulateurs de
I’activation microgliale et sont de ce fait des composés ayant un fort potentiel anti-

inflammatoire.

Dans le paragraphe VI nous discuterons des mécanismes moléculaires susceptibles d’étre
impliqués dans D’activit¢ de nos composés au cours de la modulation de I’activation
microgliale. Nous tenterons de déterminer si la modulation de I’activation microgliale induite

par le RFA12 passe par la voie de signalisation Notch.
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V. Différenciation des cellules souches neurales

Le systéme nerveux central (SNC) est principalement constitué de deux types cellulaires, les
neurones et les cellules gliales (astrocytes et oligodendrocytes). Ces deux populations sont
séquentiellement produites au cours de la vie feetale ainsi qu’apres la naissance. Elles dérivent
d’un précurseur commun multipotent, la cellule souche neurale. Les cellules souches neurales
sont caractérisées par leur capacité d’auto-renouvellement, de prolifération quasi infinie et

leur capacité a générer les différents types cellulaires du systéme nerveux central.

A. Les neurospheres

Les cellules souches neurales sont issues du télencéphale d’embryons de souris. Elles peuvent
étre cultivées grace a 1’action sélective de facteurs de croissance comme I’EGF (Epidermal
Growth Factor) ou le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor). En présence d’EGF ou de bFGF
les cellules souches neurales survivent et proliférent en formant des agrégats de cellules
indifférenciées flottant dans le milieu de culture, les neurosphéres.”

Les neurosphéres représentent la descendance clonale d’une cellule souche neurale et sont
constituées de :

e cellules souches neurales (5 a 10% des cellules de la sphére) capables de s’auto-
reproduire et grace auxquelles les neurosphéres peuvent étre maintenues en culture pendant
une longue période par dissociation et prolifération successives

e précurseurs multipotents.

La fixation des neurosphéres sur un support de poly-ornithine va permettre leur adhésion et
leur différenciation en neurones, astrocytes et oligodendrocytes dans des proportions définies,

caractéristiques des lignées cellulaires et des conditions de culture utilisées.!™*!

B. Les RFA, inducteurs de différenciation cellulaire?

Dans le cadre de cette étude, nous avons dans un premier temps €ét¢ amenés a déterminer le
potentiel neuroprotecteur et anti-inflammatoire de nos composés. Nous allons maintenant
¢valuer leur effet neurorégénérateur. Pour ce faire, nous avons évalué I’effet des différents
RFA sur la différenciation des neurosphéres ainsi que leur capacité a induire la différenciation
préférentielle d’un type cellulaire donné.

Dans cette étude, nous nous sommes focalisés sur les RFA10, RFA12, RFA14 et RFC12,
composés ayant montré les activités les plus intéressantes sur la modulation de I’activation

microgliale (figure 8).
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Figure 8 : Structure des composés testés.

Ces tests biologiques ont été effectués par le doctorant Jiawei Liu, effectuant sa thése au sein

de notre laboratoire au Centre de Neurochimie.

1. Protocole expérimental

Les neurospheéres sont obtenues a partir de cellules provenant du télencéphale d’embryons de
souris cultivés en milieu défini contenant 20 ng/mL d’EGF. Aprés dissociation, les spheres
proliferent pendant 3 jours en présence d’EGF (20 ng/mL) durant la phase dite de
prolifération (schéma 1).1'*!

Ensuite elles sont collectées et déposées sur un support de poly-ornithine dans un milieu
défini, en présence d’EGF 2 ng/mL. Dans ces conditions, les spheres adhérent au support et se
différencient. Les composés a tester, le RFA12 et ses analogues, préalablement dissous dans
I’éthanol, sont ajoutés immédiatement aprés le dépdt des neurospheres a différentes
concentrations s’échelonnant de 10 a 10° M. Les cultures témoins sont traitées par un

controle négatif (¢thanol) et un controle positif (acide rétinoique).

—> @ — — Neurosphére
Cellules
Souches
m
| C ISNCT I
dissociation T=0 analyse
l prolifération i différenciation l
L 1 |
-3 EGF : 20 ng/ml 0 EGF : 2 ng/ml +3j

Schéma 1 : Schématisation du protocole expérimental.
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Aprés 3 jours de culture (phase de différenciation) les cellules sont fixées et les différents
types cellulaires sont révélés par immunocytochimie. Pour le criblage de nos composés nous
avons effectué un double marquage a savoir celui des neurones et des astrocytes.
Les anticorps primaires utilisés sont :

e anticorps anti-MAP(2a+2b) (Microtubule Associated Protein), marqueur de neurones

précoces (mitotiques)

e anticorps TUJI (anti Béta (IIT) Tubuline), marqueur de neurones (post-mitotiques)

e anticorps anti-GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), marqueur des astrocytes.
Les anticorps anti-MAP(2a+2b) et TUJ1 sont révélés par des anticorps secondaires couplés a
un fluorochrome cyanine, le Cy-3 (rouge). Pour la détection des astrocytes, un anticorps

secondaire couplé a un fluorochrome, dérivé de la rhodamine, 1’ Alexa488 (vert) a été utilisé.

Afin de pouvoir quantifier les résultats, les noyaux sont marqués par un agent intercalant, le

TO-PRO (bleu). Les cultures sont ensuite observées au microscope confocal.

2. Résultats - Discussion

Une premicre série d’expériences a été réalisée sur les RFA tri- et tétraméthoxylés. Leur effet
sur la différenciation des cellules souches neurales est faible. Par ailleurs, les composés

présentant la meilleure activité sont ceux portant une chaine latérale de 12 atomes de carbone.

En revanche, les RFA (entiérement déméthylés) augmentent la population neuronale de fagon
significative. Aussi, I’effet des différents RFA sur le nombre de cellules produites, a savoir les
neurones et les astrocytes a été estimé de facon quantitative (MAP(2a+2b) et GFAP positives
respectivement) et qualitative (aspect morphologique).

Les RFA10, RFAI2 et RFA14 ont un effet maximal & la concentration de 10°M. Aux
concentrations inférieures et supérieures, les RFA sont respectivement toxiques et moins

efficaces (figure 9).
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Figure 9 : Effet quantitatif des RFA10, RFA12, RFA14 et du resvératrol sur le nombre de neurones. Le
nombre de neurones est exprimé en valeurs = SEM (barres) obtenues a partir de trois expériences indépendantes
(n=3). Les résultats sont exprimés en pourcent par rapport au contrdle (EtOH). * p < 0,05, ** p < 0,01 et *** p

< 0,001 le nombre de neurones est trés significativement différent du controle (test de Student).

A la concentration de 10°M les différents RFA testés sont tous plus actifs que le resvératrol.
En ce qui concerne le RFA sans la fonction w-alcanol, le RFC12 est toxique dés 10°M et n’a
pas d’effet aux concentrations inférieures. Ce résultat montre que la présence de la fonction
w-hydroxylée sur la chaine latérale est cruciale pour 1’effet neurotrophique.

Par ailleurs, nous pouvons remarquer que les RFA12 et RFA14 induisent les plus fortes
augmentations du nombre de neurones (+160%) dans les neurosphéres a 10"M. Nous

pouvons en conclure que I’activité biologique est dépendante de la longueur de la chaine
latérale.

L’induction de la différenciation des neurosphéres en neurones apres traitement avec du
RFA12 ou du RFA14 s’accompagne d’une diminution du nombre d’astrocytes de 1’ordre de
10% (figure 10).
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Figure 10 : Effet quantitatif des RFA10, RFA12, RFA14 et du resvératrol sur le nombre d’astrocytes. Le
nombre d’astrocytes est exprimé en valeurs + SEM (barres) obtenues a partir de trois expériences indépendantes
(n=3). Les résultats sont exprimés en pourcent par rapport au contrdle (EtOH). * p < 0,05, ** p <0,01 et *** p

< 0,001 le nombre d’astrocytes est trés significativement différent du contrdle (test de Student).

Ces résultats montrent que le RFA12 et le RFA14 induisent la différenciation des

neurosphéres en neurones au détriment des astrocytes.

L’observation des neurosphéres au microscope confocal apres traitement avec du RFA12 nous
permet d’estimer le nombre de neurones et d’astrocytes, mais également de juger de 1’état de
différenciation de par leurs aspects morphologiques (figure 11).

Ainsi, nous pouvons remarquer que les neurones présentent une morphologie plus développée
que dans le contrdle, avec des prolongements plus longs, ce qui témoigne d’un état de
différenciation plus avancé. En présence de RFAI2 a 10°M, la différenciation des
neurosphéres en neurones est nettement plus importante qu’en présence d’acide rétinoique
(5 uM), un produit a effets multiples qui est connu pour induire la différenciation cellulaire
avec cependant de nombreux effets secondaires.

Les images obtenues au microscope confocal, montrent clairement qu’en présence de RFA12
a 10°M, le nombre de neurones est plus important que dans le contrdle et que le nombre
d’astrocytes est plus faible.
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RFA12 10'M RFA12 10°M
Figure 11 : Observation au microscope confocal de I’effet de I’acide rétinoique (5 uM) et du
RFA12 4 10 et 10”"M sur la différenciation cellulaire des neurosphéres. Les neurones sont
marqués en rouge (MAP2ab) et les astrocytes en vert (GFAP).

3. Etudes de prolifération

Nous avons pu démontrer que les RFA12 et RFA14 permettent d’augmenter le nombre de
neurones dans les neurosphéres et d’aboutir a des neurones plus différenciés et ce de fagon
concentration-dépendante.

Dans les cellules en différenciation, les phases de prolifération et de différenciation sont
opposées. Aussi, si nos produits induisent une augmentation de la différenciation, celle-ci
devrait s’accompagner d’une inhibition de la prolifération.

Au vu des résultats précédemment obtenus, nous allons vérifier si nos composés, plus
particulierement le RFA12, inhibe la prolifération des neurospheéres.

Les cellules souches neurales proliferent pendant 3 jours en présence d’EGF (20 ng/mL :
conditions standards) ainsi qu’en absence ou présence de RFA12 (10°, 107 et 10°M). Les

résultats obtenus sont représentés sous forme de courbes (figure 12).
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Figure 12 : Effet du RFA12 sur la prolifération des neurospheéres. Les courbes représentent le
nombre de cellules (A) et de neurosphéres (B) présentes en absence ou en présence de RFA12

dans les conditions de prolifération (EGF = 20 ng/mL).

Le RFAI12 inhibe la prolifération des sphéres de fagon concentration-dépendante, comme
attendu. L’observation au microscope montre bien ’inhibition de la prolifération par le
RFA12 (D), puisque la sphere est plus petite et les cellules moins nombreuses par rapport au
contrdle (C) (figure 13).

Ctrl RFA12 10°M
-

Figure 13 : Observation d’une neurosphére durant la phase de prolifération (EGF = 20
ng/mL) en absence (C et D) ou en présence de RFA12 4 10°M (D et F).

Par ailleurs, en présence de RFA12 (F) les cellules migrent en dehors de la neurosphere et

semblent avoir un état de différenciation plus avancé que dans le contrdle (E) ou la

neurosphére est plus large et contient plus des cellules indifférenciées.
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4. Conclusion

Nous avons pu établir que les RFA12 et RFA14 présentent une activité neurotrophique
intéressante dans la mesure ou ils permettent d’induire la différenciation des neurosphéres en
neurones préférentiellement aux astrocytes. Nous avons mis en évidence que la longueur de la
chaine hydrocarbonée est déterminante pour 1’activité neurotrophique. De méme, la présence
de la fonction w-alcanol est également cruciale pour I’activité.

Notre prochain objectif est d’élucider les mécanismes moléculaires mis en jeu dans cette
spécification neuronale. La voie de signalisation Notch est impliquée dans le déterminisme et
la maturation cellulaire,”! et notamment pour le tCFA15." Par ailleurs, la modulation de
I’activation microgliale est également reliée a la voie de signalisation Notch. Aussi, nous

allons étudier une éventuelle implication des RFA dans cette voie de signalisation.

VI. Implication du RFA12 dans la voie de signalisation Notch

Comme décrit précédemment, la voie de signalisation Notch intervient dans de nombreux
processus développementaux, comme la création de la diversité cellulaire. ®! Cette voie est
définie comme un mécanisme d’interactions cellulaires s’exercant essentiellement entre
cellules voisines.

L’activation de la voie Notch due a I’interaction entre un récepteur Notch d’une cellule et un
ligand (delta ou jagged) porté par la cellule voisine, déclenche une cascade de signalisation
(activation de facteurs de transcription, comme les protéines Hes) contrélant le choix de
I’identité cellulaire et la différenciation. Une activation de la voie Notch va réprimer la

8
)[]

neurogenése (formation de neurones et par voie de conséquence va induire la

différenciation des cellules gliales. De méme, une inhibition de la voie Notch stimule la

neurogenése et réprime la différenciation des astrocytes.!”

A. La voie Notch dans les cellules MMGT-12

1. Expression de la voie Notch dans les cellules MMGT-12
Des études réalisées au sein du Laboratoire de NeuroBiologie & Luxembourg ont permis de

mettre en évidence que la voie Notch est bien fonctionnelle au sein des cellules MMGT-12 et

que son expression est modifiée au cours de ’activation par du LPS.”!
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Une analyse par RT-PCR a montré des changements au niveau des geénes codant pour le
récepteur Notchl, le ligand Jagged] et le facteur de transcription Hes1 dans des cultures de
MMGT-12 activées par du LPS (0,01 pg/mL) (figure 14).

CTRL LPS
o -
e -
- -

Figure 14 : Analyse de I’expression de RT-PCR de Notchl, Jagged1 et Hesl dans les cellules MMGT-12
aprés 24h d’incubation en présence ou absence de LPS (0,01 png/mL). Le nombre de cycle de PCR est de 30 pour
Notchl et Jaggedl, 36 pour Hesl et 25 pour G3PDH.

Une augmentation de ’expression des genes codant pour Notchl et Jaggedl ainsi qu’une
diminution de ceux codant pour Hesl ont été observées apres 24 heures d’activation. Ces
résultats démontrent que la voie Notch est présente dans les cellules MMGT-12 et qu’une

activation par le LPS modifie son expression.

Les effets modulateurs de 1’activité de la microglie observés en présence de RFA peuvent étre
comparés aux effets induits par une modulation de la voie de signalisation Notch. En effet,
’activation de la voie Notch par addition d’un ligand soluble Jagged! induit une diminution

de I’activité de la microglie. !

2. Implication du RFA12

Dans le but de déterminer si la voie de signalisation Notch est impliquée dans la modulation
de I’activation microgliale induite par le RF12, différentes expériences ont été réalisées. Nous
nous sommes plus particulierement intéressés aux changements pouvant intervenir au niveau

des génes codant pour Notchl, Jaggedl et Hesl, intervenant dans la voie de signalisation
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Notch, dans les cellules MMGT-12 activées par du LPS (0,01 pg/mL) et prétraitées par du
RFA12 2 5.10°M.

Les analyses par RT-PCR indiquent, aprés une activation de 24 heures par du LPS, une
augmentation de l’expression des génes codant pour Notchl et Jaggedl en présence de
RFA12 (figure 15). De maniére générale, une augmentation de Notchl et Jaggedl
s’accompagne d’une production du facteur de transcription Hesl. En effet, nous observons

bien I’augmentation de Hes1 en présence de RFA12.

LPS +
RFA12

Hes1

Ctrl LFS RFA12

p-Actine —— —_— e e m—

Figure 15 : Analyse par RT-PCR de leffet du RFA12 sur I’expression du taux de transcription de I’ARN,, de
Notchl, Jaggedl et Hes1 dans les cellules MMGT-12 apres 24h d’incubation en présence ou absence de LPS
(0,01 pg/mL). Le nombre de cycle de PCR est de 30 pour Notchl, de 32 pour Jagged1, de 36 pour Hes1 et de 25

pour la B-actine.

Ces résultats montrent que le RFA12 a un effet sur la voie de signalisation Notch. Ainsi, la
modulation de I’activation microgliale observée pour le RFA12 est probablement li¢e a une
augmentation de ’activité de la voie de signalisation Notch.

B. La voie Notch et les neurosphéres

L’effet du RFA12 dans les neurospheres est étudié par analyse RT-PCR. Les changements
concernant I’expression des genes codant pour Notchl, Hes1 et HesS, impliqués dans la voie
Notch, et Mashl (géne pro-neural) et la P-tubuline (geéne de différenciation) dans les
neurosphéres traitées avec du RFA12 & 5.10°M aprés 48 heures, sont représentés sur la figure
suivante (figure 16).

En présence de RFA12, les génes codant pour le récepteur Notchl et les facteurs nucléaires de
transcription Hesl et Hes5 sont diminués par rapport au contrdle. Ces diminutions
s’accompagnent de I’augmentation des génes codant pour Mashl et la B-tubuline.

La diminution du taux de transcription de Notch1 était attendue dans la mesure ou 1’activation

de Notchl favorise la gliogenese (formation de cellules gliales). Cette diminution

134



Chapitre Il : Etudes biologiques

s’accompagne donc de celle des facteurs de transcription Hes1 et Hes5, puisque ces derniers
ne sont activés que lorsque Notchl est exprimé. Les protéines Hes ont pour réle de réprimer
entre autre le geéne pro-neural Mashl intervenant dans la neurogenése, ce qui explique

I’augmentation observée pour le taux de transcription de Mashl.

Ctrl RFA12
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Figure 16 : Analyse par RT-PCR de leffet du RFA12 sur I’expression du taux de transcription de I’ARN,, de
Notchl, Hesl, Hes5, Mashl1 et de la tubuline dans les neurosphéres apres 48h d’incubation. Le nombre de cycle
de PCR est de 30 pour Notchl, de 36 pour Hesl et Hes5, de 30 pour Mash1, de 28 pour la f-tubuline et de 25

pour la B-actine.

Les résultats obtenus montrent que les augmentations du nombre de neurones et de la
différenciation, observées en présence de RFA 12, proviennent d’une diminution d’activité de
la voie de signalisation Notch (diminution du récepteur Notchl). Le RFA12 semble rendre la
voie Notch moins fonctionnelle. Des études plus poussées permettront d’élucider le

mécanisme mis en jeu par nos composes.

.
VII. Conclusion
Les différentes études biologiques réalisées ont permis de montrer que certains de nos
composés présentent les activités biologiques recherchées, a savoir des propriétés anti-
inflammatoires et neuroprotectrices combinées a des propriétés neurorégénératrices.
Les RFA se sont révélés étre des anti-oxydants aussi puissants que le resvératrol.

D’autre part, les RFA10 et RFA12 se sont avérés étre des modulateurs de 1’activation

microgliale. Ils permettent de réduire les taux de nitrite et de TNF-a dans les cellules
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MMGT-12. Ces deux molécules sont également capables d’augmenter la capacité
phagocytaire des MMGT-12.

Par ailleurs, les RFA12 et RFA14 sont capables d’augmenter le nombre de neurones et la

différenciation dans les neurosphéres a la concentration de 10°M.

Nous avons donc synthétisé des composés, notamment le RFA12, combinant I’effet

neuroprotecteur et neurorégénérateur.

Nous avons également pu mettre en évidence que le mode d’action des RFA, probablement

mis en jeu au cours de la modulation de 1’activation microgliale ainsi que de la différenciation

cellulaire, passait par la voie de signalisation Notch.

[1]

[2]

[3]

[4]

[3]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

Références bibliographiques

Biers, T. W.; Desmaretz, C.; Vanmechelen, E., Generation and characterization of
mouse microglial cell lines., J. Neuroimmunol., 1994. 52, 153-164.

Hemmer, K.; Fransen, L.; Vanderstichele, H.; Vanmechelen, E.; Heuschling, P., An in
vitro model for the study of microglia-induced neurodegeneration: involvement of
nitric oxide and tumor necrosis factor-o.., Neurochem. Int., 2001. 38, 557-565.

Gage, F. H. Mammalian neural stem cells., Science, 2000. 287, 1433-1438.

Johansson, C. B.; Momma, S. Clarke, D. L.; Risling, M.; Lendahl, U.; Frisen, J.
Identification of neural stem cell in the adult mammalian central nervous system.,
Cell, 1999. 96, 25-34.

Reynolds, B. A.; Weiss, S. Generation of neurons and astrocytes from isolated cells of
the adult mammalian central nervous system., Science, 1992. 255, 1707-1710.
Artavanis-Tsakonas, S.; Rand, M. D.; Lake, R. J. Notch signaling: cell fate control and
signal integration in development. Science, 1999. 284, 770-776.

Yoon, K.; Gaiano, N. Notch signalling in the mammalian central nervous system:
insights from mouse mutants., Nat. Neurosci., 2005. 8, 709-715.

Tanigaki, K.; Nogaki, F.; Takahashi, J.; Tashiro, K.; Kurooka, H.; Honjo, T. Notchl
and Notch3 instructively restrict bFGF-responsive multipotent neural progenitor cells
to an astroglial fate., Neuron, 2001. 29, 45-55.

Grandbarbe, L.; Heurtaux, T.; Hemmer, K.; Morga, E.; Heuschling, P. Notch signaling
modulates the activation of microglial cells., soumis.

Lee, S. E.; Hwang, H. J.; Ha, J.-S.; Jeong, H.-S.; Kim, J. H. Screening, of medicinal
plant extracts for antioxydant activity., Life Sciences, 2003. 73, 167-179.

136



Chapitre Il : Etudes biologiques

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

Alonso, A. M.; Dominguez, C.; Guillen, D. A.; Barroso, C. G. Determination of
antioxidant power of red and white wines by a new electrochemical method and its
correlation with polyphenolic content., J. Agric. Food. Chem., 2002. 50, 3112-3115.
Stojanovié, S.; Brede, O. Elementary reactions of the antioxidant action of trans-
stilbene derivatives: resveratrol, pinosylvin and 4-hydroxystilbene., Phys. Chem. Phys.
Chem., 2002. 4, 757-764.

