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RERUME

Dans le cadre de la pharmacomodulation, nous avons envisagé la synthése des bis
(N-(5-méthyl)-quinol€éin-8-ol) amine N-substituée (HQNBA) a partir de 5-chlorométhyl-
quinol€in-8-ol comme donneur du motif 5-méthyl-quinoléin-8-ol. Les produits de synthése

sont caractérisés par leurs Rf, Pf et spectres infra- rouges.

Par ailleurs, nous avons améliorer la stabilité et I’hydrosolubilité de ces
composés en les complexant par la B-Cyclodextrine (B-CD) pour permettre une meilleure
pénétration membranaire de ces composés en vue d’optimiser leur activité anticancéreux
dont on sait que le facteur pénétration est un facteur limitant pour I’activité recherchée. La

formation du complexe a été mise en évidence par suivi spectrophotométrique UV-Visible.

Nous nous intéressons par la suite a la détermination de la stcechiométrie du
complexe étudi€¢ par la méthode de variation contenu. Et nous finirons par la
caractérisation des complexes B-CD-HQNBA par les méthodes spectroscopiques et

spectrophotométriques usuelles (IR, UV-Visgible).

Mots clés : Synthése, S-méthyl-quinoléin-8-ol, B-cyclodextrine (8-CD), complexe

d’inclusion, steechiométrie, spectroscopie UV.
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

Les glioblastomes font partie des cancers du cerveau les plus agressifs et les plus
résistants aux thérapies. Le seul médicament efficace développé a ce jour, le
Témozolomide n’est utilisé qu’en combinaison & des traitements lourds (chirurgie et
radiothérapie) et ceci pour des résultats mitigés. La recherche de nouveaux médicaments

visant 4 lutter contre les glioblastomes apparait donc comme une priorité,

Une des voies de recherche dans ce domaine est la préparation de composés
susceptibles de présenter un meilleur index thérapeutique est une formulation améliorée,
les  bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-substitué (HQNBA). Par ailleurs,
I’évaluation des propriétés pharmacologiques de ces dérivés a présenté une activité trés
significative. Aflin d’introduire une possibilité de pharmacomodulation, nous avons
envigugé de greffer le pharmacophore S-méthyl-quinollins8-ul iespuusable de la vylusicilé
a der aminer. du faite qu’ils peuvent jouer un rdle de veeteur vera lea cellules cibles ot de
fransporfenrs memhranaires  Malhenrensement, les compnsés ninsi formés sont peut

solubles. Pour parer a ces inconvénients plusieurs techniques ont été mises en ceuvre.

De notre part, on s'est intéressé a améliorer les propriétés de ces composés en
procédant a leur complexation par la B-Cyclodextrine. Cette derniére a attiré notre attention
par sa capacité de former des complexes d'inclusion, et de ce fait son utilisation dans
l'encapsulation des moléenles hinlagique et la protection des molécules fragiles ou

d'assurer leur biodisponibilité.

Pour atteindre ces objectifs, on s’est intéressés a la synthése, 'étude structurale et
la complexation par la B-CD d’une série des bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-

substituée (HQNBA).




INTRODUCTION GENERALE

Ce mémoire sera divisé en trois grandes parties :

9,
."

9.
e

L/
e

N
e

La premiére partie, divisée en trois chapitres, ne présente pas des résultats de ce
travail, mais situe le sujet par rapport aux connaissances actuelles est expose
quelques notions nécessaires a connaitre pour bien comprendre la suite du
mémoire.

v Le premier chapitre présente un apergu général sur le cancer, sa détection et ses

résistances aux médicaments anticancéreux.

v" Le deuxiéme chapitre est consacré aux 8-hydroxyquinoléine, les bis (N-(5-
méthyl)-quinoléine) amine N-substitués et leur importance comme nouvelle
cible dans le domaine thérapeutique.

v" Le troisiéme chapitre présente également les cyclodextrines et les études

complexes d’inclusions.

La deuxieme partie de cette mémoire est consacré aux travaux personnels et elle se
divise en trois chapitre qui étalent les résultats et abordent les discussions sur la
synthése, la formation du complexe d'inclusion, la caractérisation des composés

obtenus et mesure de 1"hydrosolubllie.
La troisiéme partie est réservée a la description des manipulations et des essais que
nous avons conduits au cours de ce travail, ainsi que les caractéristiques des

produits obtenus.

Nous fini ce travail par une conclusion générale.
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CHAPITRE 1. CHIMIOTHERAPIE ANTICANCEREUSE

CHAPITRE 1.
CHIMIOTHERAPIE ANTICANCEREUSE

1. INTRODUCTION

Au cours de ces vingt derniéres années, des progrés énormes ont été réalisés pour le
traitement de nombreuses maladies humaines. Malheureusement certaines maladies n’ont pas
trouvé de thérapie efficace. Jusqu'a ce jour, par exemple nous citerons le syndrome de
I’immunodéficience humaine acquise (SIDA) et le cancer [1].
Le traitement du cancer est multidisciplinaire, il repose sur la chirurgie, la radiothérapie et le
traitement médicél. Ce dernier regroupe la chimiothérapie, I’hormonothérapie, la thérapie

ciblée, I'immunothérapie.

La chimiothérapie occupe une place considérable dans le traitement des cancers,
notamment pour ceux qui ne peuvent pas étre traités par chirurgie ou radiothérapie, comme les
lymphomes, leucémies et tumeurs métastatiques. Malheureusement, trés peu parmi les patients

traités auront une rémission prolongée a cause de la résistance fréquente des cellules

cancéreuse a la chimiothérapie.

2. LE CANCER

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire anormale au sein
d'un tissu normal de l'organisme (schémal). Ces cellules dérivent toutes d'un méme clone, la
cellule initiatrice du cancer qui a acquis certaines caractéristiques lui permettant de se diviser

indéfiniment et de pouvoir former des métastases.

Le cancer est un terme général pour n'importe quelle maladie pour lesquelles certaines

cellules du corps humain se divisent d'une maniére incontrdlée.
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Schéma 1.1. Prolifération anarchique des cellules.

(Pris sur http://www. membres.multimania.fr/journal science/news/cancer.html).

On distingue généralement trois types de cancer :
» Les carcinomes ou cancers des cellules épithéliales (cellules de revétement, peau par
exemple) qui représentent la grande majorité des cancers.
» Les sarcomes appelés aussi cancers du tissu conjonctif (tissu de soutien présent dans
I’organisme, os ou muscles par exemple).
» Les hémato sarcomes ou cancers des cellules sanguines (leucémies, myélomes et

lymphomes) [2].

3. RAPPELS SUR LES THERAPEUTIQUES DU CANCER

Le traitement du cancer regroupe « I’ensemble des soins médicaux destinés a
combatire la maladie pour en limiter les conséquences, éviter la mort, rétablir la santé et
entrainer la guérison ». Le cancer est une maladie complexe, nécessitant des traitements

multiples et variés, d ol une prise en charge multidisciplinaire du patient. On distingue :

3.1. La chirurgie

C’est la premiére technique utilisée, elle peut servir soit & poser un diagnostic soit a
enlever les cellules cancéreuses présentes dans I’organe. Les progrés technologiques ont
permis une miniaturisation des outils de travail des chirurgiens qui grice a des caméras

peuvent travailler avec une minutie accrue et donc sauver un maximum de tissus sains (dans
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plus de 50 % des cas, une femme traitée pour un cancer du sein n’est pas amputée). Cette

technique ne peut donc étre utilisée que pour des cancers localisés et avec une progression

lente (cancer de la peau par exemple) [3].

3.2. La radiothérapie

C’est une méthode de traitement fondée sur I’action biologique des rayonnements
ionisants et plus spécialement les rayons X a haute énergie pour la thérapie du cancer, elle vise
I’altération des capacités de prolifération des cellules cancéreuses en les exposant a des doses

élevées de radiation tout en préservant le plus possible les tissus sains et les organes

avoisinants [4].

e

Figure 1.1. Destruction cellulaire par la radiothérapie.

(Pris sur http://tpe-cancerdusein-pdg.blogspot.com/p/radiotherapie.html).

3.3. L’hormonothérapie

En médecine, I'hormonothérapie est un traitement médicamenteux a base de différentes
hormones parmi lesquelles les hormones de croissance et les hormones sexuelles, les
hormones thyroidiennes et bien d'autres molécules endogénes. Ce traitement visant en principe

a remplacer la sécrétion d'une hormone.
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Flgure 1.2. Blocage de la crolssance hormonale d'une cellule cancéreuse.

(Pris sur http://centreclaym.com/fr/hormonotherapie/).

3.4. L’immunothérapie

Tout le monde produit des cellules cancéreuses mais celles-ci sont naturellement
¢liminées par notre systéme immunitaire. Si un cancer a pu s’installer ¢’est que notre systéme
immunitaire connait unc faille. L’immunothérapie met en place des réactions de défenses
immunitaires en occasionnant toutefois, de nombreux effets secondaires indésirables. Son but

rincipal est d’empécher la progression d’un cancer en attendant de pouvoir le traiter [5].
p p p progr p

3.5. Les thérapies ciblées

Ces médicaments sont issus des derni¢res recherches axées sur la compréhension des
mécanismes de fonctionnement de la cellule cancéreuse. Ils ont une action ciblée a un niveau
précis du développement de la cellule tumorale. En agissant sur des récepteurs spécifiques, ces

medicnments peuvent:

v" Bloquer la croissance des cellules cancéreuses.
v" Diriger les réactions immunitaires de I’organisme contre ces cellules cancéreuses.

¥v" Commander la mort de la cellule cancéreuse [6].
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Figure 1.3. Thérapie ciblée.

Noyau cellulaire

(Pris sur http://isabelledelyon.canalblog.com/archives/2010/10/04/19219782.html)

3.6. La chimiothérapie
Celle partie sera plus approfondie que les précédentes alin d’apporter toutes les
informations nécessaires A sa honne compréhension de la chimiothérapie anticancérense,

objectif de notre sujet.

4. LES BASES DE LA CHIMIOTHERAPIE

La chimiothérapie anticancéreuse correspond « au traitement du cancer par des
produits chimiques, médicaments, extraits de végétaux ou produits en laboratoire par synthése
». La caractéristique de ces composés est qu’ils sont déléteres pour les cellules cancéreuses,
d’ou leur appellation de cytotoxiques. Ils bloquent la reproduction et la division des cellules et

entrainent leur mort |7].