Kopec, K. K.; Caroll, R. T. Alzheimer’s f-Amyloid Peptide 1-42 Induces a Phagocytic
Response in Murine Microglia., J. Neurochem., 1988. 71, 2123-2131.

Grandbarbe, L.; Bouissac, J.; Rand, M. D.; Hrabe de Angelis, M.; Artavanis-Tsakonas,
S.; Mohier, E. Delta-Notch signaling controls the generation of neurons/glia from
neural stem cells in a stepwise process., Development, 2003. 130, 1391-1402.
Gonzalez de Aguilar, J. L.; Girlanda-Junges, C.; Coowar, D.; Duportail, G.; Loeffler,
J. P.; Luu, B. Neurotrophic activity of 2,4,4-trimethyl-3-(15-hydroxypentadecyl)-2-
cyclohexen-1-one in cultured central nervous system neurons., Brain Res., 2001. 920,
65-73.

137



Conclusion generale
et
Perspectives




Conclusion générale et perspectives

Les objectifs de ce travail de these étaient :

1. de synthétiser une nouvelle classe de molécules : les alcools gras resvératroliques, les RFA
(schéma 1). Ce sont des molécules hybrides contenant le noyau du resvératrol et une longue
chaine w-hydroxylée.

n=10a18

Rl! R2 = H, Me
Rs = H, OH, OMe

Schéma 1 : Structure des différents RFA.

2. d’étudier la capacité anti-oxydante des différents RFA synthétisés

3. d’évaluer le potentiel des différents alcools gras resvératroliques a moduler les processus
inflammatoires au sein du systéme nerveux central

4. de déterminer la capacité de nos composés a générer de nouvelles cellules nerveuses ou
d’induire la différenciation de précurseurs cellulaires en cellules nerveuses matures

fonctionnelles.

I. Synthése organique

Plusieurs séries de RFA ont été synthétisées (schéma 2). Leur synthése est principalement
basée sur deux étapes clé. Un couplage de Sonogashira permettant de greffer la chaine -
hydroxylée et une réaction de Wadsworth-Emmons formant la double liaison carbone-carbone
de configuration trans permettant d’accéder a la structure de base des stilbénes comme le

resvératrol.

Cette stratégie de synthése nous a permis d’obtenir cinq séries de RFA diversement
méthoxylés avec des rendements globaux satisfaisants variant de 27 a 48% sur 9 étapes.

Les dérivés entierement déméthylés, a savoir les RFA, ont été obtenus aprés déprotection des
analogues méthoxylés avec des rendements trés variables (46 a 76%). Par ailleurs, les RFA
tétrahydroxylés n’ont pu étre obtenus en raison de leur dégradation au cours de 1’étape de
déprotection.
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(CHZ)n O (CHZ)n (CHZ)n
X OMe OMe
MeO MeO
Me

RFA : 111 a 116 3,4' 5-MRFA : 87 a93 3,3',4' 5-MRFA : 94 2 98
n=10a18
(CH2)12 O (CH2)11 (CH2)12
OMe X OMe
MeO HO
R
2',3,4',5-MRFA12 : 99 RFC12: 148 = 3,5-MRFA12 : 108

R OH 3'-OH-3,5-MRFA12 : 109
Schéma 2 : Structure des RFA synthétisés.

Nous avons donc développé une nouvelle voie de synthése nous permettant de contourner les
difficultés lies a la déprotection des groupements méthoxy. Nous avons ainsi porté notre
choix sur une synthése compatible avec 1’utilisation du groupement acétate pour la protection
des fonctions hydroxyles.

Afin de greffer la chaine w-alcanol, nous avons a nouveau fait appel a la réaction de
Sonogashira, dans la mesure ou elle s’¢tait avérée tres efficace dans la premiere synthese. La
formation de la double liaison carbone-carbone trans est réalisée grace a un couplage de Heck
décarbonylant entre un chlorure d’acide portant la chailne latérale et un acétoxystyréne
diversement substitué. A ce jour, cette synthése a pu étre optimisée jusqu’a 1’obtention du
chlorure d’acide portant la chaine m-hydroxylée protégée, nécessaire au couplage de Heck.

Celui-ci a été obtenu avec un bon rendement de 56% sur six étapes.

Etudes biologiques

L’évaluation des capacités anti-oxydantes des différents alcools gras resvératroliques a permis
de montrer que les dérivés méthoxylés présentent une faible capacité anti-oxydante dans nos
conditions expérimentales, ¢’est-a-dire in vitro, alors que les dérivés entierement déméthylés,
les RFA, ont un fort pouvoir anti-oxydant, comparable a celui du resvératrol. Nous avons

donc confirmé que les fonctions hydroxyles libres sont nécessaires a 1’activité anti-oxydante.
Les études concernant 1’activation microgliale, réalisées sur les cellules MMGT-12, ont

permis de montrer que les RFA sont capables de moduler I’activation microgliale. En effet,
les RFA10 et RFA12 permettent des diminutions des taux de nitrite (40 et 50%) et de TNF-a
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(30 et 20%) produits par la microglie activée plus importantes que celles observées pour le
resvératrol. De plus, ces deux composés augmentent la capacité phagocytaire des cellules
MMGT-12.

Ces ¢études nous ont permis de mettre en évidence que les composés synthétisés présentent un
fort potentiel anti-inflammatoire. Par ailleurs, nous avons montré que cette activité est
directement reliée a la longueur de la chaine latérale puisque les composés les plus actifs
comportent 10 (RFA10) et 12 (RFA12) atomes de carbone.

L’effet neurorégénérateur de nos molécules a été évalué a 1’aide du modele des neurospheres
(cultures cellulaires de cellules souches neurales de souris). Nous avons plus particuliérement
étudié la capacité de nos composés a induire la différenciation des cellules souches neurales
en un type cellulaire nerveux donné. De cette étude est ressorti que les RFA12 et RFA14 sont
capables d’augmenter la différenciation des neurosphéres en neurones matures a la
concentration de 107 M de 160% par rapport au contrdle. Nous avons également montré que
la longueur de la chaine latérale ainsi que la présence de la fonction w-alcanol, sont cruciales

pour I’activité neurotrophique.

L’étude du mode d’action de nos composés, notamment du RFA12, sur la modulation de
’activation microgliale ainsi que sur I’induction de la différenciation cellulaire, nous a permis
de postuler en faveur d’une implication de la voie de signalisation Notch.

Nous avons observé que le RFA12 a un effet opposé suivant le type cellulaire. En effet, le
comportement du RFA12 dans les cellules MMGT-12 et dans les neurospheres, sur les taux
des facteurs de transcription Hes, sont opposés. Cette observation « curieuse » peut étre lié a

un dialogue différent des voies de signalisation entre ces deux types cellulaires.

Les différentes études biologiques ainsi menées, indiquent que nous avons synthétisé des
agents, les RFA, combinant une forte capacité anti-oxydante et anti-inflammatoire, ainsi
qu’une activité neurorégénératrice intéressante. Les activités biologiques des RFA et plus
particulierement du RFAI12, font de cette nouvelle classe de composés des agents
thérapeutiques potentiels pour le traitement des différentes pathologies du systéme nerveux

central.
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I11. Perspectives
En chimie :

Nous envisageons de terminer la mise au point de la nouvelle voie de synthése des alcools

gras resvératroliques et plus particuliérement des RFA tétrahydroxylés.

La synthése d’analogues phosphorylés du RFA12 est également envisagée afin d’apporter une
plus grande solubilit¢ dans les solvants polaires, nécessaire a la réalisation de tests

biologiques sur des animaux.

En biologie :

Des études supplémentaires seront effectuées afin d’obtenir de plus amples informations sur
le mode d’action des RFA. L’objectif premier est d’élucider la cible de nos composés au
niveau cellulaire. Nos études préliminaires nous ont révélé que la voie de signalisation Notch
serait impliquée dans le fonctionnement de nos produits. Cette voie de signalisation est
fortement impliquée dans le développement du cerveau ainsi que dans plusieurs pathologies
humaines telle que le cancer. Il serait intéressant d’élucider les diverses étapes de cette voie

de signalisation et de comprendre son fonctionnement.

Il s’agira également d’approfondir les tests liés a la capacité phagocytaire des cellules
MMGT-12 en présence des RFA.

A plus long terme, des études des RFA sur un modele animal de sclérose en plaques sont

¢galement envisagées.
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Préparation des solvants et réactifs

Tous les solvants sont distillés sous argon sur un réactif approprié : benzophénone / sodium
(THF, éther), CaH, (CH,Cl,, MeOH, NEts, xyléne) ou achetés sur tamis moléculaires (DMF,
DMSO). Le THF et I'éther sont toujours distillés avant chaque utilisation, sans que cela ne

soit précisé dans les modes opératoires qui suivent.

Toutes les réactions sensibles a 1'humidité sont conduites sous argon, dans de la verrerie

préalablement séchée a I'étuve (110°C, 2 a 3h) ou flambée sous vide a I'aide d'un bec Bunsen.

Les lithiens d'alkyles en solution dans l'hexane sont dosés avant chaque utilisation par la
méthode décrite par Suffert (J. Org. Chem. 1989, 54, 509).

Purification des produits

Les chromatographies préparatives sur colonne de silice sont effectuées sur gel de silice
0,040-0,063 mm (Merck). Le mélange de produits a séparer est déposé sur colonne soit
adsorbé sur une quantit¢ minimale de silice 0,063-0,200 mm (Merck), soit dilué¢ dans un
minimum d'éluant puis chromatographié soit sous pression moyenne d'air comprimé
(chromatographie flash) soit sous pression atmosphérique (chromatographie

gravitationnelle)
Caractérisation des produits

Point de fusion
Les points de fusion sont mesurés sur un microscope a plaque chauffante Reichert et ne sont
pas corrigés. Les deux valeurs citées correspondent respectivement aux températures de début
et de fin de fusion.

Chromatographie sur couche mince (CCM)
Les chromatographies sur couche mince sont effectuées sur plaques préenduites de gel de

silice 60F254 Merck (épaisseur de la couche 0,25 mm). Apreés é€lution, les plaques sont

révélées en UV (254 nm), a l'iode ou trempées dans une solution de vanilline (1 g/L) dans un
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mélange EtOH/H,SO4 (95/5, v/v), puis chauffées pendant quelques minutes sur une plaque
chauffante (180-200°C).

La rétention frontale (Rf) est calculée en faisant le rapport entre la hauteur au milieu de la

tache et la hauteur du front de 1'éluant par rapport a la ligne de base.

Résonance magnétique nucléaire du proton (RMN *H)

Les spectres sont enregistrés sur des spectromeétres Bruker Advance 300 (300 MHz) avec pour
référence interne le résidu non deutérié¢ du solvant utilisé (CDCl; : 7,26 ppm, CD;0D : 3,34
ppm). Les déplacements chimiques & sont exprimés en ppm par rapport au signal du TMS. La
description des spectres utilise les abréviations suivantes : s (singulet), d (doublet), dd
(doublet dédoublé), t (triplet), td (triplet dédoublé), q (quadruplet), qn (quintuplet), qnd
(quintuplet dédoublé), m (multiplet). J est une constante de couplage exprimée en Hertz (Hz).

Résonance magnétique nucléaire du carbone (RMN *3C)

Les spectres sont enregistrés sur des spectrométres Bruker Advance 300 (75 MHz) avec pour
référence interne le résidu non deutérié du solvant utilisé (CDCl; : 77,4 ppm, CD;0D : 49,86
ppm). Les déplacements chimiques & sont exprimés en ppm par rapport au signal du TMS. La
nature des différents carbones (méthyle, méthyléne, méthine ou sans proton) est déterminée
par des séquences de transfert de polarisation du °C vers le 'H (séquence DEPT). Nous avons
attribué les signaux par comparaison avec des composés présentant des analogies structurales.
Ce procédé, loin de conduire a une attribution absolue, ne met pas a l'abri d'interprétations

erronées.

Résonance magnétique nucléaire du phosphore (RMN *!P)

Les spectres sont enregistrés sur des spectrométres Bruker Advance 300 (121,5 MHz) avec

pour référence externe 1’acide phosphorique. Les déplacements chimiques sont exprimés en
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Infra-rouge (IR)
Les spectres sont réalisés sur un spectrométre Perkin-Elmer (FT-IR System Spectrum BX
laser classe 2 He Ne 633 nm < 0,4 mW) a partir des différents produits sous forme solide. Les
différentes absorptions (v en cm™) sont déduites de ces spectres.

Spectrométrie de masse (SM)
Les spectres de masse sont mesurés sur un spectrometre MicroTOF Daltonics Electrospray et

un spectrométre AutoSpecE FAB™ ou FAB en introduction directe.

Nous indiquons le pic moléculaire ainsi que la masse exacte (HRMS).
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1.14-Tétradécanediol 13

H

HOLC _COM LiAIH,, THF

HO O
(CHZ)lZ 0°C — ta, 17h \(CHZ)ﬁ

7 13

A une solution refroidie a 0°C d’acide 1,12-dodécanedioique 7 (2,5 g ; 9,68 mmol ; 1 éq) dans
le THF (150 mL) est ajouté¢ de I’hydrure mixte de lithium et d’aluminium (0,73 g; 19,36
mmol ; 2 éq) par petites quantités. Le mélange réactionnel est laissé agiter a température
ambiante. Apres 17 heures, le mélange réactionnel est versé dans une solution aqueuse de
tartrate de sodium a 5% (150 mL) puis extrait avec de 1’¢ther (3x150 mL). Les phases
organiques sont réunies, lavées avec une solution saturée de NaCl (150 mL), séchées sur
MgSQOy, filtrées et évaporées pour donner 2,04 g de cristaux blancs.

Rendement : 90%

Formule brute : C,4H3,0;

PM : 230,39

CCM : (heptane-AcOEt : 1-9) Rf=0,4
Point de Fusion : 86-87°C

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 1,28 (s large, 20H, H-3 a H-12) ; 1,56 (qn, ] = 6,6 Hz, 4H, H-
2 et H-13); 3,64 (t, ] = 6,6 Hz, 4H, H-1 et H-14).

RMN C (75 MHz, CDCl3) & : 26,5 (C-3 et C-12) ; 29,9 (C-4 & C-11) ; 33,7 (C-2 et C-13) ;
62,1 (C-1 et C-14).

1.16-Hexadécanediol 14

HO OH
~(CHY)16

14

Le composé 14 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 13.
e Oxacycloheptadécan-2-one 8 (5,7 g ; 22,4 mmol ; 1 €q)
e hydrure mixte de lithium et d’aluminium (0,85 g ; 22,4 mmol ; 1 éq)
e THF (150 mL)

Rendement : 93%
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Formule brute : C;sH340;

PM : 258,43

CCM : (heptane-AcOEt : 1-9) Rf=0,3
Point de Fusion : 90-91°C

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & : 1,28 (s large, 24H, H-3 a H-14) ; 1,56 (qn, J = 6,6 Hz, 4H,
H-2 et H-15) ; 3,64 (t, ] = 6,6 Hz, 4H, H-1 et H-16).

RMN *C (75 MHz, CDCls) 5 : 26,5 (C-3 et C-14) ; 29,9 (C-4 & C-13) ; 33,7 (C-2 et C-15) ;
62,1 (C-1 et C-16).

12-Bromododécan-1-o0l 19

HBr,, 48%
H _OH ag. 7O

(@] H
“(CHL)1

BI’\

(0]
7
Cyclohexane, A, 6h (CH2)1,

12 19

HBr a 48% dans I’eau (77 mL ; 0,46 mol ; 15 éq.) est additionnée a une solution de 1,12-
dodécan-ol 12 (6,15 g; 30,4 mmol; 1 éq.) dans du cyclohexane (140 mL). Le mélange
hétérogene est chauffé a reflux. Aprés 6h, la phase aqueuse est extraite avec de 1’éther (3x100
mL). Les phases organiques sont successivement réunies, lavées avec une solution saturée de
Na,COs, séchées sur MgSO,, filtrées et évaporées. Le brut réactionnel est purifié par
chromatographie flash sur gel de silice (éluant : hexane-AcOEt : 6-4) pour donner 7,06 g d’un
solide blanc.

Rendement : 85%

Formule brute : C;;H,sBrO

PM : 265,23

CCM : (hexane-AcOEt: 6-4) Rf =0,4
Point de fusion : 29-30°C

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 1,26 (s large, 16H, H-3 a H-10) ; 1,56 (m, 2H, H-2) ; 1,85 (q,
J=6,8 Hz, 2H, H-11) ; 3,40 (t, ] = 6,8 Hz, 2H, H-12) ; 3,63 (t, J = 6,4 Hz, 2H, H-1).

RMN C (75 MHz, CDCL3) §: 25,5 (C-3); 28,2 (C-11); 28,7 (C-10) ; 29,4 (C-4 & C-9)
32,8 (C-2) ; 33,8 (C-12) ; 63, (C-1).
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Les molécules 15, 16, 17, 20 et 21, analogues a 19 mais avec différentes longueurs de chaine,
sont obtenues suivant le méme procédé que celui décrit pour 19. Les quantités de réactifs

utilisés sont indiquées dans le tableau suivant (n = nombre d’atomes de carbone de la chaine) :

Diol HBr Hexane Produit
n g(1¢q) mL (15 €q) mL g
(mmol) (mmol) (Rendement %)
9 15
8 62¢g 1?654r0n)L 210 mL 6.2 ¢
(42,4) (70%)
10 16
9 5g 5(;3% 150 mL 419 ¢
(22,4) (84%)
11 17
10 | 52 7(25“01? 150 mL 6,5 g
(29,8) (91%)
13 20
14 6,5 ¢ 7(22“8? 140 mL ar
(28,2) (85%)
14 21
16 54¢ 5(2 g)L 110 mL 523 ¢
(20,9) (78%)

Les spectres RMN 'H et RMN "°C sont identiques a ceux obtenus pour 19, avec a chaque fois
+/- 2H ou 4H a 1,26 ppm et +/- 1C ou 2C entre 28,9 et 29,4 ppm correspondant aux CH,

supplémentaires.

Produit «
) Formule brute PM Rf Point de fusion
n
15
(8) CsH7BrO 209,12 0,2 -
16 CoH9BrO 223,15 0,2
(9) 91119 5 5
17 CioH2BrO 237,18 0,2
(10) 1021 br 5 5 -
20
(14) Ci14Hy9BrO 293,28 0,4 40-41°C
21
(16) C16H33BrO 307,31 0,5 50-51°C

* ¢luant pour les CCM : hexane-AcOEt : 7-3
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(12-Bromododécvloxy)(tert-butyl)diméthylsilane 26

TBDMSCI, Imidazole

CH2C|2, ta, 3h
19 26

Br\ OH

Br OTBDMS
(CHL)12 >

(CHL)1

Le chlorure de tert-butyldiméthylsilyle (5,61 g ; 37,3 mmol ; 1,5 éq.) et I’'imidazole (2,54 g ;
37,3 mmol ; 1,5 €éq.) sont ajoutés a une solution de 12-bromododécan-1-ol 19 (6,6 g; 24,9
mmol ; 1 éq.) dans du dichlorométhane (60 mL) & température ambiante. Apres 4h, le
mélange réactionnel est versé dans une solution saturée de NH4Cl (100 mL) puis extrait avec
de I’éther (3x100 mL). La phase organique est lavée avec une solution saturée de NaCl,
séchée sur MgSOy, filtrée puis évaporée. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie
sur gel de silice (¢luant hexane-AcOEt : 95-5) pour donner 9,17 g d’une huile incolore.
Rendement : 99%

Formule brute : C13H;39BrOSi
PM : 379,49
CCM : (hexane-CH,Cl, : 8-2) Rf =0,5

RMN 'H (300 MHz, CDCls) § : 0,04 (s, 6H, CH;Si) ; 0,89 (s, 9H, CH;C) ; 1,27 (s large, 16H,
H-3 4 H-10); 1,39 a 1,53 (m, 2H, H-2) ; 1,85 (qn, J = 6,9 Hz, 2H, H-11) ; 3,40 (t, J = 6,9 Hz,
2H, H-12) ; 3,59 (t, ] = 6,6 Hz, 2H, H-1).

RMN *C (75 MHz, CDCly) & : -5,2 (CH5Si) ; 18,4 (CSi) ; 26,0 (CH;C) ; 28,2-29,6 (C-2 a C-

10); 32,9 (C-11) ; 34,0 (C-12) ; 63,4 (C-1).

Les molécules 23 a 25, 27 et 28, analogues a 26 mais avec différentes longueurs de chaine,
sont obtenues suivant le méme procédé que celui décrit pour 26. Les quantités de réactifs

utilisés sont indiquées dans le tableau suivant :
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Bromoalcool TBDMSCI1 Imidazole Produit
, , , CH,Cl,
n g(1eq) g(l5¢q | g(l.5¢q) mL g
(mmol) (mmol) (mmol) (Rendement %)
15 22
8 32¢ ?5;50% (12’260*‘%) 50 mL 48 ¢
(15,3) : : (97%)
16 23
9 572 ¢ (53; igg) (23’861855) 65 mL 8,46 ¢
(25,6) : : (98%)
17 24
10 6,0 g (277 %g) (23’76%(% 85 mL 8,5¢
0
(25.3) : : (96%)
18 25
11 3,0 ¢ (21’7688 gg) (1172 ;; f) 30 mL 426¢g
(11,9) ’ ’ (98%)
20 27
14 6,7 ¢ (‘;’39 92 f) (%’3?62 f) 70 mL 9,17 g
(22,84) ’ ’ (98%)
21 28
16 46¢ (32’?(;5;) (12’;‘65 6‘5) 35 mL 581 ¢
(14,3) : : (93%)

Les spectres RMN 'H et RMN "°C sont identiques a ceux obtenus pour 26, avec a chaque fois
+/- 2H ou 4H a 1,26 ppm et +/- 1C ou 2C entre 28,9 et 29,4 ppm correspondant aux CH,

supplémentaires.

Produit *
Formule brute PM Rf

(n)
22 .
(8) C]4H31BI‘OSI 323,38 0,6
23 .
9) CisH33BrOS1 337,41 0,6
24 C16H35BrOSi 351,44 0,6
(10) 161135D1TUS1 5 5
25
(11) C17H37,BrOSi 365,46 0,6
27 .
(14) C20H43BI"OSI 407,54 0,7
28 .
(16) C22H47B1"OSI 435,60 0,7

* ¢luant pour les CCM : hexane-AcOEt : 98-2
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tert-Butyl(tétradéc-13-ynvloxy)diméthvlsilane 33

— i .H,NCH,CH,NH,. DMSO §
OTBDMS 2NEFC MM, N
(CHY)T ~
0°C— ta, 16h
o6 33

Br_ OTBDMS

(CH2)12

Une solution de (12-bromododécyloxy)(tert-butyl)diméthylsilane 26 (5 g; 13,18 mmol ; 1
€q.) dans le DMSO (5 mL) est ajoutée goutte a goutte a une solution d’acétylure de lithium
(1,82 g; 19,76 mmol ; 1,5 éq.) dans le DMSO (10 mL) refroidie a 0°C. Le mélange
réactionnel est laissé agiter & température ambiante pendant 16h. Le mélange réactionnel est
versé dans une solution saturée de KCl (100 mL) puis extrait a I’hexane (3x100 mL). La
phase organique est lavée, séchée sur MgSQO,, filtrée et évaporée. Le brut réactionnel est
purifié par chromatographie sur gel de silice (¢luant hexane-CH,Cl, : 8-2) pour donner 3,61 g
d’une huile incolore.

Rendement : 84%

Formule brute : Con4oOSi
PM : 324,62
CCM : (heptane-CH,Cl, : 8-2) Rf=0,4

RMN 'H (300 MHz, CDCl5) 8 : 0,04 (s, 6H, CH;Si) ; 0,90 (s, 9H, CH;C) ; 1,27 (s large, 16H,
H-3 4 H-10) ; 1,38 4 1,59 (m, 4H, H-2 et H-11) ; 1,93 (t, ] = 2,6 Hz, 1H, H-14) ; 2,18 (td, J =
2,6 Hz et J = 6,9 Hz, 2H, H-12) ; 3,59 (t, ] = 6,6 Hz, 2H, H-1).

RMN C (75 MHz, CDCl3) & : -5,2 (CH;Si) ; 18,4 (CSi et C-12) ; 26,0 (CH;C) ; 25,8-29,9

(C-3aC-11);32,9(C-2) ;63,4 (C-1) ; 68,0 (C-14) ; 84,8 (C-13).

Les molécules 29 a 32, 34 et 35, analogues a 33 mais avec différentes longueurs de chaine,
sont obtenues suivant le méme procédé que celui décrit pour 33. Les quantités de réactifs

utilisés sont indiquées dans le tableau suivant :

150



Partie Expérimentale

Bromoalcool Acétylure de Produit
n silylé lithium DMSO g
g(1¢éq) g (1,5¢q) mL (total) (Rendement %)
(mmol) (mmol)
22 29
8 475 ¢ %5330% 16 mL 3,10 g
(14,7) : (78%)
23 30
9 843 ¢ ?54;75% 31 mL 536 g
(25,0) : (76%)
24 31
10 11,99 g ‘(‘37112*% 40 mL 8,76 o
(34,1) : (87%)
25 32
11 424 ¢ ;i671 4§ 15 mL 3,06 g
(11,6) : (85%)
27 34
14 2,55 ¢ (()58379% 8 mL 1,90 g
(6,26) : (86%)
28 35
16 348 o zilzloﬁ 10 mL 2,76 ¢
(8,00) : (91%)

Les spectres RMN 'H et RMN "°C sont identiques a ceux obtenus pour 33, avec a chaque fois
+/- 2H ou 4H a 1,26 ppm et +/- 1C ou 2C entre 28,9 et 29,4 ppm correspondant aux CH;

supplémentaires.

Produit .
) Formule brute PM Rf
n
29 .
(8) Ci6H3,0S1 268,51 0,3
30 .
9) C17H340S1 282,54 0,3
31
(10) C1gH360Si1 296,56 0,3
32 .
(1 1) C19H38081 3 10,59 0,4
34 )
(14) C22H44OSI 352,67 0,5
5
(?6) C4H450S1 380,72 0,5

* ¢luant pour les CCM : heptane-CH,Cl, : 9-1
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Acide 3,5-dihydroxy-4-iodobenzoique 37

CO,H COyH
NIS, MeOH
0°C— ta, 5h
HO OH HO OH
|
36 37

Une solution de N-iodosuccinimide (5 g ; 22,2 mmol ; 1,05 €q.) dans le méthanol (15 mL) est
ajoutée goutte a goutte a une solution d’acide 3,5-dihydroxybenzoique 36 (3,26 g; 21,2
mmol ; 1 €q.) dans le méthanol (13 mL) refroidie a 0°C. Le mélange réactionnel est laissé
agiter a température ambiante pendant 3h. Le mélange est ensuite versé¢ dans de I’eau froide
(13 mL) puis dans une solution aqueuse de Na,SOs a 5% (20 mL). La phase aqueuse est
extraite avec de 1’éther (3x100 mL). La phase organique est lavée avec une solution saturée de
NaCl (100 mL), séchée sur MgSOQsy, filtrée et évaporée pour donner 5,37 g d’un solide blanc.
Rendement : 90%

Formule brute : C;Hs1O4
PM : 280,02

CCM : (AcOEt) Rf=0,1
Point de fusion : 225-228°C

RMN 'H (300 MHz, CDCL3) & : 2,67 (s, 1H, Hacice) ; 4,91 (s, 2H, OH) ; 6,98 (s, 2H, H-2 et
H-6).

RMN C (75 MHz, CDCls) & : 80,3 (C-4) ; 106,2 (C-2 et C-6) ; 131,8 (C-1) ; 158,0 (C-3 et
C-5); 168,1 (CO).

4-Iodo-3.5-diméthoxvbenzoate de méthyle 38

CO,H CO,Me
|\/|92804y K2CO3
Acétone, A, 4h

HO OH MeO OMe

37 38
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Du carbonate de potassium (12 g; 85,8 mmol ; 5,6 éq.) et du diméthylsulfate (12,6 g ; 99,6
mmol ; 6,5 €q.) sont ajoutés a une solution d’acide 3,5-dihydroxy-4-iodobenzoique 37 (4,3 g ;
15,3 mmol ; 1 éq.) dans I’acétone (48 mL). Le mélange réactionnel est chauffé a reflux
pendant 4h. Du méthanol (26 mL) est ajouté et le reflux est maintenu 1h supplémentaire. Le
mélange est versé dans une solution saturée de NH4Cl1 (100 mL) puis extrait avec de 1’éther
(3x100 mL). La phase organique est séchée sur MgSQ,, filtrée puis évaporée. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie sur gel de silice (¢luant heptane-AcOEt : 6-4) pour
donner 4,66 g d’un solide blanc.

Rendement : 95%

Formule brute : C;oH;;104

PM : 322,10

CCM : (heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,4
Point de Fusion : 135 °C

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) § : 3,93 (s, 3H, OMe) ; 3,94 (s, 6H, OMe) ; 7,16 (s, 2H, H-2 et
H-6).

RMN C (75 MHz, CDCL3) § : 52,4 (OMe) ; 56,8 (OMe) ; 84,3 (C-4) ; 104,7 (C-2 et C-6) ;
131, 8 (C-1) ; 159,5 (C-3 et C-5) ; 166,6 (CO).

4-(14-(tert-Butyldiméthvlsilyloxy)tétradéc-1-ynyl)-3.5-diméthoxybenzoate de méthvyle 43

CO,Me
CO,Me

MeO OMe Ziz EtzN, A, 24h I
|
38 33 43 N(CHy OTEOMS

Du PdCl,(PPhs), (200 mg ; 0,28 mmol ; 0,07 éq.) et I’iodure de cuivre (0,055 g ; 0,28 mmol ;
0,07 éq.) sont ajoutés a une solution de 4-iodo-3,5-diméthoxybenzoate de méthyle 38 (1,3 g;
4,04 mmol; 1 éq.) dans la trié¢thylamine (11 mL). Le mélange réactionnel est agité a
température  ambiante pendant 10 minutes, puis du tert-butyl(dodécan-13-
ynyloxy)diméthylsilane 33 (1,97 g ; 6,05 mmol ; 1,5 €q.) est ajouté. Aprés 48h de chauffage a
reflux, le mélange est versé dans une solution saturée de NH4Cl (100 mL) puis extrait avec de
I’acétate d’éthyle (3x100 mL). La phase organique est lavée avec une solution saturée de

NaCl, séchée sur MgSO,, filtrée et évaporée. Le brut réactionnel est adsorbé sur silice
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(200 pm) avant d’étre purifié par chromatographie sur gel de silice (éluant heptane-AcOEt :
9-1) pour donner 1,31 g d’une huile jaune.
Rendement : 65%

Formule brute : C3oHs005Si
PM : 518,80
CCM : (¢éluant heptane-AcOEt : 8-2) Rf = 0,4

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 8 : 0,04 (s, 6H, CH;Si) ; 0,89 (s, 9H, CH;C) ; 1,27 (s large, 16H,
H-5° a H-13"); 1,47 4 1,68 (m, 2H, H-4) ; 2,55 (t, J = 7,0 Hz, 2H, H-3") ; 3,59 (t, J = 6,6 Hz,
2H, H-14) ; 3,92 (s, 9H, OMe) ; 7,21 (s, 2H, H-2 et H-6).

RMN 3C (75 MHz, CDCL3) & : -5,3 (CH;Si) ; 18,4 (CSi) ; 20,3 (C-3°) ; 26,0 (CH;C) ; 28,8 &
29,5 (C-4> a C-12°); 32,9 (C-13"); 52,3 (OMe) ; 56,3 (OMe) ; 63,3 (C-14); 72,2 (C-1°) ;
102,5 (C-2°); 104,6 (C-2 et C-6); 107,0 (C-4); 129,9 (C-1); 161,0 (C-3 et C-5); 166,7
(C-7).

Les molécules 39 a 42, 44 et 45, analogues a 43 mais avec différentes longueurs de chaine,
sont obtenues suivant le méme procédé que celui décrit pour 43. Les quantités de réactifs

utilisés sont indiquées dans le tableau suivant :

Todure Aleyne | b 4 C1,(PPhy), Cul Produit
d’aryle 38 vrai 0 o Et;N
n o (1 &) o (1,7 éq) g (7mol%) | g (7 mol%) ml g
> 0
(mmol) (mmol) (mmol) (mmol) (Rendement %)
39
1,00 g 1,42 ¢ 0,152 ¢ 0,041 g
8 12 mL 0,965
(3,10) (5,.27) (0,22) (0,22) (67% )g
40
1,00 g 1,49 g 0,152 ¢ 0,041 g
9 12 mL 2,49
(3,10) (5.27) (0,22) (0,22) @ 4%%
41
3,00 g 470 g 0,458 g 0,124 g
10 35 mL 3,93
(9,31) (15.8) (0,65) (0,65) @ 6%§
42
1,00 g 1,64 0,152 ¢ 0,041 g
11 12 mL 1,04
(3,10) (5.27) (0,22) (0,22) p 6%§
44
0,900 g 1,66 ¢ 0,137 0,038 g
14 11 mL 1,14
(2,79) (4,75) (0,20) (0,20) G 5%‘%
45
1,00 g 2,00 g 0,153 g 0,041 g
16 12 mL 1,37
(3,10) (5.27) (0,22) (0,22) (77%§
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Les spectres RMN 'H et RMN "°C sont identiques a ceux obtenus pour 43, avec a chaque fois
+/- 2H ou 4H a 1,26 ppm et +/- 1C ou 2C entre 28,9 et 29,8 ppm correspondant aux CH,

supplémentaires.

Produit N
Formule brute PM Rf

(n)
39 .
(8) C26H4205SI 462,69 0,2
40 .
(9) C27H440581 476,72 0,3
“ CosH4605S1 490,75 0,3
(10) 28H46U551 ) 5
42 Co9H4505S1 504,77 0,3
(11) 29H148U551 ) 5
44 C3,H;5405S1 546,85 04
(14) 32540551 ) 5
45 C34Hs5305S1 574,91 04
(16) 34I158U501 ) 5

* ¢luant pour les CCM : heptane-AcOEt: 8-2

4-(14-(tert-Butyldiméthylsilyloxy)tétradécyl)-3.5-diméthoxybenzoate de méthyle 50

CO,Me
COZMe
0,
MeO OMe H,, Pd/C 5%
” EtOH, ta, 24h MeO OMe
OTBDMS
P
_OTBDMS (CH2)15
(CHY11
43 50

Du palladium sur charbon 5% (0,256 g ; 0,24 mmol ; 0,01 éq.) est ajouté a une solution de 4-
(14-(tert-butyldiméthylsilyloxy)tétradéc-1-ynyl)-3,5-diméthoxybenzoate de méthyle 43 (1,28
g; 2,47 mmol ; 1 éq.) dans I’éthanol (5 mL). Le mélange réactionnel est laissé agiter sous
atmosphere d’hydrogene a température ambiante. Apres 24h, le mélange est filtré sur célite.
Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur gel de silice (¢luant heptane-AcOEt :
7-3) pour donner 1,23 g d’une huile jaune.

Rendement : 95%

155



Partie Expérimentale

Formule brute : C3yHs405Si
PM : 522,83
CCM : (¢éluant heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,6

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & : 0,05 (s, 6H, CH3Si) ; 0,89 (s, 9H, CH;3C) ; 1,25 (s large, 20H,
H-3aH-12); 1,43 a 1,53 (m, 4H, H-2" et H-13") ; 2,65 (t,J = 7,2 Hz, 2H, H-1") ; 3,59 (t, J =
6,6 Hz, 2H, H-14") ; 3,85 (s, 6H, OMe) ; 3,91 (s, 3H, OMe) ; 7,22 (s, 2H, H-2 et H-6).

RMN 3C (75 MHz, CDCL3) & : -5.2 (CH;Si) ; 18,4 (CSi) ; 23,2 (C-1°) ; 25,9 (CH;C) ; 28,9 &
29,8 (C-2> 4 C-12°) ;32,9 (C-13") ; 52,1 (OMe) ; 55,8 (OMe) ; 63,4 (C-14) ; 104,9 (C-2 et C-
6) ; 125,4 (C-4) ; 128,4 (C-1) ; 158,0 (C-3 et C-5) ; 167,7 (C-7).

Les molécules 46 a 49, 51 et 52, analogues a 50 mais avec différentes longueurs de chaine,
sont obtenues suivant le méme procédé que celui décrit pour 50. Les quantités de réactifs

utilisés sont indiquées dans le tableau suivant :

Produit de
Pd/C 5% Produit
o | e O | Ron
0
(mmol) (mmol) (Rendement %)
39 46
10 0,897 ¢ (()(’)0092§ 4mL 0,841 g
(1,94) ; (93%)
40 o
11 247¢ ?(’)215 ?7%’ 10 mL 3,01 g
(5,18) , (80%)
41 18
12 372 ¢g 0(,37159)g 16 L. 301 g
(7,59) ’ (80%)
42 m
13 1,00 g ?(’)lgfﬁ 5 mL 0,847 g
(1,99) : (91%)
44 51
16 1,00 g (()61(())4(1)7§ 6 mL 0,865 g
(1,83) , (85%)
45 >
18 134 ¢ ?(’)13653% 15 mL 121 g
(2.33) ’ (90%)
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Les spectres RMN 'H et RMN "°C sont identiques a ceux obtenus pour 50, avec a chaque fois
+/- 2H ou 4H a 1,26 ppm et +/- 1C ou 2C entre 28,9 et 29,8 ppm correspondant aux CH,

supplémentaires.

Produit N
Formule brute PM Rf

(n)
46 Co6H4605S1 466,72 0,3
(10) 261146551 5 5
47
(11) C,7H4505S1 480,75 0,35
48 Cy3H5005S1 49478 0,4
(12) 28I150U591 ) )
49 Cy9Hs5,05S1 508,81 0,4
(13) 291520591 ) 5
51 )
(16) C3,H;5505S1 550,89 0,5
32 C34Hg0O5S1 578,94 0,6
(18) 34620551 5 5

* ¢luant pour les CCM : heptane-AcOEt: 8-2

(4-(14-(tert-Butyldiméthylsilyloxy)tétradécyl)-3.5-diméthoxyphényl)méthanol 57

CO,Me OH
LiAIH,, THF
MeO OMe 0°C— ta, 3h MeO OMe
(CHz)fgoTBDNIS (CHy) 1/30TBDMS
50 57

De I’hydrure mixte d’aluminium et de lithium (87 mg ; 2,3 mmol ; 1 €q.) est ajouté par petites
portions a une  solution de  4-(14-(tert-butyldiméthylsilyloxy)tétradécyl)-3,5-
diméthoxybenzoate de méthyle 50 (1,2 g; 2,3 mmol ; 1 €q.) dans le THF (9 mL) refroidie a
0°C. Le mélange réactionnel est laissé agiter a température ambiante. Apres 2h30, le mélange
est versé dans une solution aqueuse de tartrate de sodium a 10% (100 mL) puis extrait avec de
I’éther (3x100 mL). La phase organique est lavée avec une solution saturée de NaCl
(100 mL), séchée sur MgSQO,, filtrée et évaporée. Le brut réactionnel est purifi¢ par
chromatographie sur gel de silice (éluant heptane-AcOEt: 7-3) pour donner 1,05 g d’une
huile incolore.

Rendement : 92%
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Formule brute : Cy0Hs404Si
PM : 494,82
CCM : (¢éluant heptane-AcOEt : 7-3) Rf=0,3

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 0,05 (s, 6H, CH3Si) ; 0,89 (s, 9H, CH;C) ; 1,26 (s large, 20H,
H-3 a H-12°) ; 1,29 a 1,52 (m, 4H, H-2" et H-13") ; 2,60 (t, 2H, J = 7,2 Hz, H-1") ; 3,59 (t,
2H, J = 6,6 Hz, H-14’) ; 3,81 (s, 6H, OMe) ; 4,65 (s, 2H, H-7) ; 5,30 (s, OH) ; 6,55 (s, 2H, H-
2 et H-6).

RMN 3C (75 MHz, CDCL3) & : -5.2 (CH;Si) ; 18,4 (CSi) ; 22,8 (C-1°) ; 26,0 (CH;C) ; 25,8 &
29,8 (C-2” 4 C-12°) ; 32,9 (C-13") ; 55,7 (OMe) ; 63,4 (C-14") ; 65,9 (C-7) ; 102,4 (C-2 et C-
6); 119,0 (C-4) ; 139,5 (C-1) ; 158,4 (C-3 et C-5).

Les molécules 53 a 56, 58 et 59, analogues a 57 mais avec différentes longueurs de chaine,

sont obtenues suivant le méme procédé que celui décrit pour 57. Les quantités de réactifs

utilisés sont indiquées dans le tableau suivant :

Ester LiAlH,4 THF Produit
n g (1¢q) g(1eq) mL g
(mmol) (mmol) (Rendement %)
46 53
10 0,841 g 0(’?%%)*3 6 mL 0,749 g
(1,80) : (95%)
47 54
11 245 ¢ 0(’5191%)‘5 17 mL 222¢
(5,10) : (96%)
48 55
12 2,99 g 0(’62%;? 20 mL 2,71 ¢
(6,04) : (96%)
49 56
13 0,980 g ()(,;)79(;)2; 6,5 mL 0,820 g
(1,92) : (96%)
51 58
16 0,855 ¢ 0(’?65(;? 5mL 0,797 g
(1,55) : (98%)
52 59
18 0,956 g (1?6635)*‘3 7,5 mL 0,923 g
(1,65) : (99%)
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Les spectres RMN 'H et RMN "°C sont identiques a ceux obtenus pour 57, avec a chaque fois
+/- 2H ou 4H a 1,26 ppm et +/- 1C ou 2C entre 28,9 et 29,8 ppm correspondant aux CH,

supplémentaires.

Produit
Formule brute PM Rf
(n)
53 . sk
(10) C25H4604SI 43 8,72 0,2
54 . sk
(1 1) C26H4804SI 452,74 0,2
5§ . x
(12) C,7H;5004S1 466,77 0,4
56 . *
(13) CasH5,04S1 480,80 0,4
58 . sk
(16) C31Hs5304S1 522,88 0,3
59 . -
(1 8) C33H(,204Sl 550,93 0,3

* ¢luant pour les CCM : heptane-AcOEt: 6-4
** ¢luant pour les CCM : heptane-AcOEt : 7-3

4-(14-(tert-Butyldiméthvlsilyloxy)tétradécvl)-3.5-diméthoxybenzaldéhvde 64

OH H.__O
TPAP, NMO
MeO OMe CH,Cl,, 0°C— ta, 2h30 MeO OMe
(CH2)1/30TBDMS (CHz)l/g,OTBDMS
57 64

De la N-méthylmorpholine (422 mg ; 3,12 mmol ; 1,5 €q.) est ajoutée a une solution de (4-
(14-(tert-butyldiméthylsilyloxy)tétradécyl)-3,5-diméthoxyphényl)méthanol 57 (1,03 g; 2,08
mmol ; 1 éq.) dans le dichlorométhane (5 mL) en présence de tamis moléculaire 4A (500
mg/mmol). Du tétra-n-propylammonium perruthénate (37 mg; 0,10 mmol ; 0,05 €q.) est
ajouté par petites portions au mélange refroidi a 0°C. Le mélange réactionnel est laiss¢ agiter
a température ambiante pendant 2h puis filtré sur célite. Le brut réactionnel est purifié par
chromatographie sur gel de silice (¢luant heptane-AcOEt : 7-3) pour donner 855 mg d’une
huile incolore.