Toutefois, les médicaments cytotoxiques, en raison du manque de sélectivité, ont
généralement des effets indésirables importants sur les tissus sains. lls peuvent donc non
seulement inhiber le développement du cancer mais aussi endommager les cellules saines.

On distingue plusieurs types de chimiothérapie :
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v" A visée curative de maniére exclusive.
v' A visée curative en association a la chirurgie.
v" A visée curative en association a la radiothérapie.

v A visée palliative [8].

S. PRINCIPE DE LA CHIMIOTHERAPIE

Vous donner un ou plusieurs médicaments actifs contre les cellules cancéreuses. De
nombreux médicaments anticancéreux (on dit aussi anti tumoraux) ont été mis au point,
notamment depuis les années 70. Ces médicaments agissent soit en détruisant les cellules
cancéreuses, soit en arrétant leur multiplication. Certains d’entre eux sont plus actifs contre un

type de cancer plutdt que d’autres.

6. LES PRINCIPALES DROGUENT ANTICANCEREUSES
Les plus importantes drogues anticancéreuses employées actuellement sont classées

selon leur mode d'action cellulaire.

> Les agents alkylants : Ils agissent sur la duplication de I'ADN ou sur sa transcription
ce qui a pour conséquence, d'interdire leur duplication.

» Les antimétaholites : [ls inhibent la synthése des acides nucléiques en se substituant
aux bases puriques et pyrimidiques indispensables a cette synthése.

> Les antibiotiques : Se lient & la molécule d’ADN, formant ainsi un complexe qui
bloque la synthése protéique.

» Les alcaloides : Bloquent la division cellulaire en agissant sur le fuseau cellulaire. Ces
derniéres années le premier groupe en [’occurrence, celui des agents alkylants a attiré

fortement ’attention des chercheurs.

6.1. Les ugents alkylants

Cette importante classe de médicaments anticancéreux découverts aprés 1’observation
d’une diminution des globules blancs (leucopénie) chez les militaires exposés pendant la
seconde guerre mondiale aux gaz moutarde [9]. Ces substances créent un lien chimique

covalent forts, entres elles mémes, et un ou plusieurs groupements d’un acide nucléique, les
; gr
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groupes les plus sensibles aux agents alkylants sont SH, OH, COOH, NH>, NH, inclue dans
une chaine linéaire ou dans un cycle comme celui des bases puriques et pyrimidiques, ainsi
que les phosphates des liaisons phosphodiesters [10]. Lors de la division cellulaire, le
dédoublement des deux brins de DNA devient difficile, et surtout, la transcription est arrétée
au niveau de ["agent alkylant, aboutissant a « I’avortement » de la division cellulaire.

Les agents alkylants les plus utilisés sont répertoriés dans (la figure 1.4).

p
Les dérivées du gaz moutarde (C;H4CI),S comme les moutardes des azotées
(Cyclophosphamide, Méchloroéthamine, Uramustine, Melphalan, ect.)
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Figure 1.4. Apercu de la diversité structurales des agents dits alkylants.
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6.2. Mode d’action des agents alkylants

Le mode d’action des agents alkylants sur diverses molécules biologiques qu’ils
rencontrent a fait [’objet de nombreuses études in vivo, in vitro.

L’effet des alkylants sont différents selon la localisation cellulaire des nucléophiles cibles.

> Les agents alkylants peuvent agir au niveau du cytoplasme de la cellule, par alkylation
des chaines latérales d’acides aminés des protéines telle que la lysine (NHa), la
cystéine (SH), au niveau des enzymes et des glutathions.

» Sur le matériel nucléaire, les alkylants agissent comme agents pontant au niveau de

I’ADN sur les sites nucléophiles.

7. TOXICITE DES ANTICANCEREUX

Les différents médicaments utilisés dans les protocoles de chimiothérapie n’agissent
pas spécifiquement sur les cellules tumorales mais peuvent aussi étre toxiques pour les cellules
saines surtout celles a prolifération rapide. Ces effets toxiques peuvent étre cités comme suit :
cardiotoxicité, neurotoxicité, nephrotoxicité, hépatotoxicité, alopécie, déshydratation, fatigue,

stérilité, dénutrition, problémes cutanés, allergies et bien d’autres [11].

8. CONCLUSION

A Theure actuelle environ la moitié des cancers sont guéris par les moyens
thérapeutiques conventionnels combinant principalement la chirurgie, la radiothérapie et enfin
la chimiothérapie. Concernant cette derniere, elle reste le traitement privilégié des situations
malheureusement plus graves. Cependant, elle n’offre malheureusement toujours pas d’espoir
de curabilité dans la majeure partie des cas. Le vrai défi dans la chimiothérapie des cancers
reste la prédiction de la réponse thérapeutique en termes d’amélioration de I’efficacité du
traitement, mais aussi du controle des effets toxiques qui pcuvent, a I’extréme, mettre en

danger la vie des patlents.

Cependant, certaines tumeurs, en particulier les tumeurs du cerveau restent difficiles a

traiter et |’élaboration de nouvelles stratégies est nécessaire.
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CHAPITRE 2.
LES 8-HYDROXYQUINOLEINES

1. INTRODUCTION

Les composés hétérocycliques jouent un role trés important dans le domaine
pharmaceutique, dans ['industrie des colorants et leur role s’accroit constamment dans le
domaine des plastiques, des produits chimiques agricoles et dans divers autres secteurs.

La présence d’une structure hétérocyclique dans le squelette de plusieurs produits
naturels ou synthétiques peut étre a I’origine de leurs propriétés biologiques ; ce qui justifie
le grand nombre de recherches effectuées durant les derniéres années pour la synthése et le
développement de nouveaux composés hétérocycliques contenant un ou plusieurs

hétéroatomes.

Parmi les plus importantes classes des hétérocycles, on peut citer les hétérocycles
quinoléiques qui se développent le plus rapidement pour donner un grand nombre de
composés nouveaux présentant de larges applications en chimie médicinale ; parmi ces
applications figurent, les agents anti-inflammatoires [1], les antiasthmatiques [2], les
antibactériens [3], les antifongiques [4], les antimicrobiens [5], les anti-tumoraux [6], le

traitement de la malaria [7] et des maladies cardiovasculaires [8].

Dans le domaine médicinal, les dérivés de 8-HQ peuvent étre utilisés comme
insecticides, agents antibactériens, fongicides, neuroprotecteurs et anti-VIH. En outre, en
raison de leur capacité a chélater un grand nombre de cations métalliques, les dérivés de 8-
HQ ont trouvé de nombreuses applications dans la détection fluorescente des ions
métalliques biologiques et environnementaux importants tels que A’ “et Zn>* [9].

Pour notre travail qui consiste & concevoir et développer des chimiothéques
focalisées sur les cancers. On s’intéresse plus précisément a la préparation d’un dérivé de

la quinoléine : dérivés bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-substitués.

12
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2. LA QUINOLEINE

La quinoléine est un motif structural hétérocyclique rencontré dans une large
variété de produits naturels [10], et il est aussi présent dans de nombreux composés a
activité biologique confirmée [11]. La quinoléine fut obtenue, pour la premiére fois, par F.
Runge en 1834 3 partir du goudron de houille, sa structure chimique a été connue en 1908
et sa synthése totale réalisée en 1944. Depuis, de nombreuses molécules contenant la sous
structure quinoléine ont ét¢ découvertes ou synthétisées, et dont certaines présentent des

activités biologiques et thérapeutiques remarquables et trés diverses.

La quinoléine, également nommée leucoline, 1-azanaphthaléne, 1-benzazine, ou
benzopyridine et appartenant 4 la famille des alcaloides, est un composé organique
aromatique hétérocyclique de formule chimique CoH7N (Figure 2. 1).

Elle peut étre décrite schématiquement comme étant formée par la "soudure" d'une
molécule  debenzéneet d'une molécule depyridine. Cest un liquide

incolorc hygroscopique possédant une odeur forte.

5 4
6 =~ g
7\ ra/z
8 e
1

Figure 2.1. Structure de quinoléine.

L’hétérocycle quinoléine est une caractéristique bien établie dans divers composés

naturels et médicinaux actifs [12] [13].

3. METHODES DE SYNTHESE DE LA QUINOLFEINE KT SES
DERIVES

En raison de I'intérét pharmacologique des dérivés de cet hétérocycle, il existe un

nombre considérable de méthodes de synthése. Parmi lesquelles on peut citer :
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3.1. Synthése a partir d’arylamines et de composés carbonyles a, B-insaturés

Deux méthodes de synthése des quinoléines utilisent les réactions entre une
arylamine primaire et des aldéhydes ou des cétones o, B-insaturés : la synthése de Skraup
et celle de Doebner et Von Miller différent par I’emploi d’acroléine synthétisée in situ,
pour la premiére, et de cétones ou aldéhydes a, B-insaturés pour la seconde.
3.1.1. Synthése de Skraup

La synthése de Skraup est une réaction chimique utilisée pour créer des

quinoléines. Elle tient son nom du chimiste Skraup (1850-1910) qui I'a découverte en
1880 [14]. De I'aniline réagit avec du glycérol en présence d'acide sulfurique et d'un agent

oxydant comme le nitrobenzéne ; un chauffage a 100°C est nécessaire.

Quinoléine

P TR AN S e e S

Schéma 2.1, Synthese de Skraup.

Dans cet exemple, le nitrobenzéne est employé a la fois comme solvant et agent

oxydant. Du sulfate ferreux peut étre ajouté afin de réduire la violence de la réaction.

3.1.2. Synthése de Doebner-Von Miller

Dans le cas de la réaction de Doebner et Von Miller les aldéhydes ou cétones a, B-

insaturés sont directement mis en réaction avec ’aniline ou ses dérivés [15].

(
-~ NHJ () -
N &
I + “ LS = I
P H™ > °R, S

g e e e

Schéma 2.2. Synthése de Doebner-Von Miller
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3.2. Condensation d’arylamines (anilines) sur les dérivés 1, 3-diélectrophiles
3.2.1. Synthése de Combes

Cette réaction a d'abord été rapportée par Combes en 1888 [16]. Les B-dicétones ou
les aldéhydes B-cétoniques se condensent avec les arylamines par chauffage a 100°C pour
former des B-aminoénones. En présence d'acide fort, elles sont O-protonées ce qui permet

une substitution électrophile du cycle aromatique avec production de quinoléines.

7

Schéma 2.3. Synthése de Combes

3.3. Synthése a partir d’ortho-aminobenzaldéhyde et de composés carbonylés
3.3.1. Synthése de Friedlinder

Friedldander et al. [17], ont mis au point une synthése simple de la quinoléine, en
réalisant la condensation du a¢-aminobenzaldhyde avec différents composés carbonylés, en

présence d'unc base (hydroxyde de sodium).

D S e —— — - —— o —
Schéma 2.4. Synthese des dérivés de la quinoléine & partir du o-aminobenzaldhyde.
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3.4. Synthése multi-composants
Doebner et al. [18], ont synthétisé 1’acide quinoléine-4-carboxylique, en utilisant
une réaction multi-composants (RMC), engageant 1’aniline, I’acide pyruvique et un
aldéhyde.

NH CHO OH O
EtOH
4 + O —_—
(o] Reflux

ORI Y

Schéma 2.5. -S-ynthések de I'acide quinoléine -4-carb0x;1ique selon une RMC.' |
4. LA 8-HYDROXYQUINOLEINE
4.1. Généralités

La 8-hydroxyquinoléine et ses dérivés sont parmi les hétérocycles quinoléiques les
plus importants, qui se développent trés rapidement. Le traitement des effluents aqueux
contenant des métaux lourds et I'extraction sélective des métaux stratégiques de leurs
minerais ainsi que la recherche de produits & des activitdés antibactériennes et

pharmacologiques, demeurent des domaines de recherche d’actualité.

Les chélatants tels que la 8-HQ et ses dérivés permettent de résoudre beaucoup de
problémes d’analyse; du fait de leurs caractéres complexant importants, leurs activités

biologiques et pharmacologiques [19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26].

4.2. Structure

La 8-Hydroxyquinoléine est un composé organique de formule brute CoH7NO,
dérivé de la quinoléine hétérocyclique hydroxylé sur le carbone 8, qui se présente sous
forme d’un solide a cristaux incolores d’usage trés répandu comme chélateur, comme
antiseptique ou encore comme pesticide sous un grand nombre de dénominations

paralléles.

La 8-Hydroxyquinoléine (Figure 2.2) est un systéme conjugué, et en méme temps
une molécule a liaison hydrogéne bifonctionnelle. Dans les solvants protiques, I’hydrogéne

du OH joue le réle de donneur alors que ’atome N joue le rdle d’accepteur [27].

o s e e e e T s S e T e s e e g e e e o i e e A A e o L B S R DA kb e L S 2 S A T S AR e e ey B et
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4.4. Synthése de la quinoléin-8-ol (ou 8-hydroxyquinoléine)

La quinoléin-8-ol ou 8-hydroxyquinloléine est un composé organique dérivé de la
quinoléine hétérocyclique par le placement d'un groupe OH sur le carbone en position 8
[28]. La méthode de synthése du 8-HQ la plus ancienne et la plus utilisée est la synthése de
Skraup [29, 30, 31] (1880). Elle consiste a faire réagir le 2-aminophénol, en présence
d’acide sulfurique, de propane-1, 2,3-triol (glycérol) et d’'un oxydant doux en quantité
catalytique (2-nitrophénol) a plus de 100 °C. Le glycérol, chauffé avec de 1’acide
sulfurique a 100 °C, se déshydrate en acroléine. En présence de 2-aminophénol, 1’acroléine
s’additionne sur I’aniline pour conduire & la formation de 1,2-dihydroquinoléine. Elle est
trés facilement oxydée et aromatisée en quinoléine par un oxydant doux comme le
nitrophénol. L’acroléine ne peut se former qu’in situ du fait de sa tendance trés importante

a se polymériser.

r o )
OH ;

NH; N |

Ho\)\/ OH + ——-—Lﬂzso ~ I
OH \

NO, :

| — e . ]

Schéma 2.6. Synthése du quinoléin-8-ol (ou 8-hydroxyquinoléine).

4.5. Caractéristiques physiques et chimiques du quinoléin-8-ol

La présence d’une pyridine liée a un phénol offre au quinoléin-8-ol a la fois des
capacités basique et acide, il s’agit donc d’une molécule amphotére capable de perdre ou
gagner un proton selon le pH ambiant. L’aromaticit¢ du quinoléin-8-ol augmente le
caractére acide (via la stabilisation par mésomérie de I'ion phénate) et réduit le caractére
basique (via une délocalisation partielle de la charge de I’azote) des fonctions alcool et

amine, les pKa sont respectivement de 5,13 et 9,89.

La paire libre de 1’azote étant dans une orbitale sp? dans le plan de la molécule, elle
n’est pas délocalisée sur le reste du systéme aromatique et seul un électron dans I’orbital p
peut compléter I’arrangement électronique de maniére a rendre le cycle aromatique.

L’azote ne fait donc pas jouer son caractére mésomére donneur, et seul son caractére
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inductif attracteur influence le reste du systéme p. L'atome d’azote exerce ainsi dans le

cycle un effet uniquement attracteur.

La quinoléin-8-ol a la capacité de créer des liaisons intermoléculaires et
intramoléculaires. Ce sont des liaisons faibles de type liaison hydrogéne qui se forment
entre I’alcool et I’azote des quinoléin-8-ol. En effet, I’effet inducteur de I’oxygéne entraine
la création d’une charge partielle positive sur I’atome d’hydrogéne d’ou le caractére acide
des alcools. Cette charge partielle positive donne la possibilité a I’hydrogéne de former des
associations moléculaires inter ou intramoléculaires de type liaisons hydrogénes avec des

hétéroéléments porteurs de charges partielles négatives azote, oxygéne ou fluor.

Il est a noter que la proximité des fonctions amines et alcools peut entrainer le
captage de I’hydrogeéne de [’alcool par I’atome d’azote pour former un ion zwitteron. La
quinoléin-8-ol a ainsi 5 formes : la forme cationique, la forme anionique, la forme neutre
(u) [32] alpha, la forme neutre (B) [32] beta et la forme zwitterion. La forme zwitteron

ainsi que les formes neutres a et  sont représentées dans (la figure 2.4).

L% ¢

u-8-HQ [}.S-HQ Forme zwitterion

Figure 2.3. Représentation des trois formes en milieu neutre du 8-hydroxyquinoléine.
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5. DERIVES DU QUINOLEIN-8-OL
5.1. Les bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-substitués

La réalisation de cette série de molécules focalisées sur la quinoléin-8-ol s’est faite
en deux étapes: une premiere ¢tape de chlorométhylation de la quinoléin-8-ol [33] et une
deuxiéme étape ou le dérivé chloré est mis en réaction pour une substitution nucléophile

avec des dérivés aminés.

r

a R
\ a—
N formalddhydeHOl 32% Ny RNHKLC0; A
> o e e N |
7 HO(@,0°C 2 7 CHoNgC ) ;
oH \ H

Re arines Aret Aliphatioue.

Schéma 2.7. Synthese des bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-substitués.

Lors de I’étape de chlorométhylation, la quinoléin-8-ol réagit avec le formaldéhyde
en présence d’acide chlorhydrique a 0°C pour conduire au 5-chlorométhylquinoléin-8-ol.
Aprés une nuit sous agitation le produit attendu précipite et est récupéré par simple

filtration avec 90% de rendement.

Lors de la deuxieme étape de la synthése, I’amine (nucléophile) va attaquer 1’atome
de carbone électrophile portant le chlore de la 5-chlorométhyl-quinoléin-8-ol et déclencher
le départ de I’halogene. Comme le carbonate de potassium est une base faible, la
déprotonation a lieu apres la substitution nucléophile et se réalisera sur I’intermédiaire ion
ammonium dont le pKa est significativement plus acide que celui de I’amine d’origine.
L’alkylation compétitive de ’amine sur le dérivé chloré en présence de carbonate méne a

la formation d’une amine secondaire puis d’une amine tertiaire.

Dans des travaux antérieurs [34, 35, 36] une série des bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-
8-ol) amine N-substitués a été synthétisée. Les essais pharmacologiques réalisés sur cette
Nouvelle famille ont €té tout a fait encourageants, ils indiquent qu’ils sont doués d’activité
cytostatique comparable a celle de docétaxel ce dernier est un anticancéreux déja utilisé en

clinique.
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Figure 2.4. Quelques exemples des bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol amine

N-substitués déja synthétises.

6. INTERET BIOLOGIQUE ET CHIMIQUE DES DERIVES DE LA
QUINOLEINE

Les bactéries sont maintenant reconnues comme des micro-organismes avec une
énorme diversité ot adaptabilité, en raison de leur capacité de survivre dans des conditions
extrémes telles que ’absence d’oxygéne (ana€robiose) et la haute température [37]. En
outre, aujourd’hui, la résistance a la chimiothérapie est I'une des principales menaccs
‘mmédiates 4 la santé humaine [38, 39]. Des études épidémiologiques ont également révélé
que I’émergence de nouvelles maladies a eu lieu a des taux alarmants dans les derniéres
années [40].

Sur la base des données expérimentales provenant de diverses ¢tudes, les chimistes
ont montré que les quinoléines peuvent contribuer dans la recherche médicale. Ceci est d

a un large spectre d’activité biologique et pharmacologique qu’ils possédent.

7. CONCLUSION

Dans la premiére partic de ce chapitre nous avons cité quelques méthodes de
synthéses des dérivés de la quinoléine.

Dans la deuxiéme partie de ce chapitre nous avons présenté, les propriétés de la 8-
HQ et ses dérivés ont été largement discutés en raison de leur pertinence biologique, leur
capacité de coordination et de leur utilisation comme agents d’extraction d’ions
métalliques. Les études effectuces sur ces dérivés ont montré que la modification
structurale permet d’améliorer son  profil pharmacologique lui conférant tout
particuliérement des proprictés psychotropes, anti-inflammatoires, anticanc€reuses,
antipaludiques et anti-hypertensives.