Rendement : 85%
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Formule brute : Cy9Hs,04Si
PM : 492,81
CCM : (¢éluant heptane-AcOEt : 6-4) Rf = 0,6

RMN 'H (300 MHz, CDCL3) & : 0,05 (s, 6H, CH3Si) ; 0,89 (s, 9H, CH5C) ; 1,25 (s large, 20H,
H-3’ a H-12°) ; 1,29 a 1,52 (m, 4H, H-2 et H-13") ; 2,67 (t, 2H, J = 7,2 Hz, H-1°) ; 3,59
(t, 2H, J = 6,6 Hz, H-14") ; 3,88 (s, 6H, OMe) ; 7,05 (s, 2H, H-2 et H-6) ; 9,90 (s, 1H, H-7).

RMN 3C (75 MHz, CDCL3) & : -5.2 (CH;Si) ; 18,4 (CSi) ; 23,5 (C-1°) ; 26,0 (CH;C) ; 25,8 &
31,6 (C-2° & C-12°); 32,9 (C-13°) ; 55,8 (OMe) ; 63,3 (C-14%) ; 104,9 (C-2 et C-6); 127.5
(C-4) ; 135,1 (C-1) ; 158,6 (C-3 et C-5) ; 191,9 (C-7).

Les molécules 60 a 63, 65 et 66, analogues a 64 mais avec différentes longueurs de chaine,

sont obtenues suivant le méme procédé que celui décrit pour 64. Les quantités de réactifs

utilisés sont indiquées dans le tableau suivant :

beﬁ;“l’i"'ue TPAP NMO Tamis4 A | . Produit

no Qe | €056 | (15 g o g

0
(mmol) (mmol) (mmol) (500 mg/mL) (Rendement %)

53 60
10 0,730 g ‘()(’)002§§ 0(’233;))5’ 0,830 g 4,5mL 0,610 g
(1,66) : : (84%)

54 61
11 221 g 0(’833)*‘5 0(’79 2%)*‘3 24¢ 12mL 1,89 g
(4,87) ’ ’ (85%)

55 62
12 2,58 g %892;)*‘3 25;1229% 2,77 ¢ 14 mL 2,20 g
(5,53) : : (86%)

56 63
13 0,810 g ?(’)0335 0,340 g 0,840 g 42 mL 0,750 g
(1,68) : (94%)

58 65
16 0,777 g (()600276 4*% 0(5313)*‘5 0,745 ¢ 4 mL 0,625 g
(1,49) : : (81%)

59 66
18 0,897 ¢ ?(’)0332% 0(’2313)’5 0,815 ¢ 4mL 0,791 g
(1,63) : : (88%)
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Les spectres RMN 'H et RMN "°C sont identiques a ceux obtenus pour 64, avec a chaque fois
+/- 2H ou 4H a 1,26 ppm et +/- 1C ou 2C entre 28,9 et 29,8 ppm correspondant aux CH,

supplémentaires.
Produit

) Formule brute PM Rf
n

60 ) *

(10) C25H4404SI 43 6,70 0,4
61 .

(11) Co6Hu604S1 450,73 0.4
62 i *

(12) C,7H4504S1 464,75 0,4
63 i -

(13) CosH5004S1 478,78 0.5
65 . sksk

(16) C31H5604S1 520,86 0.6
66 ) -

(18) C33Hg004S1 548,91 0,6

* ¢luant pour les CCM : heptane-AcOEt: 7-3
** ¢luant pour les CCM : heptane-AcOEt : §-2

Bromure de 4-méthoxybenzyle 70

OH Br

PBr3, CH,Cl,
0°C — ta, 5h

OMe OMe

67 70

Du tribromure de phosphore (6,2 g ; 25,0 mmol ; 1,15 éq.) est ajouté a une solution d’alcool
4-méthoxybenzylique 67 (3 g; 21,7 mmol ; 1 éq.) dans le dichlorométhane (35 mL) refroidie
a 0°C. Apres 5h a température ambiante, le mélange réactionnel est versé dans de 1’eau glacée
(100 mL) puis extrait avec de 1’éther (3x100 mL). La phase organique est lavée avec une
solution saturée de NaCl (100 mL), séchée sur MgSOy, filtrée et évaporée pour obtenir 4,1 g
d’une huile incolore.

Rendement : 94%

Formule brute : CsHoBrO
PM : 201,06
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CCM : (¢éluant heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,6

RMN 'H (300 MHz, CDCls) §: 3,81 (s, 3H, OMe) ; 4,51 (s, 2H, CH,Ph) ; 6,87 (d, J = 8.8
Hz, 2H, H-3 et H-5) ; 7,32 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-2 et H-6).

RMN "C (75 MHz, CDCls) & : 34,0 (CH,Ph) ; 55,3 (OMe) ; 114,2 (C-3 et C-5) ; 130,0 (C-
1) ; 130,5 (C-2 et C-6) ; 159,7 (C-4).

(4-Méthoxyphényl)méthylphosphonate diéthylique 73

(I?/OEt
OH P\OEt
P(OEt);, I
0°C— 150°C, 5h
OMe OMe
67 73

Du diiode (6,33 g ; 24,96 mmol ; 1,15 éq) est ajouté par petites portions a une solution de (4-
méthoxyphényl)méthanol 67 (3 g; 21,7 mmol ; 1 éq), dans la triéthylphosphite (21,6 mL ;
125,86 mmol ; 5,8 éq) refroidie a 0°C. Apres Sh de reflux, ’exces de triéthylphosphite est
¢liminé par distillation sous vide. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur gel
de silice (¢éluant heptane-AcOEt : 2-8 + 0,2% d’acide formique) pour donner 4,5 g d’une huile
incolore.

Rendement : 85%

Formule brute : C12H1904P
PM : 258,25
CCM : (¢luant heptane-AcOEt : 2-8) Rf = 0,3

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) §: 1,24 (t, J = 6,9 Hz, 6H, -CHs) ; 3,05 (d, Jup = 21 Hz, 2H,
CH,-Ph) ; 3,74 (s, 3H, OMe) ; 3,96 (m, 4H, -OCH.-) ; 6,81 (d, J = 8,1 Hz, 2H, H-3 et H-5) ;
7,17 (dd, T = 8,1 Hz, Jyp = 2,7 Hz, 2H, H-2 et H-6).

RMN C (75 MHz, CDCL3) & : 16,3 (d, J = 5,9 Hz, -CH3) ; 32,7 (d, J = 138 Hz, CH,-Ph) ;

55,2 (s, OMe) ; 62,1 (d, J = 6,8 Hz, -OCH,-); 123,3 (d, J = 2,8 Hz, C-3 et C-5); 130,6
(d, J= 6,5 Hz, C-2 et C-6) ; 158,5 (d, J = 3,4 Hz, C-4).
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RMN *'P (121,5 MHz, CDCl5) & : 28.0 (s)

(2.4-Diméthoxyphényl)méthylphosphonate diéthylique 74

0

II:I)/OEt
“OEt

OMe

OMe

74

Le composé 74 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 73.
e Alcool 2,4-diméthoxybenzylique 68 (0,500 g ; 2,97 mmol ; 1 éq)
e triéthylphosphite ( 2,86 g ; 17,2 mmol ; 5,8 €q)
e [,(0,830¢g; 3,27 mmol ; 1,15 éq)

Rendement : 80%

Formule brute : C;3H,;05P
PM : 288,28
CCM : (AcOEt) Rf=0,2

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 1,23 (td, J = 6,9 Hz et Jip = 0,3 Hz, 6H, -CHs) ; 3,15
(d, Jup = 21 Hz, 2H, CH,Ph) ; 3,78 (s, 3H, OMe) ; 3,80 (s, 3H, OMe) ; 4,00 (qn, J = 6,9 Hz,
4H, -OCHy-) ; 6,46 (m, 2H, H-3 et H-6) ; 7,21 (dd, Jyp = 3,0 Hz et J = 9,0 Hz, H-5).

RMN C (75 MHz, CDCl3) §: 16,3 (d, Jep = 6,2 Hz, -CHz); 25,9 (d, Jep = 139,3 Hz,
CH,Ph) ; 55,3 (OMe) ; 55,4 (OMe) ; 61,8 (d, Je.p = 6,6 Hz, -OCH,-) ; 98,5 (d, Jep = 2,7 Hz,
C-3); 104,3 (d, Jep = 3,0 Hz, C-5); 112,3 (d, Jep = 9,5 Hz, C-1); 131,4 (d, Jep = 5,4 Hz,
C-6) ; 158,1 (d, Jep = 6,5 Hz, C-4) ; 159,9 (d, Je.p = 3,4 Hz, C-2).

RMN *'P (121,5 MHz, CDCl3) & : 28,7 (s)
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(3.4-Diméthoxyphényl)méthylphosphonate diéthylique 75

0
I _OEt
“OEt

OMe
OMe

75

Le composé 75 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 73.
e Alcool 3,4-diméthoxybenzylique 69 (0,524 g ; 3,12 mmol ; 1 éq)
e triéthylphosphite (3,0 g ; 18,1 mmol ; 5,8 €éq)
e [,(0,870 g; 3,43 mmol ; 1,15 éq)

Rendement : 78%

Formule brute : C;3H,;05P
PM : 288,28
CCM : (AcOEt) Rf=0,2

RMN 'H (300 MHz, CDCL3) § : 1,24 (t, ] = 6,9 Hz, 6H, -CHs) ; 3,10 (d, Jyp = 12,9 Hz, 2H,
CH,Ph) ; 3,85 (s, 3H, OMe) ; 3,87 (s, 3H, OMe) ; 4,01 (qnd, J = 6,9 Hz et Jyp = 2,1 Hz, 4H,
-OCH»-) ; 6,82 (m, 3H, H-2, H-5 et H-6).

RMN C (75 MHz, CDCl3) §: 16,4 (d, Jep = 6,7 Hz, -CHz); 33,2 (d, Jep = 138,2 Hz,
CH,Ph) ; 55,9 (OMe) ; 62,1 (d, Jep = 6,7 Hz, -OCH,-) ; 111,5 (d, Jep = 5,7 Hz, C-2) ; 112,9
(d, Jep=5,7 Hz, C-5); 121,9 (d, Je.p = 5,7 Hz, C-6) ; 123,8 (d, Je.p = 9,3 Hz, C-1) ; 148,0 (d,
Jep = 3,6 Hz, C-4) ; 148,8 (d, Je.p = 3,0 Hz, C-3).

RMN *'P (121,5 MHz, CDCl5) & : 28,0 (s)
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1-(tert-Butyldiméthylsilvloxy)-4-((tert-butyldiméthylsilyloxy)méthyl)benzéne 77

OH OTBDMS

TBDMSCI, Imid.
DMF, ta, 24h

OH OTBDMS

76 77

De I’imidazole (6,58 g ; 96,7 mmol ; 6 éq) et du chlorure de tert-butyldiméthylsilyle (7,26 g ;
48,3 mmol; 3 ¢€q) sont ajoutés a température ambiante, & une solution d’alcool 4-
méthoxybenzylique 76 (2,00 g; 16,1 mmol; 1 éq) dans le diméthylformamide (21 mL).
Aprés 24h a température ambiante, le mélange réactionnel est versé dans une solution saturée
de NH4Cl (100 mL) puis extrait avec de I’éther (3x100 mL). La phase organique est lavée
avec une solution saturée de NaCl (100 mL), séchée sur MgSOQs,, filtrée puis évaporée. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie sur gel de silice (¢luant heptane-AcOEt : 8-2) pour
donner 5,21 g d’une huile incolore.

Rendement : 92%

Formule brute : C19H36028i2
PM : 352,66
CCM : (heptane-AcOEt : 9-1) Rf =0,8

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 0,09 (s, 6H, CH;Si) ; 0,19 (s, 6H, CH;Si) ; 0,93 (s, 9H,
CH;C) ; 0,98 (s, 9H, CH;C) ; 4,67 (s, 2H, CH,-Ph) ; 6,80 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-2 et H-6) ;
7,18 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-3 et H-5).

RMN C (75 MHz, CDCl3) & : -4,8 (CH;Si) ; -4,4 (CH;Si) ; 18,2 (CSi); 18,4 (CSi); 25,7

(CH;C) ; 26,0 (CH;C) ; 64,8 (CHa-Ph) ; 119,8 (C-2 et C-6) ; 127,4 (C-3 et C-5) ; 134,1 (C-4) ;
154,6 (C-1).
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(4-(tert-Butyldiméthylsilyloxy)phényl)méthanol 78

OTBDMS OH

AcCl, MeOH
0°C—=ta, 1h

OTBDMS OTBDMS

77 78

Du chlorure d’acétyle (0,0167 g; 0,21 mmol ; 0,15 éq) est ajoutée a une solution de 1-(tert-
butyldiméthylsilyloxy)-4-((tert-butyldiméthylsilyloxy)méthyl)benzéne 77 (0,501 g; 1,42
mmol ; 1 €q) dans le méthanol (4,3 mL) refroidie a 0°C. Aprés 1h a température ambiante, le
mélange réactionnel est versé dans une solution saturée de NaHCO; (5 mL) puis du
dichlorométhane (50 mL) est additionné. La phase organique est lavée avec de 1’eau (50 mL),
séchée sur MgSO, filtrée puis évaporée. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie
sur gel de silice (¢luant heptane-AcOEt : 75-25) pour donner 0,27 g d’une huile incolore.
Rendement : 80%

Formule brute : C13H22028i
PM : 238,40
CCM : (heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,4

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 8 : 0,19 (s, 6H, CH;Si) ; 0,98 (s, 9H, CH;C) ; 4,61 (s, 2H, CH,-
Ph); 6,82 (d, J = 6,8 Hz, 2H, H-3 et H-5) ; 7,23 (d, J = 6,8 Hz, 2H, H-2 et H-6).

RMN C (75 MHz, CDCl;) & : -4,4 (CH;Si); 18,2 (CSi); 25,7 (CH;C) ; 65,1 (CHy-Ph)
116,1 (C-3 et C-5) ; 128,5 (C-2 et C-6) ; 133,7 (C-1) ; 155,3 (C-4).

(4-(Bromométhyl)phénoxvy)(tert-butyl)diméthylsilyle 79

OH Br

PBI’3, CH2C|2
0°C—=ta, 1h
OTBDMS OTBDMS

78 79
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Du tribromure de bore (0,363 g; 1,34 mmol ; 1,1 éq) est ajouté a une solution de (4-(tert-
butyldiméthylsilyloxy)phényl)méthanol 78 (0,291 g; 1,22 mmol; 1 ¢q) dans le
dichlorométhane (8 mL) refroidie a 0°C. Aprés lh a température ambiante, le mélange
réactionnel est versé dans une solution saturée de Na,CO; (50 mL) puis extrait avec du
dichlorométhane (3x50 mL). La phase organique est lavée avec une solution saturée de NaCl
(100 mL), séchée sur MgSQOys, filtrée puis évaporée pour donner 0,275 g d’une huile jaune
pale apres séchage.

Rendement : 75%

Formule brute : C{3H,;BrOSi
PM : 301,29
CCM : (heptane-AcOEt : 9-1) Rf = 0,7

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 0,20 (s, 6H, CHSi) ; 0,98 (s, 9H, CH;C) ; 4,49 (s, 2H, CH,-
Ph): 6,78 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-2 et H-6) ; 7,25 (d, ] = 8,4 Hz, 2H, H-3 et H-5).

RMN *C (75 MHz, CDCl3) &: -4.4 (CH3Si) ; 18,2 (CSi); 25,6 (CH5C) ; 34,0 (CH,-Ph);
120,3 (C-2 et C-6) ; 130,4 (C-3 et C-5) ; 130,5 (C-4) ; 155,9 (C-1).

4-(Méthoxvméthoxv)benzaldéhyde 83

K,CO3, MOMCI
Acétone

ta 15 min— A, 3h
OH OMOM

81 83

Du carbonate de potassium (4,53 g; 32,8 mmol; 2 éq) est ajouté a une solution de 4-
hydroxybenzaldéhyde 81 (2 g ; 16,4 mmol ; 1 éq) dans ’acétone (25 mL). Apres 15 minutes a
température ambiante, le chlorure de méthoxyméthyl éther (1,35 mL ; 22,9 mmol ; 1,4 éq) est
additionné goutte a goutte. Aprés 3h de chauffage a reflux, le mélange réactionnel est versé
dans une solution saturée de NH4Cl (100 mL) puis extrait avec de 1’éther (3x100 mL). La
phase organique est lavée avec une solution saturée de NaCl (100 mL), séchée sur MgSQOy,
filtrée puis évaporée. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur gel de silice
(¢éluant heptane-AcOEt : 75-25) pour donner 2,57 g d’une huile incolore.

Rendement : 94%
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Formule brute : CoH;(03
PM : 166,17
CCM : (heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,4

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 3,42 (s, 3H, -OCHs) ; 5,19 (s, 2H, -OCH,-) ; 7,06 (d, J = 8.8
Hz, 2H, H-3 et H-5) ; 7,79 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-2 et H-6) ; 9,82 (s, 1H, CHO).

RMN C (75 MHz, CDCl3) §: 56,4 (-OCH3) ; 94,3 (-OCH,-) ; 116,5 (C-3 et C-5); 130,9
(C-1); 132,0 (C-2 et C-6) ; 162,4 (C-4) ; 191,0 (CHO).

3.4-bis(Méthoxyméthoxy)benzaldéhvde 84

OMOM
OMOM

84

Le composé 84 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 83.
3,4-dihydroxybenzaldéhyde 82 (0,5 g ; 3,62 mmol ; 1 éq)
K>COs3 (2 g5 14,5 mmol ; 4 éq)

MOMCI (1,2 mL ; 20,6 mmol ; 4 éq)

Acétone (6 mL)

Rendement : 87%

Formule brute : C;;H405
PM : 226,23
CCM : (heptane-AcOEt : 6-4) Rf =0,4

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) o : 3,51 (s, 3H, -OCHs) ; 3,52 (s, 3H, -OCH3) ; 5,29 (s, 2H,
-OCHy-) ; 5,32 (s, 2H, -OCH»-) ; 7,28 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-5) ; 7,51 (dd, J=1,8 Hz et ] = 8,4
Hz, 1H, H-6) ; 7,67 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-2) ; 9,86 (s, I1H, CHO).

RMN "C (75 MHz, CDCl3) & : 56,4 (-OCHj3) ; 56,5 (-OCH3) ; 94,9 (-OCH,-) ; 95,3 (-OCH>-)

. 115,3 (C-5) ; 115,9 (C-6) ; 126,3 (C-2) ; 131,1 (C-1) ; 147.4 (C-3) ; 152,6 (C-4) ; 190,8
(CHO).
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Alcool 4-méthoxyméthylbenzylique 85

LiAIH,, THF
0°C— ta, 3h

OMOM OMOM

83 85

De I’hydrure mixte de lithium et d’aluminium (0,863 g; 22,7 mmol ; 1,5 éq) est ajouté par
petites portions a une solution de 4-(méthoxyméthyl)benzaldéhyde 83 (2,52 g ; 15,2 mmol ; 1
¢q) dans le THF (50 mL) refroidie a 0°C. Apreés 3h a température ambiante, le mélange
réactionnel est versé dans une solution aqueuse a 10% de tartrate de sodium et de potassium
(100 mL) puis extrait avec de 1’éther (3x100 mL). La phase organique est lavée avec une
solution saturée de NaCl (100 mL), séchée sur MgSQ,, filtrée puis évaporée. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie sur gel de silice (¢luant heptane-AcOEt : 7-3) pour
donner 2,51 g d’une huile incolore.

Rendement : 98%

Formule brute : CoH;,03
PM : 168,19
CCM : (heptane-AcOEt : 7-3) Rf =0,2

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 3,47 (s, 3H, -OCHs) ; 4,61 (s, 2H, CH»-Ph) ; 5,17 (s, 2H,
-OCH,-) ; 7,02 (d, ] = 8,7 Hz, 2H, H-3 et H-5) ; 7,29 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-2 et H-6).

RMN *C (75 MHz, CDCls) § : 56,0 (-OCHj) ; 65,0 (CHa-Ph) ; 94,4 (-OCH,-) ; 116,3 (C-3 et
C-5); 128,6 (C-2 et C-6) ; 134,4 (C-1) ; 156,8 (C-4).
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Alcool 3.4-bis(méthoxyméthyl)benzylique 86

OH

OMOM
OMOM

86

Le composé 86 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 85.
¢ 3.4-bis(méthoxyméthyl)benzaldéhyde 84 (0,691 g ; 3,05 mmol ; 1 éq)
e LiAlH4 (0,116 g; 3,05 mmol ; 1 éq)
e THF (10 mL)

Rendement : 91%

Formule brute : C;1H50;5
PM : 228,24
CCM : (heptane-AcOEt : 5-5) Rf = 0,25

RMN 'H (300 MHz, CDCL3) & : 3,51 (s, 3H, -OCH3) ; 3,52 (s, 3H, -OCH) ; 4,61 (s, 2H,
CH,Ph) ; 5,22 (s, 2H, -OCHa-) ; 5,23 (s, 2H, -OCH,-) ; 6,96 (dd, J = 1,8 Hz et J = 8,4 Hz, 1H,
H-6) ;7,14 (d, ] = 8,4 Hz, 1H, H-5); 7,18 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-2).

RMN 3C (75 MHz, CDCLy) & : 56,2 (-OCHj) ; 56,3 (-OCH3) ; 65,1 (CH,Ph) ; 95,4 (-OCH,-)

£ 95,5 ((OCH,-) ; 115,7 (C-5) ; 116,8 (C-6) ; 121,2 (C-2) ; 135,4 (C-1) ; 146,7 (C-3) ; 1473
(C-4).