ﬁ
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CHAPITRE 3.
PRESENTATION GENERALE DES CYCLODEXTRINES

1. INTRODUCTION

A la fin du XIXéme siécle, depuis I’énoncé de la théorie «Magic Bullet» par
I’immunologiste et médecin allemand Paul Ehrlich, les recherches sur la vectorisation ont
fait de considérables progres. Cette théorie consiste en une «balle magique» jouant le role
d’un héte pouvant transporter une molécule dans I'organisme, 4 des concentrations
biologiquement actives et ayant une forte affinité avec les sites d’action [1]. Ainsi fut posé
le concept de la vectorisation qui est devenu une discipline scientifique a part entiére. Le
vecteur doit étre toléré par le patient et ne présenter aucun risque de toxicité. De plus, le
vecteur idéal doit protéger le principe actif (PA) jusqu'a sa cible et permettre sa libération
d’une maniére dite chronobiologique. Nombreux sont les vecteurs étudiés. IIs sont soit de
typc biologique vivant (virus modifics, Dbactérics, hémalties), suil patticulaiie
(nanoparticules, liposomes, etc.), soit encore moléculaire (polyméres conjugués,

complexes d’inclusion de cyclodextrines (CDs), anticorps conjugués, etc.).

Ln raison de cette variété, seuls les complexes d’inclusion de CDs seroul présenlés
dans cette partie bibliographique. I.es interactions hote-invité a la base de la formation des
complexes d’inclusion de CD font partie des interactions gouvernant la chimie

supramoléculaire.

La chimie supramoléculaire est une discipline a I’interface de la chimie, la physique
et la biologie. Ainsi, cette chimie est dominée par des interactions intermoléculaires non

covalentes formant une association bien organisée [2].

2. CYCLODEXTRINES
2.1. Caractéristiques structurales

Les cyclodextrines sont une famille d’oligosaccharides cycliques, ces produits
naturels résultant de la dégradation de I’amidon par la bactérie Bacillus macerans, ont été

découverts pour la premiére fois en 1891 par Villiers [3].
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Figure 3.1. a) Schéma général de la dégradation enzymatique de I’amidon
h) Structure chimique et ¢) Structure tridimensionnelle des eyclodextrines,

(Prise sur https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01333585/file/finale_corrig_.pdf)

Ce sont donc des oligosaccharides cycliques formés d’unités a-D-glucopyranose,
en conformation chaise, reliés par des liaisons glycosidiques a-(1-4) et ne présentant ainsi
aucun pouvoir réducteur. Cet arrangement est a I’ origine de la forme d’un cylindre conique
det. CDe. Let, CDe natutelles les plue tencuntiées tenlennent 6, 7 ol 8 unitéds plususidiyues

et sont désignées o-, B- et y-CD (figure 3.2) [4, 5].

Les structures tridimensionnelles des CDs ont pu étre obtenues a partir de 1’étude
de leur monocristaux par diffraction des rayons X (et méme, de quelques monocristaux de
complexes CD/ invitée ce qui a permis de mettre en évidence la structure tronconique [6]
des CDs ainsi que de déterminer les dimensions des cavités de chacune d’elles (figure.3.2),
dont la paroi est constituée dunités glucose en conlomuation chaise *Cr S o palie Ja
plus  Cuole du e 8¢ wouvent wus les hiydioayles pulmalics (face priniaing) oL sw
Pautre, plus large, les hydroxyles secondaires (face secondaire). De plus, la
formation de deux couronnes de liaisons hydrogéne, sur ces deux faces, donne a I’-et
la -CD une structure relativement rigide. Selon la numérotation communément

employée dans la chimie des sucres, les protons Hset Hs sont orientés vers I'intérieur
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de la cavité, tandis que les protons Hi, H2, Ha et les deux protons He sont dirigés vers

extérieur.

Figure 3.2. Structures tridimensionnelles des cyclodextrines naturelles (a, B et v).
(Prise sur http://french.alibaba.com/product-gs/beta- cyclodextrin-
Intermediate.html).

Par conséquent, ces cavités présentent un environnement hydrophobe capable
d’accueillir des molécules peu hydrosolubles, tandis que les extrémités et ’extérieur du
tore tapissés avec de nombreux groupement hydroxyles, favorisent la solubilisation des

cyclodextrines en milieu aqueux [7].

2.2. Propriétés physico-chimiques

La présence des hydroxyles sur la CD lui confére son caractére hydrophile.
Les protons des Cs et Cs (Hs et Hs respectivement) ainsi que les oxygénes inter-
glycosidiques Oy, pointant vers l'intérieur de la cavité, lui conférent un caractére
hydrophobe, responsable des remarquables capacités d’inclusion de molécules a
caractére apolaire (ou particllement apolairc). Dc plus, les paires d’électrons non liantes
des oxygenes inter-glycosidiques sont également dirigées vers D'intérieur de la cavité,
augmentant la densite electronique, contérant un caractére de base de Lewis a I’intérieur de

la cavité.
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Position 6 w40

Position 2

Figure 3.3. Localisation des hydroxyles sur une unité de a-D-glucose et interaction inter-

unité. (Prise sur https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01333585/file/finale corrig_.pdf).

Dans le tableau 3.1 sont regroupées les principales caractéristiques structurales

et physico-chimiques des trois CDs naturelles les plus couramment utilisées et étudiées:

Tableau 3.1. Principales caractéristiques physico-chimiques des CD(s) naturelles [8].

Propriétés a-CD B-CD y-CD
Nombre d’unités glucopyranose 6 7 8
Formule brute Cs6He0O30 | Ca2H700s35 CagHsg0040
Masse molaire (g/mol) 972 1135 1297
Diamitre de la cavité (A°) 4753 | 6065 | 97583
Hauteur du tore (A°) 7.8 7.8 7.8
Diameétre extérieur (A°) 14,6 15,4 17.5
Volume de la cavité (A°%) 174 262 472
Solubilité dans ’eau (g/100ml, 25° C) 14,5 1,85 23,2
Point de fusion (°C) 275 280 s
Hydrolyse enzymatique Nulle Lente Rapide
Nombre de molécules d’eau dans la cavité 6-8 11-12 13-17
pKa a 25°C 123 12.2 12.1
LogPa25°C -13 -14 -17
Pouvoir rotatoire a 25°C +150.5 +162.5 +177.4
Constante de diffusion a 40 °C 34 Bl 3
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I1 est intéressant de noter qu’en augmentant le nombre d’unités glucose, seul
le diamétre augmente alors que la hauteur du tore reste constante (7,9A). Les CDs
sont entourées a I’extérieur d’une couche de molécules d’eau qui peut étre éliminée
assez facilement par lyophilisation. Par contre, en I’absence de toute autre molécule
apolaire, la cavité contient de nombreuses molécules d’eau qui ne peuvent étre que

remplacées, et non éliminée [9,10].

2.2.1. Solubilité dans ’eau

Les groupements hydroxyles des CDs naturelles, conduisent 4 une bonne solubilité
qui est cependant fortement variable selon les composés. Ainsi la B-CD est prés de dix fois
moins soluble que I’a-CD ou la y-CD. Cette perte de solubilité peut étre expliquée par la
formation d’une véritable ceinture de liaisons hydrogéne entre les OH-2 d’une unité et
les OH-3 de I'unité suivante. Dans le cas de la B-CD, cette ceinture de liaisons hydrogéne
est compléte, rigidifiant la structure, ce qui peut expliquer, au moins partiellement,
sa faible solubilité relative dans ’eau [11].
En effet, dans I’ a et la y -CD, les liaisons hydrogénes ne sont pas toutes orientées sur la
face secondaire. Il reste done des fonctions hydroxyles libres pour interagir avec les
molécules d’eau. Par conséquent, ces deux CDs sont moins rigides mais plus solubles dans

I"eau [12].

\
% ¢%s, 7

Figure 3.4. Probabilité de présence des molécules d’eau au voisinage des CDs.
(Prise sur http://www.univ-bejaia.dz/dspace/handle/123456789/5301).
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2.2.2. Stabilité en solution

Les valeurs des constantes d’acidité (PKa) pour les a, B et y-CD sont relativement
proches les unes des autres comme on peut I’observer dans (le tableau 3.1) c’est la raison
pour laquelle les différentes CD ont un comportement similaire vis-a-vis du pH. En fait, la
stabilité des CD en solution est relativement peu influencée par les conditions de pH et de
température [13]. L’hydrolyse des CDs peut avoir lieu dans certaines conditions de pH trés
acide (< 1) et a 80 °C. En milieu trés basique (pH > PKa), il y a possibilité de former des

ions alcoolates plus solubles que les CDs neutres [14].

2.3. p-cyclodextrine naturelle

La B-CD est la plus accessible, la moins coliteuse et généralement la plus utile des
CD. Notons que les CD font I’objet de plusieurs dénominations qui varient selon les
époques et les auteurs. Ainsi, la f-CD est aussi désignée sous les termes de -dextrine de
Schardinger, cyclomaltoheptaose, cycloheptaamylose, cycloheptaglucane, ou bien encore

C7A [15]. Dans cette étude le terme B-CD ou B-cyclodextrine a été utilisé.

2.4. Dérivés des cyclodextrines
Dans le but d’améliorer ou de changer certaines propriétés de CDs, et par
conséquence, d'étendre leurs champs d’application, la synthese de nombreux derives de

CDs a €l eulieptise. Les vbjectils principaux de ces modilications sont [16,17]:

1. Augmenter la solubilité aqueuse des CDs;

2. Augmenter leur capacité de complexation;

3. Accroitre leur affinité pour une molécule donnée;

4. Introduire des groupements spécifiques facilitant la complexation;
5. Synthétiser des polymeres;

6. Diminuer les dégats provoqués au niveau des membranes cellulaires.

Les dérivés hémi-synthétiques obtenus par substitution des hydroxyles des CDs
natives sont les plus utilisés [18]. Nous rencontrons surtout des dérivés de type

hydroxypropyle (HP), sulfobutyle (SBE) et méthyle (ME).
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3. COMPLEXES D'INCLUSION
3.1. Formation

Les cyclodextrines sont des molécules cages qui peuvent formé des complexes
d’inclusion de type hote-invité avec des molécules peu solubles en solution aqueuse. Ce
complexe s’effectue de maniére non-covalente a l’intérieur de la cavité grice, soit 4 des
liaisons hydrogéne, soit des interactions électroniques de Van der Walls.

En I’absence d’autres molécules, la cavité apolaire de la cyclodextrine est occupée
par des molécules d’eau dont la présence est énergétiquement défavorable, di a des
interactions polaires-apolaires. Lors de I’addition de molécules «invitées» moins polaires,
les molécules d’eau peuvent étre remplacées facilement. D’autres solvants, comme le
DMF, le DMSO ou la pyridine, présentent une trés bonne affinité avec la cavité. La

formation d’un complexe d'inclusion CD/invité peut étre décrite en 5 étapes [17]:

1. Les molécules d'eau sont libérées de la cavité de la CD suite au rapprochement de
I'invité¢ de la CD. En conséquence, le degré de liberté des molécules d'eau expulsées
augmente du fait de la diminution des interactions et du nombre de liaisons hydrogéne avec
la cavité.

2. L’invité hydrophobe se débarrasse de la couche d'hydratation qui I’enveloppe.
3. L’invité pénetre et occupe la cavit¢ de CD formant ainsi un complexe d’inclusion
stabilisé par des interactions faible.

4. le réarrangement des molécules d’eau expulsées.

5. La structure de I'eau est restaurée autour de I’invité non complexé.

L’exemple le plus simple et le plus fréquent est ’obtention d’un complexe
héte/invité de steechiométrie 1:1. Des complexes de structure et stoechiométrie plus
compliqués (2:1, 1:2, 2:2) peuvent également étre obtenus [19, 20]. Il faut particuliérement
yeiller @ diffGrencler Tey compleses dinelugdon (Mgoare 3.5, (a-f)) er lex complexes

d*association (figure 3.5, (g)).
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a) ’ b) “ c!

wAwa

Figure 3.5. Différents types d’inclusions et d’associassions. a) inclusion compéte, b)

inclusion axiale, ¢) inclusion partielle, d) complexe 2 : 1, e) complexe 1 : 2,
f) complexe 2 : 2, g) complexe « non spécifique »

(Prise sur http://docplayer.fr/31652749-These)

Les molécules complexées peuvent étre de nature trés variables : acides ou amines,

hydrocarbures aliphatiques ou substrats aromatiques, polymeéres, etc.

3.2. Forces régissant la complexation

Le phénomeéne de complexation est la résultante de nombreuses interactions mettant
en jeu la molécule hote, la molécule invitée et le solvant conduisant a ['état
thermodynamique le plus stable. Les interactions intermoléculaires responsables de la
stabilitt du complexe sont encore sujettes a discussion. Ainsi plusieurs forces
infermoléculaires coexistent simultanément afin de favoriser la stabilité du complexe.

Lea internations las plns émdides sont las suivantes [21]

» Intcractions électrostatiques (ion-ion, ion-dipdle, dipdle- dipdlc).

» Interaction de Van Der Waals (dipdle-dipdle induit, dipdle induit-dipdle induit).
» Interaction hydrophobes.

» Interaction hydrogénes.
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3.3. Conséquences de la complexation

L’inclusion des molécules invitées dans la cavité des CD constitue une encapsulation
moléculaire et ces molécules voient leurs propriétés physicochimiques modifiées. Parmi

ces modifications, on peut citer [22, 23] :

» L’amélioration de la dissolution et de la solubilité du soluté et I’augmentation de sa
biodisponibilité (dans le cas de principes actifs),

» La modification de ses propriétés spectrales (déplacements chimiques en RMN,
longueur d’onde du maximum d’absorption en UV, intensité de la fluorescence,

» La modification de sa réactivité (en régle générale diminuée). Le soluté bénéficie
ainsi d’une protection contre la dégradation thermique ou photochimique,
’oxydation, I’hydrolyse et voit sa stabilité accrue,

» La diminution de sa diffusion, de sa volatilité et de sa sublimation.

3.4. Les techniques de préparation des complexes d’inclusion CD/invité

Il existe diverses techniques de préparation des complexes d’inclusion. La méthode
de préparation doit étre choisie selon les applications ecnvisagéces car cllc influcnce sur les
caractéristiques physicochimiques et la dissolution du complexe. La préparation peut
s’etfectuer en milieu liquide ou solide en allant de simples méthodes de laboratoire jusqu'a
I'duhwlle industrivlle. Ele vonuiste générulement 0 dinsoudre o CI) en présence de Minvité
puis laisser un équilibre s’établir. Le complexe sera par la suite récupéré sous forme solide.

Les méthodes souvent utilisées sont les suivantes: [17,18, 24, 25]

L’inclusion par cristallisation de la solution (co-précipitation).
L’inclusion par co-mélange [26].

[’ inclusion en suspension.

L’inclusion par pétrissage.

L’inclusion en méthode humide.

L’inclusion a sec.

L’inclusion par neutralisation.

L’inclusion par co-évaporation.

Séchage par atomisation/ pulvérisation.

I Y T a

Séchage par lyophilisation.
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3.5. Méthodes de caractérisation des complexes d’inclusion

La spectroscopie UV-visible, la RMN, I"'HPLC, I’électrophorese capillaire, I'ITC
(Titration calorimétrie isotherme), la DSC (calorimétrie différentielle & balayage) et la
spectrométrie de masse sont des méthodes analytiques permettant de mettre en évidence,
de mesurer et de caractériser plus ou moins précisément la steechiométrie, la constante

d’association ainsi que les parameétres thermodynamiques de ces complexes [27].

3.6. Etude des complexes d’inclusion
3.6.1 Détermination de la steechiométrie

La détermination de la stoechiométrie du complexe est réalisée avec des expériences
de titration, appelées méthode des variations continues ou méthode de Job [28]. Cette
technique est basée sur 1’évolution d’une variable physico-chimique (déplacement
chimique, coefficient de diffusion, absorbance...etc.) au cours d’une titration. Elle regroupe

deux conditions :

v La concentration initiale des solutions méres utilisées doit étre identique.

v" Le volume du mélange des deux solutions doit rester constant.

3.6.2. Détermination de la constante de stabilité

Apres avoir déterminé la steechiométrie du complexe, il faut évaluer la
constante stabilité (constante d’association) qui refléte la force d’interaction entre les deux
espéces moléculaires (molécule invitée-molécule hote) et permet de connaitre la proportion
de la molécule complexée.

Le calcul de la constante requiert la connaissance de la stoechiométrie. Plus la

valeur de la constante de stabilité est élevée, plus le complexe est stable.

Un certain nombre d’études physico-chimiques décrites dans la littérature, pour
déterminer la constante d’association reposent sur les techniques suivantes: La
chromatographie [29], les méthodes potentiométriques [30], la spectrométrie de
fluorescence [31], la spectroscopie UV-visible [32], ou encore la spectrométrie RMN [33].

34



CHAPITRE 3. PRESENTATION GENERALE DES CYCLODEXTRINES
#

4. TOXICITE DES CYCLODEXTRINES

Les cyclodextrines naturelles, tout comme l'amidon, sont hydrolysées lentement en
unités glucose dans le colon. Cependant, la structure cyclique et l'absence d'extrémité
réductrice conférent a ces dérivés une résistance aux enzymes amylolytiques (amylases
salivaire et pancréatique) supérieure a celle des amidons natifs. Elles sont inoffensives
lorsqu'elles sont administrées par voie orale car elles ne diffusent quasiment pas au travers
des membranes biologiques et ne sont pas absorbées lors du transit intestinal. Par contre,
elles se révélent toxiques (-, B-CD) par injections intraveineuses ou intramusculaires. En
effet, I'administration parentérale de ces CDs présente des effets secondaires hémolytiques

liés & la chélation du cholestérol et des acides biliaires [34] et une néphrotoxicité [35].

5. DOMAINES D’APPLICATIONS

Les cycludealiines sont produites en quantité industrielles depnis 40 ans, De
nombreuses branches de I’industrie (pharmaceutique, cosmétique, agroalimentaire, etc.)
utilisent régulierement des CDs dans la formulation de leurs produits. Parall¢lement & ces
utilisations quotidiennes, les CDs font 1"objet de recherches aussi bicn dans le domaine
public que privé [36, 37]. Les ditférents domaines, les plus concernes soul .

» Pharmaceutique : Solubilisation, stabilisation, augmentation de la biodisponibilité
dc principes actifs.

Agroalimentaire : Stabilisateurs d’atomes, de colorant, d’odeurs.

Y

> Chimie analytique et catalyse : stabilisateurs de substances sensibles a la lumiére ou
a 'oxygéne, catalyseurs chimiques, inducteurs chiraux en synthése organique
asymétrique ou encore en tant que séparateurs énantiométriques en électrophorese

capillaire, en CPG ou en HPLC.

6. CONCLUSION

Beaucoup d’études et de tentatives d’emploi des glucides comme les
cyclodextrines dans un but de vectorisation soit par inclusion soit par greffage de principes
actifs ont été réalisées.

La structure particuliére des cyclodextrines a suscité ’intérét et la curiosité de
nombreux chimistes depuis leur découverte. En effet, nous avons pu voir que les
cyclodextrines pouvaient accueillir de nombreuses molécules a I'intérieur de leur cavite et

sont donc appelées pour cela molécules cages ou hétes. Deés lors, les propriétés d’inclusion

H—_ﬁ
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et de solubilisation des cyclodextrines ont été mises a profit et ont été largement utilisées
dans de nombreux domaines. De plus, les cyclodextrines offrent de nombreuses
possibilités de modifications de leur structure, ce qui permet, d’une part d’améliorer
I'inclusion et la solubilisation de molécules actives, et d’autre part d’élargir leur champ

d’application vers de nouveaux domaines.

7. REFERENCES

[1] Winau, F.; Westphal, O.; Winau, R., Microbes Infect. 2004, 6, 786—789.

[2] Lehn, J.M., Supramolecular chemistry, J. Inclusion Phenomena 1988, 6, 351-396.

[3] Villiers, A., Acad. Sci., 1891, 112, 536.

[4] Jacob, J.; Gebler, K.; Hoffmann D.; Sanbe, H.; Koizumi, K.; Smith, S.M.; Takaha, T.;
Sanger, W., Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 606.

[5] Sanger, W.; Jacob, J.. Gebler, K,; Steiner, T.; Hoffmann, D.; Sanbe, H.; Koizumi, K.;
Smith, S. M.; Takaha, T.; Sanger, W., Angew. Chem. Rev. 1998, 98, 1787.