Diéthyl 4-(méthoxyméthoxy)benzylphosphonate 87

H. _O Icg)<OEt
OEt
P(OEt)s, I,
0°C—150°C, 5h
OMOM OMOM
83 87
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Du diiode (1,66 g ; 6,54 mmol ; 1,15 éq) est ajouté par petites portions a une solution de (4-
méthoxyméthyl)benzaldéhyde 83 (1,00 g; 5,95 mmol ; 1 éq) dans la triéthylphosphite (5,9
mL ; 34,5 mmol ; 5,8 éq) refroidie a 0°C. Apres 5h de reflux, I’excés de triéthylphosphite est
distillé sous vide. Le brut réactionnel est purifi¢ par chromatographie sur gel de silice (éluant
heptane-AcOEt : 3-7 + 0,2% d’acide formique) pour donner 1,12 g d’une huile jaune pale.
Rendement : 65%

Formule brute : C3H,0OsP
PM : 288,28
CCM : (¢éluant heptane-AcOEt : 2-8) Rf = 0,2

RMN 'H (300 MHz, CDCL3) 8 : 1,24 (t, J = 6,9 Hz, 6H, -CHj) ; 3,12 (d, Jyp = 21,30 Hz, 2H,
CH,-Ph) ; 3,47 (s, 3H, -OCHs) ; 4,02 (qnd, Jip = 1,2 Hz et J = 7,2 Hz, 4H, -OCH,-) ; 5,15 (s,
2H, -OCH,-0) ; 6,97 (dd, Jip = 0,66 Hz et J = 8,7 Hz, 2H, H-3 et H-5) ; 7,19 (dd, J = 8,7 Hz,
Tip = 2,6 Hz, 2H, H-2 et H-6).

RMN "*C (75 MHz, CDCl;) & : 16,3 (d, Jcp = 5,9 Hz, -CH3) ; 32,6 (d, Jc.p = 138.4 Hz, CH,-
Ph) ; 56,0 (-OCH3) ; 62,5 (d, Jcp = 6,9 Hz, -OCH,-) ; 94,5 (-OCH,-0) ; 116,4 (d, Jep = 2,9
Hz, C-3 et C-5); 124,3 (d, Jcp = 9,45 Hz, C-1) ; 130,8 (d, Jep= 15,2 Hz, C-2 et C-6) ; 156,4
(C-4).

RMN *'P (121,5 MHz, CDCl3) & : 28,0 (s)

Diéthyl 3.4-bis(méthoxyméthoxy)benzylphosphonate 88

0
I OEt
“OEt

OMOM
OMOM

88

Le composé 88 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 87.
e Alcool 3,4-bis(méthoxyméthyl)benzylique 86 (0,624 g ; 2,73 mmol ; 1 éq)
e P(OEt); (2,7 mL ; 15,9 mmol ; 5,8 €q)
e [,(0,763 g; 3,01 mmol ; 1,1 €q)

Rendement : 50%
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Formule brute : C{sH,s0,P
PM : 348,33
CCM : (heptane-AcOEt : 5-5) Rf = 0,25

RMN 'H (300 MHz, CDCls) §: 1,24 (t, J = 1,8 Hz, 6H, -CH3) ; 3,10 (d, Jup = 1,7 Hz, 2H,
CH,Ph) ; 3,50 (s, 3H, -OCHs) ; 3,50 (s, 3H, -OCHs) ; 4,03 (qn, J = 6,9 Hz, 4H, -OCH,-) ; 5,21
(d, Jup = 4,2 Hz, 4H, -OCH,-0) ; 6,87 (m, 3H, H-2, H-5 et H-6).

RMN "C (75 MHz, CDCl;) &: 16,4 (d, Jep = 6,0 Hz, -CH3) ; 33,0 (d, Jep = 137,8 Hz,
CH,Ph) ; 56,2 (-OCH:) ; 56,4 (-OCH3) ; 62,1 (d, Jep = 6,8 Hz, -OCH>) ; 95,4 (-OCH,0) ;
95,5 ((OCH,0) ; 116,8 (d, Jcp = 5,1 Hz, C-2); 1182 (d, Jep = 6,2 Hz, C-5); 121,4 (d,
Jep=6,6 Hz, C-1) ; 123,8 (d, Je.p = 6,8 Hz, C-6) ; 146,8 (C-4) ; 149,7 (C-3).

RMN *'P (121,5 MHz, CDCl3) & : 28,0 (s)

(E)-14-(4-(4-Méthoxystyryl)-2.6 diméthoxyphényl)tétradécan-1-ol 93

Br H. _O OMe
1) P(OEt)3, 120°C, 6h (CH2)140H
2) NaOMe, DMF, 0°C, 1h “
! OMe
MeO OMe Hon DM
OMe OTBS o a, MeO
(CH)L: 4) 100°C, 1h
2/13 5) HCI 2N, ta, 17h
70 64 93

De la triéthylphosphite (565 mg ; 3,44 mmol ; 2 éq.) et du bromure de 4-méthoxybenzyle 70
(478 mg ; 2,38 mmol ; 1,4 éq.) sont chauffés a 130°C. Apres 6h, le mélange réactionnel est
refroidi a 0°C puis une solution de méthylate de sodium dans le méthanol a 5,4 M (540 uL ;
2,92 mmol; 1,7 €q.), du diméthylformamide (2 mL) et une solution de 4-(14-(tert-
butyldiméthylsilyloxy)tétradécyl)-3,5-diméthoxybenzaldéhyde 64 (845 mg; 1,72 mmol ; 1
€q.) dans le diméthylformamide (2 mL) sont successivement ajoutés. Le mélange réactionnel
est laissé agiter a température ambiante pendant lh, puis chauffé¢ a 100°C pendant 1h
supplémentaire. Le mélange est finalement agité a température ambiante pendant 17 heures.
Une solution de HCl a 2 M (6 mL) est finalement ajoutée. Aprés 3h, le mélange est versé dans
une solution saturée de KCI (100 mL) puis extrait avec de 1’éther (3x100 mL). La phase

organique est lavée avec une solution saturée de NaCl (150 mL), séchée sur MgSOs, filtrée et
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évaporée. Le brut réactionnel est purifi¢ par chromatographie sur gel de silice (¢luant heptane-
AcOEt : 7-3) pour donner 568 mg d’un solide blanc.
Rendement : 69%

Formule brute : C3;H4604

PM : 482,69

CCM : (¢éluant heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,2
Point de fusion : 92-93°C

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & : 1,26 (s large, 20H, H-3 a H-12""); 1,30 a 1,59 (m, 4H,
H-2” et H-137); 2,61 (m, 2H, H-14"") ; 3,64 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H-1") ; 3,83 (s, 3H, OMe) ;
3,86 (s, 6H, OMe) ; 6,67 (s, 2H, H-3 et H-5) ; 6,90 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-3’ et H-5") ; 6,98 (d,
J=16,1 Hz, 1H, H-8) ; 7,02 (d, ] = 16,1 Hz, 1H, H-7) ; 7,45 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-2’ et H-6").

RMN "C (75 MHz, CDCl3) & : 23,0 (C-14°") ; 25,7 4 29,8 (C-3”> 4 C-13""); 32,8 (C-2") ;
55,3 (OMe) ; 55,7 (OMe) ; 63,1 (C-17); 101,9 (C-3 et C-5); 114,1 (C-3> et C-5°); 119.,4
(C-1); 127,2 (C-8) ; 127,4 (C-7) ; 127,6 (C-2" et C-6) ; 130,0 (C-1°) ; 136 (C-4) ; 158,4 (C-2
et C-6) ; 159,2 (C-4").

IR Vg, (cm™) @ 3428, 3347 (OH) ; 3005 (=C-H) ; 2921, 2848 (C-H) ; 1572, 1512 (C=C) ;
1069 (C-0) ; 727 (C-H).

MS (FAB") m/z (M+Li") : 489

HRMS (FAB") m/z (M+Li") : 489,3551 (calculée) ; 489,3558 (trouvée)

Les molécules 89 a 92, 94 et 95, analogues a 93 mais avec des longueurs de chaine
différentes, sont obtenues suivant le méme procédé que celui décrit pour 93. Les quantités de

réactifs utilisés sont indiquées dans le tableau suivant :
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B eﬁ;"ﬁ“:f: ¢7 | Aldéhyde | P(OEt);; | NaOMe | Produit
n oy g(1éq) | uL(2éq) | uL (1,6 éq) g
g (1,4 ¢q) (mmol) (mmol) (mmol) mL (total) (Rendement %)
(mmol) 0
60 89
0 0,226 g 03503 275 uL 240 pL . 0215 g
1,12 ’ 1,60 1,29 .
(1,12) 0.80) (1,60) (1,29) (63%)
" 0,499 g 0800 607 pL 524 uL 6oL 0,630 g
2,48 ’ 3,54 2,83 y
(2,48) (1.77) (3,54) (2,83) (81%)
62 91
" 0,406 g 0,620 g 495 uL 430 pL . 0.567 g
2,02 ’ 2,88 231 ;
(2,02) (133) (2,88) (2,31) (75%)
63 92
3| l77e 0300g | 2OML | ISTRL o on 0,242 ¢
0,88 ’ 1,26 1,01 ’ y
(0,88) 0.63) (1,26) (1,01) (82%)
65 94
6 0,179 g 0331 g 215 uL 200 pL 5L 0291 g
0,89 ’ 1,25 1,08 g
(0,89) 0.64) (1,25) (1,08) (60%)
66 95
3 0,180 g 03525 220 uL 190 pL . 0274 g
0,89 ’ 1,28 1,02 ’
(0,89) 0.64) (1,28) (1,02) (79%)

Les spectres RMN 'H et RMN "°C sont identiques a ceux obtenus pour 93, avec a chaque fois
+/- 2H ou 4H a 1,26 ppm et +/- 1C ou 2C entre 28,9 et 29,8 ppm correspondant aux CH,

supplémentaires.
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MS HRMS
Produit . Point de (FAB") (FAB")
Formule brute PM Rf . .
(n) fusion m/z Trouvée
(M+Li")" | (calculée)

89 433,2986
10 Ca7H3304 426,59 0,2 84-86°C 433
(10) (433,2925)
90
(11) CagHy004 440,61 0,2 84-86°C - -
ol Ca9Hp0 454,64 0,2 88-89°C 461 461,3254
(12) ot ’ ’ (461,3238)
92
(13) C30H4404 468,67 0,2 90-91°C - -
% C33Hs00 510,75 0,3 96-98°C 517 O17.3947
(16) 0 : ’ (517,3864)
95 545,4241
18 C3sHs404 538,80 0,3 | 100-101°C 545
(18) (545,4177)

* ¢luant pour les CCM : heptane-AcOEt: 7-3

** Le lithium provient du calibrant

(E)-14-(4-(3.4-Diméthoxystyryl)-2.6-diméthoxyphényl)tétradécan-1-ol 98

o)
pOFt H. _O OMe
~ o
OEt 1) NaOMe, DMF, 0°C, 1h
2) 64, DMF O (CH2)140H
0°C—ta, 1h
’ 3) 100°C, 1h O N OMe
OMe )
MeO OMe 4) HCI 2N, ta, 17h MeO
OMe _OTBS
(CHR)13 OMe
75 64 08

Une solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (0,470 mL ; 2,54 mmol ; 2,5 éq) est
ajoutée a une solution de (3,4-diméthoxyphényl)méthylphosphonate diéthylique 75 (0,53 g ;
2,03 mmol ; 2 éq) dans le diméthylformamide (0,7 mL) refroidie a 0°C. Une solution de 4-
(14-(tert-butyldiméthylsilyloxy)tétradécyl)-3,5-diméthoxybenzaldéhyde 64 (0,5 g; 1,01
mmol ; 1 éq) dans le DMF (1,3 mL) est ensuite ajoutée. Apres 1h a température ambiante, le
mélange réactionnel est chauffé a 100°C pendant 1h supplémentaire. Le mélange est refroidi a
température ambiante avant I’ajout d’une solution aqueuse de HC1 2M (3 mL). L’agitation est
maintenue pendant 17 heures. Ensuite, le mélange réactionnel est versé¢ dans une solution

saturée de KCl1 (100 mL) puis extrait a I’éther (3x100 mL). La phase organique est lavée avec
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une solution saturée de NaCl (100 mL), séchée sur MgSQy, filtrée puis évaporée. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie sur gel de silice (¢luant heptane-AcOEt : 6-4) pour
donner 0,178 g d’un solide blanc.

Rendement : 34%

Formule brute : C3;,H4305

PM: 512,72

CCM : (¢éluant heptane-AcOEt : 5-5) Rf = 0,3
Point de fusion : 117-119°C

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & : 1,26 (s large, 20H, H-3 a H-12""); 1,43 a 1,59 (m, 4H,
H-2” et H-137); 2,61 (m, 2H, H-14"") ; 3,64 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H-1") ; 3,86 (s, 6H, OMe) ;
3,91 (s, 3H, OMe) ; 3,95 (s, 3H, OMe) ; 6,68 (s, 2H, H-3 et H-5) ; 6,86 (d, J = 8,1 Hz, 1H,
H-5°); 6,93 (d, ] = 16,2 Hz, 1H, H-8); 7,02 (d, J = 16,2 Hz, 1H, H-7) ; 7,07 (m, 2H, H-2’ et
H-6").

RMN C (75 MHz, CDCl3) & : 23,0 (C-14""); 25,8 4 29,9 (C-3”> a C-13""); 32,8 (C-2") ;
55,7 (OMe) ; 55,9 (OMe); 56,0 (OMe); 63,1 (C-17); 102,0 (C-3 et C-5); 106,7 (C-1);
111,2 (C-2%); 119,5 (C-5°); 119,8 (C-6"); 123.2 (C-17); 127,4 (C-8); 127,6 (C-7); 130,7
(C-1°) ; 136,0 (C-4) ; 148,9 (C-4°) ; 149,1 (C-3’) ; 158,4 (C-2 et C-6).

IR Vg, (cm™) @ 3424, 3327 (OH) ; 3002 (=C-H) ; 2924, 2848 (C-H) ; 1581, 1515 (C=C) ;
1139 (C-0) ; 811 (C-H).

MS (FAB") m/z (M+Li") : 519

HRMS (FAB") m/z (M+Li") : 519,3657 (calculée) ; 519,3668 (trouvée)

Les molécules 96 et 97, 99 et 100, analogues a 98 mais avec des longueurs de chaine
différentes, sont obtenues suivant le méme procédé que celui décrit pour 98. Les quantités de

réactifs utilisés sont indiquées dans le tableau suivant :
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FRoSPhonate | Aldenyde | NaOMe | o Produit
n : g(leq | mL(2¢q) g
g(gl;ﬁ(i;l) (mmol) (mmol) mL (total) (Rendement %)
60 0
0,280 0,220 mL
10 ‘ 0,260 g N 1,5mL 0,118 ¢
(1L7) (0,60) (L19) (43%)
62 o7
0,450 0,350 mL
12 ‘ 0,405 ¢ N 2 mL 0,230 g
(1,53) (0,87) (1,74) (55%)
65 9
0,503 0,360 mL
16 : 0,506 g N 3,2mL 0331g
(1,75) 0.97) (1,94) (63%)
06 100
0,415 0,300 mL
18 : 0,439 g N 2 mL 0,109 g
(1.44) (0,80) (1,60) (24%)

Les spectres RMN 'H et RMN "°C sont identiques a ceux obtenus pour 98, avec a chaque fois
+/- 2H ou 4H a 1,26 ppm et +/- 1C ou 2C entre 28,9 et 29,9 ppm correspondant aux CH;

supplémentaires.

MS HRMS
Produit . Point de (FAB") (FAB")
Formule brute PM Rf . )
(n) fusion m/z Trouvée
(M+Li"H" | (calculée)
96 463,2957
10 CagH400s 456,61 | 0,2 | 115-116°C 463
(10) (463,3031)
97 491,3312
12 C30Hu40s 484,67 | 02 | 116-117°C 491
(12) (491,3344)
99 547,3997
16 C2oHs,05 540,34 | 04 | 120-121°C 547
(16) (547,3970)
100 575,4283
18 C36Hs60s 568,83 | 04 | 122-123°C 575
(18) (575,4283)

* ¢luant pour les CCM : heptane-AcOEt: 6-4

** Le lithium provient du calibrant
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(BE)-12-(4-(2.4-Diméthoxystyryl)-2.6-diméthoxyphényl)dodécan-1-01 101

OMe
O (CH2)12OH
O X OMe
MeO OMe

101

Le composé 101 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 98.

o 4-(12-(tert-butyldiméthylsilyloxy)dodécyl)-3,5-diméthoxybenzaldéhyde 62
(0,38 g; 0,82 mmol ; 1 éq)
(2,4-diméthoxyphényl)méthylphosphonate diéthylique 74 (0,378 g ; 1,31 mmol
; 1,6 €q)
NaOMe (0,300 mL ; 1,64 mmol ; 2 éq)
DMF (3 mL)
HCI2N (3,5 mL)
Rendement : 60%

Formule brute : C30H4405

PM : 484,67

CCM : (pentane-AcOEt : 7-3) Rf =0,2
Point de fusion : 94-95°C

RMN 'H (300 MHz, CDCLs) &: 1,26 (s large, 16H, H-3>> a H-10"); 1,43 a 1,59 (m, 4H,
H-2 et H-11""); 2,61 (t, J = 7,5 Hz, 2H, H-12"") ; 3,64 (t, ] = 6,6 Hz, 2H, H-1"") ; 3,84 (s,
3H, OMe) ; 3,85 (s, 6H, OMe) ; 3,88 (s, 3H, OMe) ; 6,48 (d, J =2,4 Hz, 1H, H-3) ; 6,52 (dd,
J=84Hzet]=24Hz 1H, H-5) ; 6,68 (s, 2H, H-3 et H-5) ; 6,97 (d, J = 16,2 Hz, 1H, H-8) ;
7,31 (d,J=16,2 Hz, 1H, H-7) ; 7,50 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6’).

RMN "*C (75 MHz, CDCl3) & : 23,0 (C-12"); 25,8 4 29,8 (C-3"* a C-117); 32,8 (C-2") ;
55,4 (OMe) ; 55,6 (OMe) ; 55,8 (OMe) ; 63,1 (C-1") ; 98,5 (C-3°) ; 102,0 (C-3 et C-5) ; 105,0
(C-5°); 119,1 (C-1); 119,6 (C-1) ; 122,5 (C-6") ; 127,2 (C-8) ; 127.8 (C-7); 136,8 (C-4);
158,0 (C-2°) ; 158,3 (C-2 et C-6) ; 160,4 (C-4").

IR Viax (cm™) : 3360 (OH) ; 3012 (=C-H) ; 2919, 2850 (C-H) ; 1571, 1506 (C=C) ; 1136
(C-0); 821 (C-H).

MS (FAB) m/z (M-H") : 483

HRMS (FAB) m/z (M-H") : 483,3105 (calculée) ; 483,3118 (trouvée)
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(BE)-(12-(4-(3.4-Diméthoxystyryl)-2.6-diméthoxyphénvyldodécyloxy)(tert-
butyl)diméthylsilyle 102

0

5 OFEt H O OMe

“OEt (CH,);,0TBS

1) NaH, THF, 0°C, 1h “ O
’ 2) 62, THF, 0°C, 1h O OMe

1 OMe MeO OMeOTBS SOZ’C, 6H ’ MeO

e

(CH)11 OMe

75 62 102

De I’hydrure de sodium (0,027 g; 1,16 mmol; 2,6 €q) est ajouté a une solution de (3,4-
diméthoxyphényl)méthylphosphonate diéthylique 75 (0,248 g; 0,86 mmol ; 2 éq) dans le
THF (1,5 mL) refroidie a 0°C. Aprés 1h, une solution de 4-(12-(tert-
butyldiméthylsilyloxy)dodécyl)-3,5-diméthoxybenzaldéhyde 62 (0,203 g ; 0,44 mmol ; 1 éq)
dans le THF (0,2 mL) est ajoutée. Apres 6h de chauffage a 50°C, le milieu réactionnel est
refroidi & température ambiante avant I’ajout d’une solution saturée de NH4Cl (100 mL). La
phase aqueuse est extraite avec de I’acétate d’éthyle (3x100 mL). La phase organique est
lavée avec une solution saturée de NaCl (100 mL), séchée sur MgSOy, filtrée puis évaporée.
Le brut réactionnel est purifié¢ par chromatographie sur gel de silice (¢luant pentane-AcOEt :
9-1) pour donner 0,184 g d’un solide blanc.

Rendement : 70%

Formule brute : C36H58058i
PM : 598,93
CCM : (¢luant heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,5

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & : 0,05 (s, 6H, CH3Si) ; 0,89 (s, 9H, CH;C) ; 1,27 (s large, 16H,
H-3> a H-10""); 1,43 a 1,52 (m, 4H, H-2" et H-11"") ; 2,61 (m, 2H, H-1""); 3,59 (t, ] = 6,6
Hz, 2H, H-12"") ; 3,86 (s, 6H, OMe) ; 3,91 (s, 3H, OMe) ; 3,95 (s, 3H, OMe) ; 6,68 (s, 2H,
H-3 et H-5) ; 6,87 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-5"); 6,93 (d, J = 16,2 Hz, 1H, H-8); 7,02 (d,
J=16,2 Hz, 1H, H-7) ; 7,06 (m, 2H, H-2’ et H-6").