[6] Szejtli, J.. Cyclodextrins T'echnology, Kluwer Academic Publishers, Dordrescht, 1988.
[7] Szetjli, J., Cyclodextrins in Biotechnology, Die Stirke 1986, 38, 388-390.

[8] Szejtli, J., Chem. Rev. 1998, 98. 1743-1753.

[9] Szejtli, J., Pure Appl. Chem. 2004, 76, 1825-1845.

[10] Cal, K.; Centkowska, K., European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics
2008, 68, 467-78.

[11] Martin Del Valle, E., Process Biochemistry 2004, 39, 1033-1046.

[12] Oulmou, F., Mémoire de magister, Université de Bejaia, Algérie 2014,

[13] Teffaha, F., Theses de Doctorat, Université d’Oran, Algérie 2010.

[14] Hanna, K., Theése de Doctorat, Ecole doctorale de Chimie de Lyon, France 2004.

[15] Duchenne, D., New trends in cyclodextrins and dérivatives, Editions de Santé, Paris
1991.

[16] Szente, L.; Szejtli, J., Adv. Drug Deliver. Rev. 1999, 36, 17-28.

[17] Marques, HM.C., A review on cyclodextrin encapsulation of essential oils and
volatiles, Flavour and Fragrance Journal 2010, 25(5), 313-326.

[18] Del Valle, EM.M., Cyclodextrins and their uses, a review. Process Biochem. 2004 39,
1033-1046.

36



CHAPITRE 3. PRESENTATION GENERALE DES CYCLODEXTRINES

[19] Landy, D.; Tetart, F.; Truant, E.; Blach, P; Fourmentin, S.; Surpateanu, G., J,
Incl. Phenom. Macro. 2007, 57, 409-413.

[20] Wenz, G., Angew. Chem., Int, Ed. Engl. 1994, 33, 803-822.

[21] Liu, L.; Guo, Q.X., J. Incl. Phenom. 2002, 42, 1-14.

[22] Szejtli, J., Pure Appl. Chem., 2004, 76, 1825-1845.

[23] Martin, E., Proc. Biochem. 2004, 39, 1033-1046.

[24] Cavallari. C.; Abertini, B., Gonzalez-Rodriguez, M.L.; Rodriguez, L, Eur. J. Pharm.
Biopharm. 2002, 54, 65-73.

[25] Hedges, A.R. Industrial applications of cyclodextrins. Chem. Rev. 98, 2035-2044.
[26] Guimaraes, A.G.; Oliveira, M.A., Alves, R.D.S.; Menezes, P.D.P.; Serafini, MR.;
Aratijo, A.A.: Bezerra, D.P., Quintans, L.J., Chem. Biol. Interact. 2015, 227, 69-76.

[27] Szejtli, I.; Yamamura k.; Osa T., Elsevier, Oxford 1996, 3,

[28] Job, P. Compt.Rend. Acad.Sci. 1925, 180, 928.

[29] Ravelet, C.; Geze, A.; Villet, A.; Grosset, C.; Ravel, A Wouessidjewe, D.; Peyrin E.;
J. Pharm. Biomed. Anal. 2002, 29, 425,

[30] Retna Raj, C.: Ramaraj, R., Electrochimica Acta 1998, 44, 279.

[31]French, R.R.: Holzer, P.: Leuenberger, M.; Nold, M.C.; Woggon, W.D., J. Inorg.
Biochem. 2002. 88, 295,

[32] Hirose, K.. J. Incl. Phenom. Macro. Chem. 2001, 39, 193

[33] Pean, C.; Créminon, C.: Grassi, J.; Pradelles, P.; Perly, B.; Djedaini Pilard, F., J. Incl.
Phenom. Macro. Chem. 1999, 33, 307.

[34] Zhang, M.; Rees, D. C., Expert Opinion on Therapeutic Patents 1999, 9, 1697-1717.
[35] Irie, T; Uekama, K., J. Pharm. Sci. 199, 86, 147-162.

[36] Loftsson, T.; Duchéne, D., Int. J. Pharm. 2007, 329, 1-11.

[37] Hicks, K. B.: Haines, R. M..: Tong, C.R. S.: Sapers, G. M - El-Atawy, Y - I, P L
Seib, P. A., J, Aeric Fond Chem., 1996, 14, 2591-2594,



RESULTATS ET DISCUSSIONS



CHAPITRE 1. SYNTHESE DES DERIVES DU BIS §-HYDROXYQUINOLEINE

CHAPITRE 1.
SYNTHESE DES DERIVES DU BIS 8-
HYDROXYQUINOLEINE

1. INTRODUCTION
La complexité et la diversité structurale ont une grande importance car faire varier
le nombre et la position des fonctions organiques a une influence directe sur les capacités
de ces molécules organiques a se lier & des récepteurs ou des enzymes. La diversité
structurale influe sur le transport, 1’excrétion et la sélectivité tandis que le pharmacophore
génére I’ activité biologique.
Depuis 1’apparition de cette terminologie, de nombreux groupes [1] ont présenté des
structures répondant a ces caractéristiques et appartenant a des composés biologiquement
actifs. Pour notre travail qui consiste & concevoir et développer des composées focalisées

sur les cancers, nous avons sélectionné la structure privilégiée bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-

oll
R
I
N ~ N
i J]
= S
=

N

8- ol) aminc M-subadwude.

OH

e e e e e e

Figurel.1. Structure des Bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-substituce.

11 faut toutefois souligner que méme si I’on retrouve le motit' quinoléin-8-ol dans de
nombreuses molécules biologiquement actives et ce depuis les années 1960 [2, 3, 4, 5, 6] la
structure privilégiée bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-substituée développée
dans ce travail se distingue trés largement des autres structures quinoléin-8-ol qui ont été a
la base de différents médicaments.

Dans ce cadre, nous avons envisagé la synthése des bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-
ol) amine N-substituée. Enfin toutes les molécules synthétisées ont été caractérisées par les

différentes méthodes physico-chimiques.
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2. ACCES AUX COMPOSES BIS (N-(5-METHYL)-QUINOLEIN-8-OL)
AMINE N-SUBSTITUES (HQNBA)

Dans ce présent chapitre nous présentons la syntheése de quelques dérivés de la bis-
quinoléin-8-ol & partir des amines.
Les composés auxquels nous nous sommes intéressés concernent les bis-quinol€in-

8-ol; il s'agit en l'occurrence des composés suivants:

v 1q = 5,5'-(((4-hydroxyphenyl) azanediyl) bis (méthyléne)) bis (quinoléin-8-ol).
v' 2q=5.5"-(((4-méthoxyphenyl) azanediyl) bis (méthyléne)) bis (quinoléin-8-ol).
v 3q = 5,5"-(((2-bromophenyl) azanediyl) bis (méthyléne)) bis (quinoléin-8-ol).
v 4q =5,5"-(((2-fluorophenyl) azanediyl) bis (méthyléne)) bis (quinoléin-8-ol).

La synthése a consisté a créer des moléenles possédant denx mofifs S-
méthylquinoléin-8-ol (figure 1.2) reliés via un azote central. Le troisiéme groupement fixé

sur I’atome d’azote variera au fil des synthéses.

C’est cette variation qui engendrera des différences d’activités biologiques [7, 8] et
qui permettra d’optimiser au mieux les capacités thérapeutiques de nos molécules. Il faut
rappeler qutil est essentiel pouw wellie au puinl e wolécule dMié0 Jinigue, goe celles
ci posséde des propriétés ANMET (Ahsorption, Distribution, Métaholisme, Excrétion et
Toxicité) requises ainsi qu’une sélectivité suffisante; ces propriétés peuvent étre optimisées

via des modifications structurales ne touchant pas le pharmacophore.
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Schéma 1.1. Synthése des bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-substitués.
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La réalisation de cette série de molécules focalisées sur le quinoléin-8-ol s’est faite

comme suit :

Le dérivé chloré est mise en réaction pour une substitution nucléophile avec un
large panel de dérivés aminés. Lors de la synthése, ’amine (nucléophile) va attaquer
I’atome de carbone électrophile portant le chlore de la 5-chlorométhyl-quinoléin-8-ol

(composé 1a) et déclencher le départ de I’halogéne.

Lors de la synthése, I’amine (nucléophile) va attaquer 1’atome de carbone
électrophile portant le chlore de la 5-chlorométhyl-quinoléin-8-ol (composé 1) et
déclencher le départ de I’halogéne. Comme le carbonate de potassium est une base faible,

la déprotonation a lieu aprés la substitution nucléophile.

L’alkylation compétitive de I’amine sur le dérivé chloré en présence de carbonate

méne a la formation d’une amine secondaire puis d’une amine tertiaire.

Les résultats de synthése montrent que les rendements sont trés influencés par le
degré de pureté des réactifs et des solvants. Une autre difficultd rencontrée au cours de

notre travail, et qui réside dans la difficulté de purification chromatographique des

produits.

3. CARACTERISATION DES BIS (N-(5-METHYL)-QUINOLEIN-8-
OL) AMINE N-SUBSTITUES (HQNBA)

Les composés 1q-4q ont été isolés sous forme de poudre aprés plusieurs
traitements, et ont ét€ par la suite caractérisé par leur rapport frontal (Rf), son point de

fusion (Pf) et son spectre IR.

o chromatographic sur couche minee (COM) entie o chingue fois Ta disparition
progressive des taches des composés de départ et I’apparition des nouvelles taches plus
polaires. Les produits obtenus sont fortement révélées a 1’aninhydrine et trés visibles en

L
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Toutes les réactions en été contrélées par chromatographie sur couches minces
(CCM) qui montre a chaque fois la disparition progressive des taches des composés de
départ. Les produits obtenus sont fortement révélées a I’aninhydrine et trés visibles en UV.

Les caractéristiques physico-chimiques sont regroupées dans le tableau suivant :

Tableau 1.1. Propriétés physico-chimiques des bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine
N-substitués

Réf | Masse Rd Rt Pf IR(vcm )

(g/mol) | (%) *) (°C) C-0 C=C =C-Har OH
1q | 423 44 04 115 1456 1629 3091 3329
2q | 437 52 0,88 157 1458 1634 3097 3371
3q | 486 65 0,84 151 1467 1639 3100 3400 |
4q | 425 55 0,93 149 1481 1651 3248 3412

(*) - Elnant ; Acétate d’éthyle / dichlorométhane (90/10).
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Figure 1.2. Spectre IR du composé 3q.