RMN *C (75 MHz, CDCls) & : -5,2 (CH;Si) ; 18,4 (CSi) ; 23,0 (C-17) ; 26,0 (CH;C) ; 25,8 4
29,9 (C-2" 4 C-10") ; 32,8 (C-11") ; 55,7 (OMe) ; 55,9 (OMe) ; 56,0 (OMe) ; 63,1 (C-12"") ;
102,0 (C-3 et C-5); 106,7 (C-1); 111,2 (C-2"); 119,5 (C-5"); 119,8 (C-6") ; 127,4 (C-8);
127,6 (C-7) 5 130,7 (C-1°) ; 136,0 (C-4) ; 148,9 (C-4") ; 149,1 (C-3") ; 158,4 (C-2 et C-6).
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(BE)-1-(4-MéthoxvstyryD)-3.5-diméthoxvbenzéne 104

o)
|I:I)<0Et H O o OMe
OEt 1) NaOMe, DMF, 0°C, 1h
2) 103, DMF
0°C—ta, 1h -
+
MeO OMe 3) 100°C, 1h O OMe
OMe 4) ta, 1h MeO
73 103 104

Une solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (2,8 mL ; 15,05 mmol ; 2,5 éq) est
ajoutée a une solution de (4-méthoxyphényl)méthylphosphonate diéthylique 73 (3,11 g;
12,04 mmol ; 2 éq) dans le diméthylformamide (11 mL) refroidie a 0°C. Une solution de 3,5-
diméthoxybenzaldéhyde 103 (1 g ; 6,02 mmol ; 1 éq) dans le DMF (1 mL) est ensuite ajoutée.
Aprés 1h a température ambiante, le mélange réactionnel est chauffé a 100°C pendant 1h
supplémentaire. L agitation est maintenue a température ambiante pendant la nuit. Aprés 17h,
le mélange réactionnel est versé dans une solution saturée de KCl (100 mL) puis extrait a
I’éther (3x100 mL). La phase organique est lavée avec une solution saturée de NaCl (100
mL), séchée sur MgSQO,, filtrée puis évaporée. Le brut réactionnel est purifié par
chromatographie sur gel de silice (¢luant heptane-CH,Cl, : 6-4) pour donner 1,25 g d’un
solide blanc.

Rendement : 77%

Formule brute : C;7H ;303

PM : 270,31

CCM : (¢luant heptane-CH,Cl, : 6-4) Rf=0,3
Point de fusion : 53-54°C

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & : 3,83 (s, 9H, OMe) ; 6,38 (t, J = 2,2 Hz, 1H, H-4) ; 6,65 (d,
J=2,2Hz, 2H, H-2 et H-6) ; 6,90 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-3’ et H-5") ; 6,91 (d, J = 16,3 Hz, 1H,
H-8) ;7,04 (d,J = 16,3 Hz, 1H, H-7) ; 7,45 (d, ] = 8,8 Hz, 2H, H-2 et H-6").

RMN "C (75 MHz, CDCl3) & : 55,4 (OMe) ; 99,6 (C-4) ; 104,3 (C-2 et C-6) ; 114,2 (C-3’ et

C-5"); 126,6 (C-8); 127,8 (C-2’ et C-6"); 128,8 (C-7); 129,9 (C-1°); 139,7 (C-1); 159,4
(C-4") ; 161,0 (C-3 et C-5).
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IR Vinax (cm™) : 3049 (=C-H) ; 2989, 2931, 2831 (C-H) ; 1588, 1449 (C=C) ; 1152 (C-O) ;
820 (C-H).

MS (FAB") m/z (M+H") : 271

HRMS (FAB") m/z (M+H") : 271,1329 (calculée) ; 271,1336 (trouvée)

(BE)-1-(2.4-diméthoxystyryl)-3.5-diméthoxybenzéne 105

OMe
O X g OMe
MeO OMe

105
Le composé 105 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 104.
e 3,5-diméthoxybenzaldéhyde 103 (0,35 g ; 2,11 mmol ; 1éq)
¢ (2,4-diméthoxyphényl)méthylphosphonate di¢thylique 74 (0,971 g ; 3,37 mmol
; 1,8 éq)
e NaOMe (0,780 mL ; 4,21 mmol ; 2 éq)
e DMF (5mL)
Rendement : 57%

Formule brute : C;3H,004

PM : 300,35

CCM : (pentane-AcOEt : 8-2) Rf=0,3
Point de fusion : 83-85°C

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 3,83 (s, 6H, OMe) ; 3,84 (s, 3H, OMe) ; 3,87 (s, 3H, OMe) ;
6,36 (t, J = 2,1 Hz, 1H, H-4) ; 6,47 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-3"); 6,51 (dd, J = 8,4 Hz et
J=2,4Hz, 1H, H-5"); 6,67 (d, ] = 2,1Hz, 2H, H-2 et H-6) ; 6,94 (d, J = 16,5 Hz, 1H, H-8) ;
7,36 (d, J = 16,5 Hz, 1H, H-7) ; 7,49 (d, ] = 8,4 Hz, 1H, H-6").

RMN C (75 MHz, CDCls) 8 : 55,3 (2xOMe) ; 55,4 (OMe) ; 55,5 (OMe) ; 98,5 (C-4) ; 99,4

(C-6") ; 104,4 (C-2 et C-6); 105,0 (C-5"); 119,3 (C-17) ; 123,9 (C-3°); 127,0 (C-8); 127,4
(C-7) ; 140,4 (C-1) ; 158,1 (C-2") ; 160,6 (C-4) ; 160,9 (C-3 et C-5).
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IR Vinax (cm™) : 2999 (=C-H) ; 2945, 2840 (C-H) ; 1587, 1454 (C=C) ; 1150 (C-O) ; 815 (C-
H).

(E)-1-(2.4-Diméthoxystyryl)-3.5-diméthoxybenzéne 106

OMe
X ] OMe

106

MeO I

OMe

Le composé 106 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 104.
e 3,5-diméthoxybenzaldéhyde 103 (0,085 g ; 0,51 mmol ; 1¢q)
¢ (3,4-diméthoxyphényl)méthylphosphonate diéthylique 75 (0,24 g ; 0,92 mmol
; 1,8 €q)
e NaOMe (0,2 mL ; 1,08 mmol ; 2 éq)
e DMF (1,5mL)
Rendement : 76%

Formule brute : C;3H5004

PM : 300,35

CCM : (heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,3
Point de fusion : 68-69°C

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 3,83 (s, 6H, OMe) ; 3,90 (s, 3H, OMe) ; 3,95 (s, 3H, OMe) ;
6,38 (t, ] = 2,2 Hz, 1H, H-4) ; 6,66 (d, J = 2,2 Hz, 2H, H-2 et H-6) ; 6,85 (s, 1H, H-2") ; 6,90
(d, J= 16,5 Hz, 1H, H-8); 7,03 (d, ] = 16,5 Hz, 1H, H-7); 7,04 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-5" et
H-6).

RMN *C (75 MHz, CDCls) § : 55,4 (2xOMe) ; 55,9 (OMe) ; 56,0 (OMe) ; 99,7 (C-4) ; 104,4
(C-2 et C-6); 108,8 (C-2°); 111,2 (C-5"); 120,0 (C-6"); 126,8 (C-8); 129,0 (C-7); 130,3
(C-17); 139,6 (C-1) ; 149,0 (C-3) ; 149,1 (C-4’) ; 161,0 (C-3 et C-5).

IR Viae (cm™) 1 2995 (=C-H) ; 2955, 2839 (C-H) ; 1577, 1502 (C=C) ; 1147 (C-O) ; 817
(C-H).
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MS (FAB") m/z (M+Li") : 307
HRMS (FAB") m/z (M+Li") : 307,1517 (calculée) ; 307,1532 (trouvée)

(BE)-12-(4-(Méthoxyméthoxy)styryl)-2.6-diméthoxyphénvl)dodécan-1-0l 108

0
||:OEt H. _O Iy
1) NaOMe, DMF, 0°C, 1h O
oE! 2% 62a DMe',: ,0°C, (CHy)120H
+ 0°C—ta, 1h X OMe
3) 100°C, 1h O
MeO OMe 4) HCI 2N, ta, 17h MOMO
OMOM _OTBS
(CH)11
o . 108

Une solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (0,383 mL ; 2,07 mmol ; 2,4 éq) est
ajoutée a une solution de diéthyl 4-(méthoxyméthoxy)benzylphosphonate 87 (0,496 g; 1,72
mmol ; 2 €q) dans le diméthylformamide (3 mL) refroidie a 0°C. Une solution de 4-(12-(tert-
butyldiméthylsilyloxy)dodécyl)-3,5-diméthoxybenzaldéhyde 62 (0,4 g; 0,86 mmol ; 1 éq)
dans le DMF (0,5 mL) est ensuite ajoutée. Apres lh a température ambiante, le mélange
réactionnel est chauffé a 100°C pendant 1h supplémentaire. Le milieu réactionnel est ramené
a température ambiante avant I’ajout d’une solution aqueuse de HCl a 2M (5 mL). Apres 17h,
le mélange réactionnel est versé dans une solution saturée de KCI (100 mL) puis extrait a
I’éther (3x100 mL). La phase organique est lavée avec une solution saturée de NaCl (100
mL), séchée sur MgSO,, filtrée puis évaporée. Le brut réactionnel est purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant heptane-AcOEt : 65-35) pour donner 0,297 g d’un
solide blanc.

Rendement : 71%

Formule brute : C30H4405

PM : 484,67

CCM : (¢luant heptane-CH,Cl, : 6-4) Rf = 0.4
Point de fusion : 78-79°C

RMN 'H (300 MHz, CDCL3) &: 1,27 (s large, 16H, H-3>> a H-10""); 1,46 a 1,59 (m, 4H,
H-2 et H-11""); 2,61 (m, 2H, H-12""); 3,50 (s, 3H, -OCHj3) ; 3,64 (t, J = 6,6 Hz, 2H,
H-1""); 3,86 (s, 6H, OMe) ; 5,20 (s, 2H, -OCH,) ; 6,67 (s, 2H, H-3 et H-5) ; 6,94 (d,
J =162 Hz, 1H, H-8); 7,02 (d, J = 16,2 Hz, 1H, H-7); 7,03 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-3" et
H-5%); 7,45 (d,J=8,7 Hz, 2H, H-2’ et H-6").
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RMN "C (75 MHz, CDCl3) & : 23,0 (C-12°") ; 25,7 4 29,8 (C-3”> a C-11"") ; 32,8 (C-2") ;
55,7 (2xOMe) ; 56,1 (-OCHs); 63,1 (C-1); 94,4 (-OCH,); 102,0 (C-3 et C-5); 116,4
(C-3> et C-5°); 119,5 (C-1) ; 127,3 (C-8) ; 127,6 (C-2’ et C-6") ; 127,7 (C-7) ; 132,4 (C-1") ;
136,0 (C-4) ; 156,8 (C-4°) ; 158,4 (C-2 et C-6).

IR Vo, (cm™) @ 3418, 3341 (OH) ; 3010 (=C-H) ; 2925, 2849 (C-H) ; 1572, 1509 (C=C) ;
1138 (C-0O) ; 830 (C-H).

MS (FAB") m/z (M+Li") : 491

HRMS (FAB") m/z (M+Li") : 491,3344 (calculée) ; 491,3381 (trouvée)

(E)-12-(4-(3.4-bis(Méthoxyméthoxy)styryl)-2.6-diméthoxyphényl)dodécan-1-ol 109

OMe
‘ (CH,)1,0H
O X OMe
MOMO

OMOM

109

Le composé 109 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 108.
o 4-(12-(tert-butyldiméthylsilyloxy)dodécyl)-3,5-diméthoxybenzaldéhyde 62
(0,278 g ; 0,60 mmol ; 1 éq)
e diéthyl 3,4-bis(méthoxyméthyl)benzylphosphonate 88 (0,416 g ; 1,19 mmol
;2 ¢q)
e NaOMe (0,27 mL ; 1,44 mmol ; 2,4 ¢q)
e DMF (2,5 mL)
Rendement : 54%

Formule brute : C;,H4507

PM : 544,72

CCM : (heptane-AcOEt : 6-4) Rf =0,2
Point de fusion : 68-69°C

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 1,27 (s large, 16H, H-3 a H-10"); 1,44 a 1,59 (m, 4H,

H-2 et H-11"") ; 2,61 (m, 2H, H-12"") ; 3,53 (s, 3H, -OCH3) ; 3,56 (s, 3H, -OCHs) ; 3,64 (t,
J =6,6 Hz, 2H, H-1""); 3,86 (s, 6H, OMe) ; 5,25 (s, 2H, -OCH;) ; 5,30 (s, 2H, -OCH,) ;
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6,68 (s, 2H, H-3 et H-5) ; 6,96 (d, J = 16,2 Hz, 1H, H-8); 7,00 (d, J = 16,2 Hz, 1H, H-7) ;
711 (dd, J = 8,4 Hz et J = 1,8 Hz, 1H, H-6); 7,15 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-5"); 7,34 (d,
J=1,8Hz, 1H, H-2").

RMN "C (75 MHz, CDCl3) & : 23,0 (C-12°") ; 25,8 4 29,8 (C-3”> a C-11") ; 32,8 (C-2") ;
55,8 (2xOMe) ; 56,2 (-OCHs) ; 56,3 (-OCHs) ; 63,1 (C-1""); 95,4 (-OCH,) ; 102,0 (C-3 et
C-5); 114,2 (C-27); 116,7 (C-5°); 119,6 (C-1); 120,9 (C-6"); 127,3 (C-8); 128,1 (C-7);
132,1 (C-17) ; 135,8 (C-4) ; 147,0 (C-4°) ; 147,5 (C-3’) ; 158,4 (C-2 et C-6).

IR Vinay (cm™) : 3342 (OH) ; 3002 (=C-H) ; 2917, 2849 (C-H) ; 1576, 1509, 993 (C=C) ; 1140
(C-0); 817 (C-H).

MS (FAB") m/z (M+Li") : 551

HRMS (FAB") m/z (M+Li") : 551,3555 (calculée) ; 551,3596 (trouvée)

(E)-4-(4-(12-Hvydroxyvdodécyl)-3.5-diméthoxystyryDphénol 110

OMe
O (CH2)1,0H
PPTS, MeOH
A OMe

OMe
O (CH3)1,0H
N
O reflux, 8h O OMe
MOMO HO

108 110

Du para-toluéne sulfonate de pyridinium (1,42 g; 5,65 mmol; 10 €éq) est ajouté a une
solution de (E)-12-(4-(méthoxyméthyl)styryl)-2,6-diméthoxyphényl)dodécan-1-ol 108
(0,274 g; 0,57 mmol ; 1 éq) dans le méthanol (6 mL). Apres 6h a reflux, le méthanol est
évaporé et une solution saturée de NaCl (50 mL) est ajoutée. La phase aqueuse est extraite
avec de I’éther (3x50 mL). La phase organique est lavée a I’eau (2x50 mL), séchée sur
MgSO,, filtrée puis évaporée. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur gel de
silice (¢luant heptane-AcOEt : 55-45) pour donner 0,239 g d’un solide blanc.

Rendement : 95%

Formule brute : Cy3H4004

PM : 440,61

CCM : (¢luant heptane-AcOEt : 5-5) Rf = 0,3
Point de fusion : 119-120°C
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RMN 'H (300 MHz, CD;OD) & : 1,26 (s large, 16H, H-3 a H-10"); 1,46 & 1,59 (m, 4H,
H-2” et H-117); 2,57 (t, J = 7,9 Hz, 2H, H-1"") ; 3,51 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H-12") ; 3,81 (s,
6H, OMe) ; 6,71 (s, 2H, H-2 et H-6) ; 6,74 (d, ] = 8,4 Hz, 2H, H-2’ et H-6’); 6,90 (d,
J=16,2 Hz, 1H, H-8) ; 7,03 (d, ] = 16,2 Hz, 1H, H-7) ; 7,36 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-3’ et H-5").

RMN C (75 MHz, CD;0D) & : 22,8 (C-1°") ; 25,7 4 29,8 (C-2”> a C-10") ; 32,8 (C-117) ;
55,7 (OMe) ; 56,1 ; 63,1 (C-12"); 102,0 (C-2 et C-6) ; 116,4 (C-2’ et C-6"); 119,5 (C-4) ;
127,3 (C-8) ; 127,6 (C-3" et C-5") ; 127,7 (C-7) ; 132,4 (C-4") ; 136,0 (C-1); 157,7 (C-1°) ;
158,4 (C-3 et C-5).

IR Vpox (cm™) : 3191 (OH) ; 3017 (=C-H) ; 2917, 2849 (C-H) ; 1576, 1513, 956 (C=C) ; 1143
(C-0) ; 821 (C-H).

MS (FAB) m/z (M-H") : 439

HRMS (FAB') m/z (M-H") : 439,2843 (calculée) ; 439,2878 (trouvée)

(E)-4-(4-(12-Hvydroxvdodécyl)-3.5-diméthoxystyryl)benzén-1.2-diol 111

OMe
O (CHy)1,0H
X OMe

111

HO I

OH

Le composé 111 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 110.
e (E)-12-(4-(3,4-bis(méthoxyméthyl)styryl)-2,6-diméthoxyphényl)dodécan-1-ol
109 (0,145 g; 0,27 mmol ; 1 éq)
e para-tolueéne sulfonate de pyridinium (1,34 g ; 5,32 mmol ; 20 ¢q)
e MeOH (3 mL)
Rendement : 93%

Formule brute : Co5H4¢05

PM : 456,61

CCM : (heptane-AcOEt : 3-7) Rf =04
Point de fusion : 120-121°C
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RMN 'H (300 MHz, CD;OD) & : 1,28 (s large, 16H, H-3 a H-10"); 1,39 & 1,54 (m, 4H,
H-2” et H-117); 2,58 (t, J = 7,5 Hz, 2H, H-1"") ; 3,53 (t, J = 6,3 Hz, 2H, H-12") ; 3,83 (s,
6H, OMe) ; 6,54 (s, 2H, H-2 et H-6) ; 6,73 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6") ; 6,87 (dd, J = 8,4 Hz et
J=1,8 Hz, 1H, H-5"); 6,88 (d, ] = 16,2 Hz, 1H, H-8); 6,98 (d, J = 16,2 Hz, 1H, H-7) ; 7,05
(d, J=1,8 Hz, 1H, H-3").

RMN C (75 MHz, CD;0D) & : 23,0 (C-1°") ; 25,5 4 29,3 (C-2”> a C-10") ; 32,2 (C-117) ;
54,7 2xOMe) ; 61,6 (C-12°") ; 101,4 (C-2 et C-6) ; 112,4 (C-4) ; 115,0 (C-3") ; 118,2 (C-6") ;
118,7 (C-5"); 126,0 (C-8); 127.6 (C-7); 129,8 (C-4"); 136,6 (C-1); 145,0 (C-1°); 145,1
(C-2); 158,2 (C-3 et C-5).

IR Vinex (cm™) : 3213 (OH) ; 3018 (=C-H) ; 2918, 2850 (C-H) ; 1575, 1526, 953 (C=C) ; 1140
(C-0) ; 810 (C-H).

MS (FAB) m/z (M-H") : 455

HRMS (FAB') m/z (M-H") : 455,2792 (calculée) ; 455,2793 (trouvée)

(E)-5-(4-Hvydroxystyryl)-2-(14-hydroxvtétradécyl)benzéne-1.3-diol 117

OMe OH
(chyOF O
O 24 BBrs, CH,Cl, O 214
A OMe A OH

-78°C — ta, 2h O
HO

93 117

MeO I

Du tribromure de bore (0,23 mL ; 2,42 mmol ; 15 éq.) est ajouté a une solution de (E)-14-(4-
(4-méthoxystyryl)-2,6-diméthoxyphényl)tétradécan-1-ol 93 (78 mg ; 0,16 mmol ; 1 €q.) dans
le dichlorométhane (5 mL) a -78°C. Le mélange réactionnel est laissé agiter a température
ambiante. Apres 2h, de I’eau (50 mL) est ajoutée a -78°C. La phase aqueuse est extraite avec
de I’AcOEt (3x50 mL). Les phases organiques sont réunies, lavées avec une solution saturée
de NaCl (50 mL), séchées sur MgSQy, filtrées puis évaporées. Le brut réactionnel est purifi¢
par chromatographie sur gel de silice (¢luant heptane-AcOEt : 45-55) pour donner 38 mg d’un
solide blanc.

Rendement : 54%

Formule brute : CysH4004

PM : 440,61
CCM : (¢éluant heptane-AcOEt : 4-6) Rf = 0,3
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Point de fusion : 171-172°C

RMN 'H (300 MHz, CD;OD) & : 1,28 (s large, 20H, H-3"* a H-12"") ; 1,40 a 1,52 (m, 4H,
H-2>’ et H-13""); 2,57 (t, J = 7,5 Hz, 2H, H-1"") ; 3,53 (t, ] = 6,6 Hz, 2H, H-14"") ; 6,45 (s,
2H, H-4 et H-6) ; 6,74 (d, J = 15,9 Hz, 1H, H-8) ; 6,75 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-3" et H-5") ; 6,89
(d,J=159Hz, 1H, H-7); 7,32 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-2’ et H-6").

RMN C (75 MHz, CD;0D) & : 22,9 (C-1°") ; 25,7 4 29,8 (C-2”> a C-127) ; 29,7 (C-13") ;
64,3 (C-14”"); 104,6 (C-4 et C-6) ; 1154 (C-2); 115,9 (C-3’ et C-5’); 126,3 (C-8); 127,1
(C-7); 128,1 (C-2’ et C-6) ; 128,6 (C-1°) ; 135,7 (C-5) ; 156,7 (C-1 et C-3) ; 156,8 (C-4).

IR Vi (cm™) : 3353 (OH) ; 3011 (=C-H) ; 2915, 2848 (C-H) ; 1586, 1511, 1426, 956 (C=C)
; 1249 (C-0) ; 832 (C-H).

MS (FAB’) m/z (M-H’) : 439

HRMS (FAB’) m/z (M-H) : 439,2843 (calculée) ; 439,2912 (trouvée)

Les molécules 113 a 116 et 118, analogues a 117 mais avec des longueurs de chaine
différentes, sont obtenues suivant le méme procédé que celui décrit pour 117. Les quantités de

réactifs utilisés sont indiquées dans le tableau suivant :

RFA triméthoxylé | BBr; (99,9%) Produit
) ) CH,Cl,
n g (1éq) mL (15 éq) L g
(mmol) (mmol) m (Rendement %)
113
0,053 g 0,176 mL
10 5 mL 0,035 ¢
(0,12) (1,86) 76%)
(76%
114
0,070 g 0,225 mL
11 6,5 mL 0,029 g
(0,16) (2,38) 46%)
(46%
115
0,150 g 0,470 mL
12 8 mL 0,070 g
(0,33) (4,95) 54%)
(54%
116
0,070 g 0,212 mL
13 6 mL 0,052 g
(0,15) (2,24)
(80%)
118
0,060 g 0,170 mL
16 5mL 0,042 g
(0,12) (1,76)
(75%)
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Les spectres RMN 'H et RMN "°C sont identiques & ceux obtenus pour 117, avec a chaque
fois +/- 2H ou 4H a 1,26 ppm et +/- 1C ou 2C entre 28,9 et 29,8 ppm correspondant aux CH,

supplémentaires.
MS HRMS
Produit . Point de (FAB") (FAB)
Formule brute PM Rf . .
(n) fusion m/z Trouvée
(M-H) | (calculée)
113 C24H3,0 384,51 0,2 166-168°C 383 383,2231
(10) AR ’ ’ (383,2217)
114
(11) Cy5H3404 398,54 0,2 171-173°C - -
115 411,2512
12 C26H3604 412,56 0,3 173-174°C 411
(12) (411,2530)
116
(13) Cy7H35304 426,59 0,3 172-174°C
(11168) C30HusOs 468,67 | 0.5 i i i

* ¢luant pour les CCM : heptane-AcOEt: 4-6

(E)-5-(4-Hvdroxystyryl)-2-(dodécyl)benzéne-1.3-diol 148

(CH2)11
- O

HO I

148

Le composé 148 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 110.
o (E)-12-(4-(4-méthoxystyryl)-2,6 diméthoxyphényl)dodécane (0,07 g ;

0,16 mmol ; 1 éq)
e BBr; (0,226 mL ; 2,39 mmol ; 15 éq)
e CH,CI; (6,5 mL)
Rendement : 63%

Formule brute : CysH3603

PM : 396,56
CCM : (pentane-AcOEt : 7-3) Rf =0,2
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Point de fusion : 186-189°C

RMN 'H (300 MHz, CD;0D) & : 0,89 (t, ] = 6,6 Hz, 3H, H-12") ; 1,28 (s large, 18H, H-3" a
H-11); 1,51 (m, 2H, H-2"); 2,57 (t, = 7,5 Hz, 2H, H-1"") ; 4,86 (s, 3H, OH) ; 6,45 (s, 2H,
H-4 et H-6) ; 6,74 (d, J = 15,9 Hz, 1H, H-8) ; 6,75 (d, ] = 8,6 Hz, 2H, H-3’ et H-5") ; 6,89 (d,
J=15,9 Hz, 1H, H-7) ; 7, 32 (d, ] = 8,6 Hz, 2H, H-2’ et H-6").

RMN 3C (75 MHz, CD;0D) & : 13,0 (C-127) ; 22,3 (C-11°") ; 22,7 (C-1") ; 28,9 4 29,4 (C-
37 4 C-107); 31,7 (C-2) ; 104,2 (C-4 et C-6) ; 115,0 (C-2); 115,5 (C-3’ et C-5"); 125,8
(C-8); 126,8 (C-7); 127,2 (C-2" et C-6") ; 129,2 (C-17) ; 136,0 (C-5) ; 156,0 (C-1 et C-3);
156,7 (C-4").

IR Vi (cm™) : 3351 (OH) ; 3016 (=C-H) ; 2916, 2848 (C-H) ; 1574, 1512, 1425, 965 (C=C)
; 1248 (C-0) ; 829 (C-H).

MS (FAB’) m/z (M-H") : 395

HRMS (FAB’) m/z (M-H) : 395,2581 (calculée) ; 395,2583 (trouvée)
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Déc-9-yn-1-0l 126

TBAF 1M dans THF
ta, 2h

OTBDMS

OH
(CHp)g

(CHp)g

//
//

29 126

Une solution de fluorure de tétrabutylammonium (10,2 mL ; 10,2 mmol ; 2 éq) a 1M dans le
THF est ajoutée au tert-butyl(déc-9-ynyloxy)diméthylsilylane 29 (1,37 g; 5,10 mmol ; 1 éq).
Aprés 2h a température ambiante, le mélange réactionnel est versé dans une solution saturée
de NH4Cl (100 mL) puis extrait avec de I’éther (3x100 mL). La phase organique est lavée
avec une solution saturée de NaCl (100 mL), séchée sur MgSQs,, filtrée puis évaporée. Le brut
réactionnel est purifié¢ par chromatographie sur gel de silice (¢luant hexane-AcOEt : 7-3) pour
donner 0,701 g d’une huile incolore.

Rendement : 89%

Formule brute : C;yHgO
PM : 154,25
CCM : (heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,3

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & : 1,26 (s large, 4H, H-3 a H-6) ; 1,54 (m, 4H, H-2 et H-7) ;
1,93 (t, J = 2,6 Hz, 1H, H-10) ; 2,18 (td, J = 6,9 Hz et J = 2,6 Hz, 2H, H-8) ; 3,64 (t,
J=6,6 Hz, 2H, H-1).

RMN "C (75 MHz, CDCl3) 6 : 18,4 (C-8) ; 25,7 (C-3 et C-7) ; 28,52 29,5 (C-4 a C-6) ; 32,8

(C-2); 63,1 (C-1); 68,1 (C-10) ; 84,8 (C-9).

Déc-9-vnyl acétate 125

Ac,0, Pyridine
_OH 2=, N\ ., O
(CH2)g ta, 3h (CH2)g

N

Ac

121 125

De I’anhydride acétique (0,84 mL ; 8,88 mmol ; 2 €q) est ajouté a une solution de déc-9-yn-1-
ol 121 (0,685 g; 4,44 mmol; 1 €q) dans la pyridine (10 mL). Aprés 5h d’agitation a
température ambiante, le mélange réactionnel est versé dans une solution aqueuse de HCI a

2N (50 mL) puis extrait avec de 1’éther (3x50 mL). La phase organique est lavée avec une
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solution saturée de NaCl (100 mL), séchée sur MgSQ,, filtrée puis évaporée. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie sur gel de silice (¢luant hexane-AcOEt : 9-1) pour
donner 0,811 g d’une huile incolore.

Rendement : 93%

Formule brute : C,H>,0,
PM : 196,29
CCM : (heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,6

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & : 1,27 (s large, 4H, H-3 a H-6) ; 1,51 (m, 4H, H-2 et H-7) ;
1,92 (t, J = 2,6 Hz, 1H, H-10) ; 2,05 (s, 3H, OMe) ; 2,18 (td, J = 6,9 Hz et J = 2,6 Hz, 2H,
H-8) ; 3,87 (t, ] = 6,6 Hz, 2H, H-1).

RMN C (75 MHz, CDCls) 6: 19,4 (C-8); 20,7 (OAc); 26,7 (C-3); 28,5 a 29,5 (C-2 a

C-7); 65,1 (C-1) ; 68,1 (C-10) ; 84.8 (C-9) ; 170,3 (CO).

Acide 3.5-diacétoxy-4-idobenzoique 127

CO,H CO,H
AcCl, NEt,

HO OH THF, 0°C— ta, 24h ACO OAC
| |

37 127

Du chlorure d’acétyle (0,200 mL ; 2,86 mmol ; 8 éq) est ajouté a une solution refroidie a 0°C
d’acide 4-iodobenzoique 37 (0,100 g; 0,36 mmol; 1 éq) dans le THF (1,6 mL) et de
triéthylamine (0,500 mL ; 3,6 mmol ; 10 éq). Aprés 24 h a température ambiante, Le mélange
réactionnel est versé dans une solution saturée de NH4Cl (50 mL) puis extrait a 1’acétate
d’éthyle (3x50 mL). La phase organique est lavée avec une solution saturée de NaCl
(100 mL), séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée. Le brut réactionnel est purifié par
chromatographie sur gel de silice (pentane-AcOEt: 4-6 + 0,5% d’acide formique) pour
donner 0,129 g d’un solide blanc.

Rendement : 98%

Formule brute : C;1HolOg
PM : 364,09
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CCM : (pentane-AcOEt : 1-9) Rf=0,6
RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 2,40 (s, 6H, OAc) ; 7,69 (s, 2H, H-2 et H-6).
RMN "C (75 MHz, CDCl3) & : 21,2 (OAc) ; 96,5 (C-4) ; 121,7 (C-2 et C-6) ; 131,2 (C-1);

152,8 (C-3 et C-5) ; 168,1 (2xCO) ; 169,1 (CO).

4-iodo-3.5-dihvdroxybenzoate de benzyle 129

CO,H CO,Bn
1) KHCO3, DMF, ta, 15 min

HO OH 2) BnBr, 40°C, 5h HO OH
37 129

De I’hydrogénocarbonate de potassium (0,209 g; 2,08 mmol; 1,2 éq) est ajouté a une
solution d’acide 3,5-dihydroxy-4-iodobenzoique 37 (0,486 g ; 1,74 mmol ; 1 éq) dans le DMF
(2,7 mL). Apres 15 minutes a température ambiante, du bromure de benzyle (0,311 mL ; 2,60
mmol ; 1,5 éq) est ajouté. Apres Sh de chauffage a 40°C, de I’eau (50 mL) est ajoutée. La
phase aqueuse est extraite avec de 1’acétate d’éthyle (3x50 mL). La phase organique est lavée
avec une solution saturée de NaHCO; (50 mL) puis avec une solution saturée de NaCl (50
mL), séchée sur MgSO,, filtrée puis évaporée. Le brut réactionnel est purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant heptane-AcOEt : 75-25) pour donner 0,547 g d’un
solide blanc.

Rendement : 85%

Formule brute : C14H;1104

PM : 370,14

CCM : (heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,3
Point de fusion : 155-157°C

RMN 'H (300 MHz, CDs;0D) 6 : 6,42 (s, 2H, OH) ; 6,83 (s, 2H, CH,Ph) ; 8,54 (s, 2H, H-2 et
H-6) ; 8,92 (m, 5SH, Hypeny).
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RMN “C (75 MHz, CD;OD) &: 66,4 (CH,Ph); 80,7 (C-4); 1059 (C-2 et C-6); 127.7
(2XChenz) 5 127,9 (Cpenz) ;3 128,2 (2XChens) 5 131,1 (C-1) ; 136,1 (Cquatenaire) ; 158,2 (C-3 et
C-5) ; 166,1 (CO).

4-Iodo-3,5-diacétoxybenzoate de benzyle 130

COan COan
K2C03, ACZO

HO OH Acétone, ta, 2h AcO OAGC
| |

125 130

Du carbonate de potassium (1,77 g ; 12,8 mmol ; 3 éq) et de ’anhydride acétique (1,13 mL ;
12,0 mmol ; 2,8 éq) sont ajoutés a une solution de 4-iodo-3,5-dihydroxybenzoate de benzyle
125 (1,58 g ; 4,27 mmol ; 1 éq) dans I’acétone. Apres 2h a température ambiante, 1’acétone est
évaporée. Le brut réactionnel ainsi obtenu est dissous dans de 1’éther (100 mL). La phase
organique est lavée a I’aide d’une solution aqueuse a 1M de KHSO4 (100 mL) et d’une
solution aqueuse de NaHCO; a 1M (100 mL), séchée sur MgSQOs, filtrée puis évaporée. Le
brut réactionnel est purifié par chromatographie sur gel de silice (éluant heptane-AcOEt : 8-2)
pour donner 1,91 g d’un solide blanc.

Rendement : 98%

Formule brute : C;sHs;104

PM : 454,21

CCM : (heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,3
Point de fusion : 111-112°C

RMN 'H (300 MHz, CD;0D) 6 : 2,38 (s, 6H, OAc) ; 5,34 (s, 2H, CH,Ph) ; 7,40 (m, 5H,
Hbyenz) 5 7,65 (s, 2H, H-2 et H-6).

RMN "“C (75 MHz, CD;OD) &: 21,1 (OAc) ; 67,5 (CH,Ph); 95,5 (C-4); 121,3 (C-2 et

C-6) ; 128,5 (2XChens) ; 128,6 (Coenz) ; 128,8 (2XChens) 5 132,1 (C-1) 5 135,3 (Couaternaive) 3 152.7
(C-3 et C-5) ; 164,3 (CO) ; 168,1 (CO.).
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3.5-Diacétoxy-4-(10-acétoxydéc-1-ynyl)benzoate de benzyle 132

CO,Bn
CO,Bn
RN oA PACl,(PPhs),, Cul ACO OAc
CH,)¢
ACO OAC (CHy)s Et3N, A, 5h ||
|
OAc
130 125 132 (CHp7

Du PdClI,(PPhs), (0,092 g ; 0,13 mmol ; 0,07 éq) et I’iodure de cuivre (0,025 g ; 0,13 mmol ;
0,07 €q.) sont ajoutés a une solution de 4-iodo-3,5-diacétoxybenzoate de benzyle 130 (0,854
g; 1,88 mmol ; 1 éq.) dans la triéthylamine (7,5 mL). Le mélange réactionnel est laissé agiter
a température ambiante pendant 10 minutes, puis du déc-9-ynyl acétate 125 (0,627 g; 3,20
mmol ; 1,7 éq) est ajouté. Aprés Sh de chauffage a reflux, le mélange est versé¢ dans une
solution saturée de NH4Cl (100 mL) puis extrait avec de 1’acétate d’éthyle (3x100 mL). La
phase organique est lavée avec une solution saturée de NaCl (150 mL), séchée sur MgSO,,
filtrée et évaporée. Le brut réactionnel est adsorbé sur silice (200 um) avant d’étre purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant heptane-AcOEt : 75-25) pour donner 0,788 g d’une
huile jaune.

Rendement : 80%

Formule brute : C30H340g
PM : 522,59
CCM : (¢luant heptane-AcOEt : 6-4) Rf = 0,5

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & : 1,33 (s large, 8H, H-5" 4 H-8") ; 1,35 & 1,61 (m, 4H, H-4" et
H-9%) ; 2,04 (s, 3H, OAc); 2,32 (s, 6H, OAc): 2,45 (t, J = 6,9 Hz, 2H, H-3"); 4,05 (t,
J=6,7 Hz, 2H, H-10°) ; 5,33 (s, 2H, CH,Ph) ; 7,39 (m, SH, Hyeny) ; 7,67 (s, 2H, H-2 et H-6).

RMN C (75 MHz, CDCl;) & : 20,8 (2xOAc) ; 21,0 (OAc) ; 25,9 (C-8’) ; 28,0 4 29,0 (C-3’ a
C-7°); 29,1 (C-9%); 64,6 (C-10’); 67,3 (CH,Ph); 70,7 (C-17); 103,6 (C-4); 121,0 (C-2 et
C-6) ; 128,4 (2xCheny) 5 128,6 (Coenz) 5 128,7 (2XChrenz) 5 130,0 (C-1) 5 135,5 (Cquaternaire) 5 152,2
(C-3etC-5);168,2 (CO); 170,9 (2xCOx) 5 171,9 (COA).
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3.5-Diacétoxy-4-(12-(tert-butyldiméthylsilyloxy)dodéc-1-ynyl)benzoate de benzyle 131

CO,Bn

AcO OAc

OTBS
(CHpg

131

Le composé 131 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 132.
4-i0do-3,5-diacétoxybenzoate de benzyle 130 (0,692 g ; 1,52 mmol ; 1 éq)
tert-butyl(décan-11-ynyloxy)diméthylsilane 31 (0,813 g ; 2,74 mmol ; 1,8 éq)
PdCI,(PPhs), (0,075 g ; 0,11 mmol ; 0,07 éq)

Cul (0,020 g ; 0,11 mmol ; 0,07 éq)

NEt; (6 mL)

Rendement : 60%

Formule brute : C36H5007Si
PM : 622,86
CCM : (heptane-AcOEt : 8-2) Rf = 0,5

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 0,04 (s, 6H, CH3Si) ; 0,88 (s, 9H, CSi) ; 1,28 (s large, 8H,
H-5" a H-10%) ; 1,42 2 1,61 (m, 4H, H-4’ et H-11") ; 2,32 (s, 6H, OAc); 2,44 (t, ] = 6,9 Hz,
2H, H-3"); 3,59 (t, J = 6,9 Hz, 2H, H-12") ; 5,33 (s, 2H, CH,Ph) ; 7,40 (m, SH, Hpenz) ; 7,67
(s, 2H, H-2 et H-6).

RMN 3C (75 MHz, CDCl3) 8 : -5,2 (CH;Si) ; 18,4 (CSi) ; 20,7 (2xOAc) ; 19,8 (C-3"); 25,8 4
29,6 (C-4> 4 C-10); 32,9 (C-11) ; 63,3 (C-12°) ; 67,3 (CH,Ph) ; 70,8 (C-1") ; 103,6 (C-4) ;
121,0 (C-2 et C-6); 1284 (2xChenz) ; 128,6 (Coenz) 3 128,7 (2xChenz) ; 130,0 (C-1); 136,8
(Couaternaire) 3 152,2 (C-3 et C-5) ; 164,4 (CO) ; 168,2 (2xCOx,).
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Acide 3,5-diacétoxy-4-(10-acétoxydécyl)benzoique 134

CO,Bn
CO,H
ACO OAC H,, Pd/C 10%
|| EtOH, ta, 24h AcO OAcC
OAc
OA (CHp)g
_OAc
132 (CH,)5 134

Du palladium sur charbon 10% (0,16 g; 0,15 mmol ; 0,05 éq.) est ajouté a une solution de
3,5-diacétoxy-4-(10-acétoxydéc-1-ynyl)benzoate de benzyle 132 (0,766 g ; 1,47 mmol ; 1 éq.)
dans 1’éthanol (3 mL). Le mélange réactionnel est agit¢ sous atmosphére d’hydrogéne a
température ambiante. Apres 24h, le mélange est filtré sur célite pour donner 0,597 g de
solide blanc.

Rendement : 92%

Formule brute : C,3H3,0g

PM : 436,50

CCM : (¢luant heptane-AcOEt : 5-5) Rf = 0,1
Point de fusion : 97-99°C

RMN 'H (300 MHz, CDCl5) § : 1,28 (s large, 12H, H-3" a H-8") ; 1,46 (qn, J = 7,2 Hz, 2H,
H-9"); 1,61 (qn, J = 7,2 Hz, 2H, H-2") ; 2,04 (s, 3H, OAc) ; 2,35 (s, 6H, OAc) ; 2,48 (m, 2H,
H-1°); 4,05 (t, ] = 6,8 Hz, 2H, H-10) ; 7,68 (s, 2H, H-2 et H-6).

RMN *C (75 MHz, CDCls) & : 20,8 (2xOAc) ; 21,0 (OAc) ; 25,2 (C-1°) ; 25,9 (C-9°) ; 28,6 4

29,5 (C-3’ a4 C-8°); 29,7 (C-2°) 64,6 (C-10") ; 121,9 (C-2 et C-6) ; 128,1 (C-1); 134,2 (C-4) ;
149,7 (C-3 et C-5) ; 168,2 (COycice) ; 168,9 (2xCOnc) ; 169,4 (COc).
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Acide 3.5-diacétoxy-4-(12-(tert-butyldiméthvlsilyloxy)dodécyl)benzoique 133

CO,H

AcO OAc

OTBS
(CH2)1

133

Le composé 133 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 134.
e 3 5-diacétoxy-4-(12-(tert-butyldiméthylsilyloxy)dodéc-1-ynyl)benzoate de
benzyle 131 (0,954 g ; 1,53 mmol ; 1 éq)
e Pd/C 10% (0,095 g ; 0,090 mmol ; 0,06 éq)
e EtOH 3 mL)
Rendement : 88%

Formule brute : CyoH430,S1
PM : 536,77
CCM : (heptane-AcOEt : 4-6) Rf = 0,2

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 0,05 (s, 6H, CH3Si) ; 0,89 (s, 9H, CSi) ; 1,26 (s large, 18H,
H-2 a H-10°) ; 1,43 a 1,53 (m, 2H, H-11") ; 2,34 (s, 6H, OAc); 2,48 (t, J = 7,5 Hz, 2H,
H-1°); 3,60 (t, ] = 6,9 Hz, 2H, H-12") ; 7,69 (s, 2H, H-2 et H-6).

RMN C (75 MHz, CDCl3) § : -5,2 (CH;Si) ; 18,4 (CSi) ; 20,8 (2xOAc) ; 25,3 (C-1°) ; 26,0

(CH;C) ; 25,8 2 29,7 (C-2° a C-10°) ; 32,9 (C-11°) ; 63,4 (C-12°) ; 122,0 (C-2 et C-6) ; 128,2
(C-1); 134,3 (C-4) ; 149,7 (C-2 et C-6) ; 168,9 (2xCO) ; 170,0 (CO).

Chlorure de 3.5-diacétoxy-4-(10-acétoxyvdécyl)benzovle 136

CO,H cocl
SOCl,, DMF

AcO OAc 15 min ta — 80°C, 3h AcO OAc

AcC AcC

o) o
(CHy)y (CHa)g

134 136
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Du chlorure de thionyle (0,597 mL ; 8,18 mmol ; 6,5 éq) fraichement distillé et 2-3 gouttes de
diméthylformamide sont ajoutés a de I’acide 3,5-diacétoxy-4-(10-acétoxydécyl) benzoique
134 (0,549 g; 1,26 mmol ; 1 éq). Aprés 15 minutes d’agitation a température ambiante, le
mélange réactionnel est chauffé a 80°C. Apres 3h, I’exces de chlorure de thionyle est éliminé
par distillation. Le brut réactionnel ainsi obtenu est dissous dans du toluéne (30 mL). Le
précipité formé est éliminé par filtration. La phase organique est évaporée pour donner
0,570 g d’un solide blanc.