Le composé 3 q esl caractérisé par l'apparition d'unc part d'une large bonde
d'absorption a 3400 em”  attribuée ou groupement OH et d'autre part par trois bonde
d'absorption une bonde (rés intense a 1467 em’! et deux bonde moyenne & 1639 et
3100 ecm™" attribuées respectivement au groupement C=0, C=C du cycle aromatigue ¢t au

groupement =C-H aromatique.

4. CONCLUSION
Le motif 5-méthyl-quinoléin-8-ol a servis de pharmacophore de base pour

1*¢laboration de cette nouvelle famille d’agents anticancéreux.

Une série des bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-substituée a été préparer.
T.a réalisation de cctte nouvelle série de molécules s est faite a une seule érape of e dérive
chloré est mis en réaction pour une substitution nucléophile avec des dérivés aminés. Les

produits de synthése sont caractérisés par leurs Rf, Pf et spectres infra- rouges.
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CHAPITRE 2.
ETUDE DU PHENOMENE D’INCLUSION B-CD-HQNBA

1. INTRODUCTION

Le développement de formulations pour le domaine pharmaceutique a base de
complexes d’inclusion de CDs avec les dérivés du bis 8- hydroxyquinoleine nécessite une
premiére phase de recherche consistant & évaluer et caractériser les interactions entre ces

especes.

Dans ce chapitre nous présentons, en premier lieu, les résultats relatifs a la mise en
évidence de la formation du complexe B-CD-HQNBA. Nous nous intéressons par la suite a
la détermination de la steechiométrie du complexe étudié par la méthode de variation
conlenu. El nous [inirons par la caractérisation, par spectroscopie infrarouge des

complexes B-CD-HQNBA.

2. ETUDE EN SOLUTION DES COMPLEXES D’INCLUSION B-CD-
HQNBA

Nous avons procédé pour la caractérisation et la confirmation de la formation des
complexes d’inclusion entre les dérivés du bis 8- hydroxyquinoleine (HQNBA) et la -
cyclodextrine naturelle (B-CD) a deux approches: I’étude a I’état solide et 1’étude en
solution.

Cette derniére comprend la mise en évidence de la formation du complexe d’inclusion

et la détermination de sa stoechiométrie.

2.1. Mise en évidence de la formation des complexes d’inclusion B-CD-HQNBA

La complexation en solution a été suivie par spectroscopie UV-visible, & température
ambiante. Les concentrations des solutions utilisées de la B-cyclodextrine (B-CD) et des
dérivés du bis 8- hydroxyquinoleine (HQNBA) sont de 1’ordre de 10° M dans I’eau
distillée. Les dérivés du bis 8- hydroxyquinoleine (HQNBA) sont désigner par 1q, 2q, 3q,

4q et les complexes correspondant seront désignés respectivement par C1, C2, C3, C4.
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Notre méthodologie consiste a comparé les spectres d’absorptions de la B -CD et ceux
des HQNBA avec les spectres de leur complexe correspondent dans les mémes conditions

(’eau). La formation d’un complexe est accompagnée par une perturbation spectrale.
Les spectres d’absorptions sont représentés sur les figures 2.1, 2.2, 2.3, 2.4. dans le
tableau suivant ne relevons les longueurs d’ondes maximales d’absorption de la B -CD, des

HQNBA est de leurs complexe d’inclusion :

Tableau 2.1. Résultats des longueurs d’ondes maximales.

BCD | 1q | 2q | 3q | 4q | C1 | €2 | C3 c4

A max

(nm) 270 242 235 | 264 | 267 | 269 | 264 | 266 241- 270

o.7=20

T N T
\ B-CD
o.sco | —_'B-CD- lq
b= lq
g
=
[ ]
"E c.400 i
2
2 \
3 N\

2. (nm)

Figure 2.1. Mise en évidence de la formation du complexe B-CD- 1q (C1).
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Figure 2.2. Mise en évidence de la formation du complexe B-CD- 2q (C2).
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Figure 2.3. Mise en évidence de la formation du complexe B-CD- 3q (C3).
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Figure 2.4. Mise en évidence de la formation du complexe B-CD- 4q (C4).

Iin effet, et comme le montrent les figure 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, qui représente les spectres
d’absorption des solutions du HQNBA, de la B-CD, et de leurs complexes B-CD- HQNBA,
les molécules hotes et invitée donnent chacune des bandes d’absorption différentes pour

les formes libres et complexées.

Une comparaison des spectres d’absorption des HQNBA 1g- 4q avec leurs complexes
Ci1-C4 a clairement montré un décalage bathochrome (de 2 & 29 nm) accompagné par
’apparition des points isobestiques a 248 nm et 250 nm pour C». Ces résultats indiquent la

formation d’une nouvelle espece.

2.2. Détermination de la steechiométrie du complexe p-CD- HQNBA

2.2.1. Méthode des variations continues (méthode de Job) [1]

La méthode des variations continues (ou méthode de Job) est utilisée afin de
déterminer la steechiométrie des complexes d’inclusion avec les CDs. Dans notre cas, le
parametre expérimental observé pour les molécules hote et invitée est 1’absorbance A en

UV, qui est sensible a la formation du complexe. Les données tracées sont sous la forme
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A complexe par rapport a la fraction molaire g.cp. Nous avons donc préparé 7 solutions filles,
a partir des deux solutions méres 10 M préalablement préparées de HQNBA et de B-CD,
en différentes proportions pour atteindre le volume final constant de 5 ml.

On a laissé les solutions durant 18h pour une complexation optimale, et les résultats de
I’analyse UV de ces différentes solutions nous permettent de tracer la courbe.
La courbe montre un point d'inflexion & l'abscisse qui correspondrait au rapport du
complexe étudié.
* Complexe C1: [B-CD-1q]

La courbe montre un point d'inflexion a I'abscisse égale 0.5 qui signifie I'existence

d'un rapport molaire de 1:1

1.000

0.800 |— —
U suy

O, 400 | —

o.200 \ S
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Figure 2.5. Evolution des spectres d'absorption en fonction des rapports molaires pour le
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Figure 2.6. Détermination de la steechiométrie de complexe §-CD-1q (C1).
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* Complexe C2: [B-CD-2q]

La courbe A= f(X) de la figure 2.8 montre un point d'inflexion a 1'abscisse x=0.5,

c'est-a- dire que le complexe d'inclusion C2 qui s'est form¢€ a une stecechiométrie 1:1.
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Figure 2.7. Evolution des spectres d'absorption en fonction des rapports molaires pour le
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Figure 2.8. Détermination de la steechiométrie de complexe B-CD-2q (C2).
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Les résultats expérimentaux obtenus pour les 4 complexes montrent un point
d'inflexion correspondant a I’absorbance minimale est atteint pour une fraction molaire de
CD dans le mélange égale a 0,5, ce qui signifie que la stcechiométrie des complexes
d’inclusion étudiés est 1:1.
En conclusion, on peut dire que la, montre que la modalité principale d’association

pour ce type de complexes est de nature équimolaire.

3. ETUDE A L’ETAT SOLIDE DES COMPLEXES D’INCLUSION f-
CD-HQNBA

Parallélement a 1’étude des complexes en solution, une autre étude a ét€¢ menée sur
des complexes d’inclusion a I’état solide.
Les complexes étudiés ont été préparés a partir de la -CD naturelle par la méthode

de Co-précipitation.

v" Méthode de Co-précipitation:

La complexation entre la f-CD ¢t les IIQNBA cst réalisée par addition de 1éq de
HQNBA dissout dans pcu de méthanol sur une solution a 2% de -CD dans ’eau, le
mélange est agité a température ambiante pendant 24 heures.

En solution aqueuse la cavitd légérement apolalre est occupée par des moléeules d'eadu,
¢nergétiquement  défavorisées  (interaction polairc-apolaire), ct peuvent donc étre
rapidement remplacé par des molécules invitées moins polaires que I’eau.

Les solutions troubles formées aprés 24 heures ont été filtrée, une poudre blanche est
filtrée séchée puis caractérisée par les methodes spectroscopique usuelles (IR, UV-

visible).

Les complexes d'inclusion auxquels nous nous sonumes intéressés sont les suivants:
o Cl = Complexe (B-CD-1q) = B-CD-5,5'-(((4-hydroxyphenyl) azanediyl) bis
(méthyléne)) bis (quinoléin-8-ol)
v' C2 = Complexe (B-CD-2q) = B-CD-5,5'-(((4-méthoxyphenyl) azanediyl) bis
(méthyléne)) bis (quinoléin-8-ol)
v" C3 = Complexe (B-CD-3q) = p-CD-5.5'-(((2-bromophenyl) azanediyl) bis
(méthyléne)) bis (quinoléin-8-ol).
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v C4 = Complexe (B-CD-4q) = B-CD-5,5'-(((2-fluorophenyl) azanediyl) bis
(méthyléne)) bis (quinoléin-8-ol).

v" Chromatographie sur couche mince (CCM)
Le tableau suivant regroupe les différentes valeurs des Rf calculés des complexes

préparés a partir des B-cyclodextrines naturelles, par la méthode de Co-précipitation.

Tableau 2.2. Valeurs des Rf des complexes préparés

Composé Rf*
C1 0,62
C2 0,65
C3 0,89
4 0,94

(*) Eluant : Acétate d’éthyle / Dichlorométhane (90 /10).

v" Point de fusion (Pf)

Il est possible de déterminer la nature d'une substance (identification) par la mesure
de sa température de lusion. C'est pourquoi la température de fusion cst une propriété
caractéristique de la matiere.

Le point de fusion est utilisé aussi dans le contrdle de la qualité et la vérification de

la pureté des substances les plus diverses [2].
Le point de fusion des complexes B-CD- HQNBA utilisées dans notre travail est

mesuré a l'aide d'un banc Koefler. Le tableau 2.4 regroupe les différentes valeurs mesurées.