Rendement : 99%

Formule brute : C,3H3;C10,
PM : 454,94
CCM : (¢éluant heptane-AcOEt : 6-4) Rf = 0,1

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 1,28 (s large, 12H, H-3" a H-8") ; 1,42 a 1,65 (m, 4H, H-2’ et
H-9) ; 2,04 (s, 3H, OAc) ; 2,35 (s, 6H, OAc) ; 2,49 (m, 2H, H-1°) ; 4,04 (t, ] = 6,8 Hz, 2H,
H-10%) ; 7,71 (s, 2H, H-2 et H-6).

RMN 3C (75 MHz, CDCl3) § : 20,8 (2xOAc) ; 21,0 (OAc) ; 25,3 4 29,4 (C-3’ & C-9°) ; 25,7

(C-17) 29,6 (C-2) ; 64,6 (C-10) ; 123,0 (C-2 et C-6) ; 131,8 (C-4) ; 136,4 (C-1) ; 149,9 (C-3
et C-5) ; 166,7 (COCI) ; 168,7 (2xCOx.) ; 169,4 (COn.).

Chlorure de 3.5-diméthoxvbenzovle 144

COCI

MeO OMe

144

Le composé 144 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 136.
e Acide 3,5-diméthoxybenzoique 143 (0,524 g ; 2,88 mmol ; 1 éq)
e Chlorure de thionyle (1,4 mL ; 18,7 mmol ; 6,5 éq)

Rendement : 97%

Formule brute : CoHyCIlO5

PM : 200,62
CCM : (heptane-AcOEt : 4-6) Rf = 0,1
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Point de fusion : 93-95°C

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 3,89 (s, 6H, OMe) ; 6,90 (t, J = 2,4 Hz, 1H, H-4); 7,21 (d,
J=2,4 Hz, 2H, H-2 et H-6).

RMN 3C (75 MHz, CDCL3) 8 : 55,6 (OMe) ; 104,6 (C-2 et C-6) ; 109,0 (C-4) ; 138,4 (C-1) ;
160,8 (C-3 et C-5) ; 168,6 (COC).

(E)-10-(4-(4-Acétoxystyryl)-2.6 diacétoxyxyphénylDdécan-1-acétoxy 146

OAc
= COcClI _OAc
(CHy)q
Pd(OAc),, NEM, L
* X OAc
AcO OAC xyléne, 120°C, 4h O
AcO
OAc OAc
(CHp)g
134 136 146

Du chlorure de 3,5-diacétoxy-4-(10-acétoxydécyl)benzoyle 136 (0,533 g; 1,17 mmol ; 1 éq),
de ’acétate de palladium (0,0053 g; 0,023 mmol ; 0,02 éq), du chlorure de N,N-bis-(2,6-
diisopropyl)dihydroimidazolium (L) (0,01 g ; 0,023 mmol ; 0,02 éq), du 4-acétoxystyréne 134
(0,215 mL ; 1,41 mmol ; 1,2 éq) et de la N-éthylmorpholine (0,18 mL ; 1,41 mmol ; 1,2 éq)
sont dissous dans le xyléne (2,5 mL). Apres 4h a 125°C, de I’acétate d’éthyle (20 mL) est
ajouté au milieu réactionnel préalablement refroidi a température ambiante, puis filtré sur
célite. La phase organique est lavée a I’aide d’une solution saturée de NaCl (20 mL), séchée
sur MgSOsy, filtrée puis évaporée. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur gel
de silice (éluant heptane-AcOEt : 7-3) pour donner 0,278 g d’un solide blanc.

Rendement : 43%

Formule brute : C5,H40Og
PM : 552,66
CCM : (heptane-AcOEt : 7-3) Rf =0,2

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 8 : 1,28 (s large, 12H, H-3* a H-8") ; 1,42 a 1,63 (m, 4H, H-2"’
et H-9°) ; 2,04 (s, 3H, OAc) ; 2,32 (s, 3H, OAc) ; 2,33 (s, 6H, OAc) ; 2,42 (m, 2H, H-10"") ;
4,05 (t, J = 6,9 Hz, 2H, H-1""); 6,93 (d, J = 16,2 Hz, 1H, H-8) ; 7,02 (d, J = 16,2 Hz, 1H,
H-7); 7,07 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-3" et H-5") ; 7,09 (s, 2H, H-2 et H-6) ; 7,46 (d, J = 8,4Hz,
2H, H-2’ et H-6").

200



Partie Expérimentale

RMN "C (75 MHz, CDCls) & : 20,9 (2xOAc) ; 21,0 (OAc) ; 21,2 (OAc) ; 24,9 (C-10"") ; 25,9
429,7(C-2aC-97); 64,7 (C-1°"); 118,0 (C-3 et C-5) ; 121,8 (C-3 et C-5") ; 126,9 (C-1) ;
127,2 (C-8) ; 127,5 (C-2" et C-6"); 128,9 (C-7); 134,7 (C-1°) ; 136,4 (C-4) ; 150,0 (C-2 et
C-6) ; 150,3 (C-4") ; 169,2 (3xCO,) ; 169,4 (CO,).

MS (FAB") m/z (M+Na") : 575
HRMS (FAB") m/z (M+Na") : 575,2615 (calculée) ; 575,2618 (trouvée)

(E)-4-(3.5-Diméthoxystyryl)phényl acétate 145

OMe
X l OMe

145

AcO l

Le composé 145 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 146.
e Chlorure de 3,5-diméthoxybenzoyle 144 (0,524 g ; 2,61 mmol ; 1 éq)
e 4-acétoxystyrene 134 (0,799 g ; 5,22 mmol ; 1,2 €éq)
e acétate de palladium (0,024 g ; 0,11 mmol ; 0,05 éq)
e N-éthylmorpholine (0,332 mL, 2,61 mmol ; 1,2 éq)
e xylene (5,2 mL)
Rendement : 91%

Formule brute : C;sH304
PM : 298,33
CCM : (heptane-AcOEt : 7-3) Rf = 0,4

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 2,31 (s, 3H, OAc) ; 3,83 (s, 6H, OMe) ; 6,40 (t, J = 2,1 Hz,
1H, H-4) ; 6,66 (d, J = 2,1 Hz, 2H, H-2 et H-6) ; 6,98 (d, ] = 16,2 Hz, 1H, H-8) ; 7,06 (d,
J=16,2 Hz, 1H, H-7); 7,10 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-3’ et H-5") ; 7,51 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-2’
et H-6").

RMN C (75 MHz, CDCL3) & : 21,2 (OAc) ; 55,4 (OMe) ; 100,1 (C-4) ; 104,6 (C-2 et C-6) ;

121,8 (C-3> et C-5°) ; 127,5 (C-2’ et C-6") ; 128,2 (C-8) ; 128,9 (C-7); 135,0 (C-1°); 139,2
(C-1); 150,1 (C-4") ; 161,0 (C-3 et C-5) ; 169,4 (CO).

201



Partie Expérimentale

(E)-5-(4-Hvydroxystyryl)-2-(10-hydroxvdodécyl)benzéne-1.3-diol 113

OAcC OH
OAc
(CHp)g
X NaOMe, THF/ MeOH
OAc

OH
O (CHo)E
N
C RN G
AcO HO

146 113

Une solution de méthylate de sodium (0,4 mL ; 2,16 mmol ; 6¢q) dans le méthanol est ajoutée
a une solution de (E)-10-(4-(4-acétoxystyryl)-2,6 diacétoxyphényl)décan-1-acétoxy 146
(0,199 g; 0,36 mmol; 1 éq) dans un mélange THF/MeOH : 1/1 (1,6 mL). Apres 4h
d’agitation a température ambiante, le mélange réactionnel est versé dans une solution
aqueuse de HCl 2N (50 mL). La phase aqueuse est extraite avec de 1’acétate d’éthyle (3x50
mL). La phase organique est lavée a 1’aide d’une solution saturée de NaHCO; (100 mL),
séchée sur MgSOy, filtrée puis évaporée. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie
sur gel de silice (éluant heptane-AcOEt : 4-6) pour donner 0,076 g d’un solide blanc.
Rendement : 55%

Formule brute : C,4H3,04

PM : 384,51

CCM : (heptane-AcOEt : 4-6) Rf =0,2
Point de fusion : 166-168°C

RMN 'H (300 MHz, CD;0D) &: 1,32 (s large, 12H, H-3" a H-8”) ; 1,48 a 1,63 (m, 4H,
H-2 et H-9”) ; 2,57 (m, 2H, H-1"); 3,53 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H-10"") ; 6,45 (s, 2H, H-4 et
H-6); 6,74 (d, ] = 16,2 Hz, 1H, H-8); 6,75 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-3’ et H-5") ; 6,89 (d,
J=16,2 Hz, 1H, H-7) ; 7,32 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-2’ et H-6").

RMN *C (75 MHz, CD;OD) & : 22,9 (C-17); 25,7 4 29,8 (C-2> a C-8°"); 29,7 (C-97) ;
64,3 (C-10”); 104,6 (C-4 et C-6); 115,4 (C-2); 115,9 (C-3’ et C-5°); 126,3 (C-8); 127,1
(C-7); 128,1 (C-2° et C-6") ; 128,6 (C-1°) ; 135,7 (C-5) ; 156,7 (C-1 et C-3) ; 156,8 (C-4").

IR Vi (cm™) : 3353 (OH) ; 3011 (=C-H) ; 2915, 2848 (C-H) ; 1586, 1511, 1426, 956 (C=C)
; 1249 (C-0) ; 832 (C-H).

MS (FAB) m/z (M-H") : 383

HRMS (FAB) m/z (M-H") : 383,2217 (calculée) ; 383,2231 (trouvée)
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(E)-4-(3.5-diméthoxystyryl)phénol 147

OMe
X l OMe

147

HO I

Le composé 147 est obtenu selon le méme procédé que celui décrit pour 113.
(E)-(4-(3,5-diméthoxystyryl)phényl acétate 147 (0,287 g ; 0,96 mmol ; 1 éq)
NaOMe (0,267 mL ; 1,44 mmol ; 1,5 éq)
MeOH/THF : 1/1 (4 mL)

¢ 30 minutes
Rendement : 91%

Formule brute : CisH¢05

PM : 256,30

CCM : (heptane-AcOEt : 6-4) Rf=0,4
Point de fusion : 61-63°C

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & : 3,83 (s, 6H, OMe) ; 4,84 (s, 1H, OH); 6,38 (t, ] = 2,4 Hz,
1H, H-4) ; 6,65 (d, J = 2,4 Hz, 2H, H-2 et H-6) ; 6,83 (d, ] = 8,7 Hz, 2H, H-3’ et H-5") ; 6,89
(d, = 16,2 Hz, 1H, H-8); 7,03 (d, ] = 16,2 Hz, 1H, H-8); 7,40 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-2’ et
H-6").

RMN C (75 MHz, CDCl) & : 55,4 (OMe) ; 99,6 (C-4) ; 104,4 (C-2 et C-6) ; 115,6 (C-3” et

C-5°); 126,7 (C-8); 128,0 (C-2° et C-6"); 128,7 (C-7); 130,2 (C-1°); 139,4 (C-1); 155,3
(C-4°) ; 160,9 (C-3 et C-5).

203



Partie Experimentale
Physico-chimie
et Biologie




Partie Expérimentale

Tests physico-chimiques

Test au DPPH

Les différents composés & tester, ainsi que le resvératrol et le Trolox”, sont dissous dans
I’éthanol afin d’obtenir des solutions méres a 10 mM. Par des dilutions en cascade, nous
obtenons une gamme de concentrations allant de 10 mM a 1 pM. Sur une plaque 96 puits sont
introduits, 100 pL/puits des différents produits a tester aux différentes concentrations puis 100
uL/puits d’une solution éthanolique de DPPH a 400 pM. La plaque est agitée pendant
quelques minutes. Apres 1 heure d’incubation dans 1’obscurité, la mesure de I’absorbance a
550 nm est déterminée par un spectrophotométre. La diminution de 1’absorbance a 550 nm

traduit 1’efficacité des composés a réduire le radical DPPH.

Test a PABTS

Les différents composés a tester, ainsi que le resvératrol et le Trolox”, sont dissous dans
I’éthanol afin d’obtenir des solutions méres a 10 mM. Par des dilutions en cascade, nous
obtenons une gamme de concentrations allant de 10 mM a 1 uM. Sur une plaque 96 puits,
sont introduits successivement dans chaque puits, 180 pL. d’un mélange eau/éthanol : 1/1, 30
uL d’une solution aqueuse d’ABTS a 1 mM, 30 pL d’une solution aqueuse de Fe,SO4 a 0,5
mM, 30 pL des différents produits a tester aux différentes concentrations puis 30 uL d’une
solution aqueuse de peroxyde d’hydrogéne a 100 mM. La plaque est agitée pendant quelques
minutes. Aprés 2 heures d’incubation dans I’obscurité, la mesure de 1’absorbance a 405 nm
est déterminée par un spectrophotométre. La diminution de 1’absorbance a 405 nm traduit

I’efficacité des composés a neutraliser les radicaux hydroxyles.
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Tests biologiques

Culture cellulaire

La culture de la lignée MMGT-12 se fait dans du milieu DMEM/Ham’s F12 (1/1), auquel ont
été ajoutés 2% de SVF (Sérum de Veau Feetal) et 10% de milieu conditionné de cellules
WEHI (WEHI 3, ATCC, Rockville MD). Ces cellules relarguent notamment dans le milieu de
I’interleukine-3 et du granulocyte-macrophage-colony stimulating factor. Les cellules sont
cultivées a 37°C dans une atmosphére humide contenant 5% de CO,. Toutes les expériences
sont réalisées dans le milieu DMEM/Ham’s F12 contenant 10% de SVF, dans des puits
contenant 10" cellules/mL (MTT) ou 2.10" cellules/mL (NO, TNF, phagocytose). Aprés trois
jours, la moiti¢é du milieu d’expérience est remplacée par la méme quantité de milieu

contenant les produits a tester a une concentration donnée.

Test de survie (Test au MTT)

La survie des cellules MMGT-12 est controlée par un test au MTT basé sur la réduction du
bromure de  3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium (MTT) par les

déshydrogénases mitochondriales dans les cellules vivantes.

Dosage du taux de nitrites

Le dosage du taux de NO se fait de fagon indirecte en mesurant le taux de nitrites dans le
surnageant des cellules MMGT-12 par la méthode de Griess. Des solutions de NaNO; a
différentes concentrations servent de standards et du milieu d’expérience frais sert de
contrdle. Sur une plaque 96 puits sont introduits 100 uL/puits de standard ou d’échantillon
puis 100 pL/puits de réactif de Griess (1% sulfanilamide; 0,1% de N-(I-
naphthyl)éthylénediamine ; 2,5% d’acide phosphorique). Aprés 10 minutes d’incubation dans
I’obscurité, la densité optique est mesurée a une longueur d’onde de 550 nm avec une

correction a 630 nm. La concentration de nitrites est exprimée en pg/mL.
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Dosage du taux de TNF-a

Le dosage du TNF-a se fait en suivant le protocole du test ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) mouse TNF-a de R&D. Une solution de 100 pL/puits d’anticorps de
capture est additionnée sur une plaque de 96 puits et incubée dans 1’obscurité pendant la nuit.
Chaque puit est alors rincé trois fois avec une solution de lavage tamponnée (1,5 L PBS ; 750
uL Tween 20 ; pH = 7,2-7,4). Une solution de saturation tamponnée (30 mL PBS ; 0,3 g BSA
dans du PBS ; pH = 7,2-7,4 ; filtrée sur 0,2um), 300 puL/puits, est ajoutée. Apres une heure,
les puits sont rincés trois fois et 100 uL/puits de solution standard ou d’échantillon sont
ajoutés et incubés pendant 2 heures dans 1’obscurité. Le procédé de lavage est répété et une
solution de 100 pL/puits d’anticorps de détection est ajoutée. Aprés 2 heures, le procédé de
lavage est répété, suivi de 1’ajout de 100 pL/puits de solution de substrat. Aprés 20 minutes
d’incubation dans 1’obscurité, sont ajoutés 50 pL/puits de solution Stop (solution d’acide
sulfurique a 2N) et la densité optique est mesurée a une longueur d’onde de 450 nm avec une

correction a 540 nm. La concentration en TNF-a est exprimée en pg/mL.

Test de phagocytose

L’estimation de la capacité phagocytaire des cellules MMGT-12 est réalisée en utilisant des
billes fluorescentes.

L’azoture de sodium, I’interféron-y et le TNF-a servent de contrdoles négatifs et du milieu
expérimental frais sert de contrdle. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C en présence des
différents produits a tester, 25 pL/puits de billes en solution dans 1’eau stérile sont ajoutés.
L’incubation est maintenue pendant 1 heure supplémentaire. Tout le milieu expérimental est
¢liminé, en veillant a ne pas perturber le tapis cellulaire. Trois lavages successifs a I’aide
d’une solution d’Opti-MEM (1 mL/puits) sont effectués. La lecture de la fluorescence est

réalisée grace a un lecteur de microplaques a fluorescence.

RT-PCR

e Principe

La technique de RT-PCR permet d’évaluer le niveau d’expression d’un géne, a partir de
I’analyse des ARNm qui sont rétrotranscrits, puis amplifiés par PCR.
Cette méthode sensible, permet de détecter les ARNm, issus de geénes faiblement exprimés.

Une premicre étape de rétrotranscription a partir des ARN totaux, permet la synthése d’un
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stock d’ADNCc. A I’aide de primers, d’amorces oligonucléotidiques spécifiques des transcrits
recherchés, il est possible d’amplifier les ADNc correspondants.

e Extraction des ARN totaux

Les ARN cellulaires totaux sont isolés en utilisant le kit d’extraction de PROMEGA (SV total
RNA isolation system). L’ARN est donc finalement repris dans un volume adéquat (de 100ul)

d’H,0 DMPC (diméthyl pyrocarbonate). Puis les concentrations sont déterminées par lecture
des DO a 260 nm.

e Purification des ARN
Le surnageant des cellules est enlevé et 2 mL d’une solution de lyse tamponnée SV RNA sont
ajoutés. Une solution de dilution tamponnée (300 uL) SV RNA (blue) est ajoutée a 175 pL de
lysat. Le mélange est ensuite chauffé a 70°C pendant 3 minutes et centrifugé a 12000 g
pendant 10 minutes a 20-25°C. De I’éthanol a 95% (200 pL) est ajouté au surnageant pour
faire précipiter les ARN et le mélange est centrifugé a 12000 g pendant 1 minute. Le
surnageant est ¢liminé et 600 pL d’une solution de lavage tamponnée sont ajoutées. Le
mélange est centrifugé a 12000 g pendant 1 minute et le surnageant est éliminé. Du Yellow
Core Buffer (40 puL), 5 uL d’une solution de MnCl, a 0,09 M et 5 pL d’enzyme DNase I sont
ajoutés dans cet ordre. Incuber 25 pL de cette solution pendant 15 minutes a 20-25°C. Puis
200 pL d’une solution SV DNase Stop sont ajoutés et le mélange est centrifugé a 12000 g
pendant 1 minute. Une solution de lavage tamponnée (600 pL) est ajoutée et le mélange est
centrifugé a 12000 g pendant 1 minute. Le surnageant est éliminé et I’opération de lavage et
de centrifugation est répétée. Finalement, 100 pL. d’eau extrapure sont ajoutés au culot et le

mélange est centrifugé a 12000 g pendant 1 minute.

e Transcription inverse (RT)
La réaction de « Transcription inverse» est réalisée avec 500 ng d’oligonucléotides
hexameriques aléatoires (Amersham Pharmacia Biotech, England) et 3 ug d’ARN totaux dans
un volume total de 10 pl. Ces réactifs sont incubés a 65°C pendant 5 minutes, puis ramenés a
température ambiante. Ensuite, la réaction se poursuit a 37°C apres addition de 20 ul de
tampon de reverse transcription (Life Technologies, France), 4 ul de MgCl,, 2 ul a 10 mM
de dNTPs, 1 ul d’inhibiteur de RNase, et 2 pl de ImProm-II reverse transcriptase (200 IU/ml)
(Life Technologies, France). Ce mélange est incubé pendant 50 minutes a 37°C, puis a 95°C

pendant 5 minutes.
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e Reéaction de polymérisation en chaine (PCR)

L’amplification des différents transcrits est réalisée avec 2 ul du produit de la réaction de
reverse transcription dans 20 ul de réactif pour la réaction de PCR, comprenant 500 nM
d’amorces oligonucléotidiques (primers) sens et antisens appropriés.

Les réactifs pour la réaction de PCR sont : 15 mM de (NH4),SO4, 2 mM de MgCl,, 0,5 mM
de dNTPs, 60 mM de Tris/HCI pH 8,8 et 1 IU de Taqg DNA polymerase (PROMEGA) par
réaction. Les conditions de PCR sont les suivantes : dénaturation a 94°C pendant 3 minutes
suivie par les cycles de PCR : dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, hybridation
(“annealing”) a 55°C pendant 30 secondes et extension a 72°C pendant 1 minute, finalement
terminé par une extension supplémentaire a 72°C pendant 7 minutes. 30 cycles sont effectués
pour générer les produits de PCR dans un appareil PCR type 9700 ou 2400 (Perkin Elmer).
Les génes de ménage de la glycéraldéhyde 3- phosphate dehydrogénase (GAPDH) et de la

[-actine sont utilisés comme témoins internes.

e Séparation électrophorétique des ADNc
Les produits de PCR sont séparés sur un gel d’agarose a 2%.(systeéme E-gel de Invitrogen).
Chaque produit de PCR (20 pL) est déposé sur le gel. L’¢lectrophorése est réalisée a une
intensité de 70 Volts et arrétée aprés 30 minutes. Les gels sont ensuite photographiés sous

lumiére UV.

Statistiques
Les résultats sont reportés sous forme de moyenne = SEM, a partir de trois expériences

indépendantes. Afin de pouvoir comparer deux valeurs différentes, un test t de Student a été

effectué.
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