Tableau 2.3. Résultats des points de fusion de HQNBA, de la (-CL) et des complexes

préparés

Composé | B-CD | 1gq 2q 3q 4q C1 c2 [ 3] ca

Pf (°C) 280 115 157 151 149 168 189 | 164 | 156
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En comparant les valeurs des points de fusion de la B-CD (280°C) et de HQNBA libre
avec ceux de leurs complexes correspondants (Tableau 2.3), on constate qu’ils sont

totalement différents, ce qui suppose que 1’inclusion ait eu lieu.

v" Infra rouge

g &'
90 - — B-CD-3q l
85 4 lr
¥ 504
g
o —
-(E > =
E
w
g
® 707
F—
65 -
60
55
T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 300 0
_ Nombre donde (cm™) J

Figure 2.9. Spectre IR du composé C3.

Parmi les techniques expérimentales spectroscopiques, I’infrarouge (IR) est sans
doute la technique appliquée la plus utilisée. Comme pour toutes les techniques de
spectroscopie, elle peut étre employée pour lidentification de composés ou pour

déterminer la composition d'un échantillon.

[L.e complexe d'inclusion C3 est caractérisé par I’apparition d’une part d’une large
bonde d’absorption & 3350 cm™, attribuée ou groupement OH et d’autre part par trois
absorptions intenses & 3050 cm™, 1610 cm™ et 1447 cm™ attribuées respectivement au

groupement =CH 4, C= C et au groupement du C=0.

v" L’étude par IR a été réalisée pour déceler I’éventuelle interaction entre la q et la p-CD,
conduisant a confirmer la formation des complexes d’inclusion.
Notre méthodologie consistait a comparer les spectres de la q libre et de la B-CD

avec ceux de leurs complexes correspondants.
m
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La figure 2.10. Représente la superposition des spectres IR de la g, de la B-CD et de

leur complexe correspondants, respectivement.

—3q
——B-CD-3q

Transmitance (%)

, I : T . r
ANNN 0NN 2nnn 1000 0

\ Nombre donde (cm) )

Figure 2.10. Superposition des spectres TR de 3q et de complexes C3 aux

steechiométries]:1.

Les spectres des complexes présentent généralement un léger déplacement des pics.
Ces modifications discrétes indiquent qu’il n’y a pas de liaisons chimiques fortes (type
liaison covalente) entre les composés, mais seulement une interaction: différence de
géométrie dans la molécule invitée, dissociation de liaisons hydrogenes intermoléculaires
dans cette méme molécule, ou encore établissement de liaisons hydrogenes de faible
énergic entre les deux composés. Chaque bande du spectre caractérise un groupe
fonctionnel de la molécule, et leur déplacement permet de désigner quelle partie de la

molécule invitée interagit aver la (1) [3]

Il n'y a aucunes nouvelles bandes observées dans les spectres, ce qui confirme
qu’aucunes nouvelles liaisons chimiques n’ont été formées entre le composé 3 q et la B-
CD. Ceci est généralement le résultat de 'interaction entre la molécule invitée et les CD
hétes et s’explique par 1’établissement de liaisons non covalentes entre la molécule invitée

et chaque CD dans le systéme complex€.

54



CHAPITRE 2. ETUDE DU PHENOMENE D’INCLUSION B-CD-HQNBA

4. CONCLUSION
Dans ce chapitre, nous avons préparé les complexes d’inclusion des CDs avec les
HQNBA en solution et par la méthode de Co-précipitation. Pour cela, nous avons adopté
une stratégie qui consistait a étudier la capacité a former des complexes d’inclusion par la
spectroscopie UV.
Dans ce chapitre, nous avons également déterminé la stcechiométrie du complexe B-
CD- HQNBA (C1-C4). Les caractéristiques physico-chimiques et spectrales des complexes
d’inclusion a I’état solide (Rf, Pf et IR) nous ont permis d’élucider les structures propres

des composés caractérisés et de conclure  la bonne formation des complexes d’inclusion.
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CHAPITRE 3.
MESURE DE L’HYDROSOLUBILITE PAR
SPECTROPHOTOMETRIE UV-VISIBLE

1. INTRODUCTION

Pour pouvoir étre actifs au niveau des cellules, les 8-hydroxyquinol€ines dérivés
aminés doivent dans un premier temps €étre véhiculés jusqu’a ces dernieres. Cela ne pourra étre
fait que s’ils possédent une hydroslubilité suffisante.

Cependant, avant d’entamer une évaluation approfondie de Iactivité biologique il est

intéressant d’estimer et de mesurer la lipophilie de ces molécules.

La lipophilie peut se comprendre comme etant une mesure de la tendance relative d'un
soluté & préférer un environnement non aqueux 3 un environnement aqueux. De ce fait elle
joue un role important dans le comportement biologique et physico-chimique de nombreuses
molécules organiques [1].

La lipophilie dépend essentiellement de deux facteurs :

& Le volume moléculaire : L'introduction d'une molécule de soluté dans un solvant
requiert la création au sein du solvant, d'une cavité de volume égale a celui de la molécule de
soluté. Ce processus est défavorisé dans l'eau dont les molécules sont
fortement associées par liaison hydrogéne. La lipophilie augmente donc avec le
volume moléculaire.

@ La liaison soluté-solvant : liaison de Van Der Waals et liaison hydrogéne.
Pour évaluer les effets imputables a la lipophilie, on détermine le coefficient de partage ou
plus communément le logarithme dn cocfficient de partage entre une phase aquense ef une
phase lipophile, ¢'est le systeie i-octanol Jeau lo plus sauvent utilisé (I"octanol reproduil de
iraniere slaplifide lu structure doy lipides biologiques et par sonndquant 1e composé lipophile

sera le plus soluble dans cette phase (lipide).
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2. DETERMINATION EXPERIMENTALE DE L’HYDROSOLUBILITE

L’estimation du caractére hydrophobe est effectuée par une mesure de la solubilité
différenﬁelle de composés chimiques dans deux solvants (coefficient de partage
(octanol/eau)), exprimée par Log P,

Le Log P est égal au logarithme du rapport des concentrations de la substance étudiée dans
I'octanol et dans l'eau.

Log P = Log (Coct/ Cean) @)

Cette valeur permet d'appréhender le caractére hydrophile ou hydrophobe (lipophile)
d'une molécule. En effet, si le Log P est positif, cela exprime le fait que la molécule considérée
est bien plus soluble dans l'octanol que dans l'eau, ce qui refléte son caractére lipophile, et
inversement. Un Log P nul signifie que la molécule se répartit de maniére égale entre les deux

phases et Coct = Ceau-

Cost > Cean ™= P > | =msb [og P> 0:le soluté est dit lipophile (hydrophobe)
Coet < Ceau ™=0 P < | mmmp JogP < 0: le soluté est dit hydrophile [2].

La méthode de détermination du Log P utilisée dans notre travail est la méthode dite
des flacons agités c’est la méthode la plus classique est la plus fiable, la méthode des flacons
agités dite " shake-flask ", reste la méthode de choix pour des molécules organiques originales
et de ce fait, elle est préconisée comme procédure standard de caractérisation par ’OCDE
(Organisation de Coopération et de Développement Economiques) [3]. Cette méthode consiste
a4 mélanger une quantité connue de soluté dans un volume connu d'octanol et d'eau, puis de
mesurer la distribution du soluté dans chaque solvant. La méthode la plus courante pour
mesurer cette distribution est la spectroscopie UV/Visible qui se basc sur la mesure de
I’absorbance. La variation de I’absorbance est due a la répartition de soluté entre les deux
phases aqueusc ct organique selon la lor de 13éer-lLambert!

A-&C.L
C: La concentration en (mol. I'!).

L: Le trajet optique en (cm).
€: Le coefficient d’absorbance (d’extension) molaire en (I. mol™. cm™)

__—____—____—,—H#——'—"——
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En supposons que le coefficient d’extinction molaire dans I’eau et dans I’octanol sont peu
différents, nous pouvons donc définir P comme le rapport des absorbances [4].
__ Coct _Aoct/g'l _ Aoct
Ceau Aeau/c’l Aeau

C oct : La concentration de substance dans I’octanol.
C eau : La concentration de substance dans [’eau.
A oct : Absorbance de la substance dans I’octanol.

A eau : Absorbance de la substance dans I’eau.

Le degré d’hydrosolubilité est exprimé par K= Log P qui représente le coefficient de

partage, appelé aussi facteur de Hansch.

3. MESURE DE L’HYDROSOLUBILITE DES BIS (N-(5-METHYL)-
QUINOLEIN-8-OL) AMINE N-SUBSTITUES (HQNBA) ET DE LEURS
COMPLEXES D’INCLUSION

L’hydrosolubilité des 8-hydroxyquinoléines dérivés aminés synthétisés est un facteur

important en ce qui concerne leur efficacité en tant qu’anti-tumoraux.

L’objectif principal de notre travail consiste a I’étude expérimentale de I’effet de la
complexation sur I’hydrosolubilité des 8-hydroxyquinoléines dérivés aminés. Dans notre
étude, nous nous sommes intéressés a la méthode empirique par agitation en flacon pour
mesurée [’hydrosolubilité des 8-hydroxyquinoléines dérivés aminés et de ses complexes
d’inclusion.

A cet cffet, on a préparé des solutions de concentration de 10° M de chaque 8-
hydroxyquinoléine dérivé aminé et de ses complexes avec la §-CD dans ['octanol. On préleve
par la suite 2.5 ml de chacune de ces solutions et on y ajoute le méme volume d’eau distillée.
On agite par un appareil ultrason (UP50 H) pendent 5 min.

Les deux phases sont par la suite séparées par centrifugation et les mesures des
absorbances aux longueurs d’onde maximales sont mesurées par un spectrophotometre UV -

Visible a double faisceau Shimadzu model UV 1800.
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Les figures 3.1 et 3.2 montrent le spectres UV-Vis du composé 1q et C1 dans I’octanol

et dans I’eau.
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Figure 3.1. Spectres UV-Vis de la 1q dans I’eau et dans I’octanol.
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Figure 3.2. Spectres UV-Vis du complexe C1 dans I’eau et dans [’octanol.
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Les résultats obtenus sont rassemblés dans les deux tableaux suivants :

Tableau 3.1. Résultats des mesures de I’hydrosolubilité des 8-hydroxyquinoléines dérivés

amineés.

Composé Abs (A)
Octanol Eau Log Pesp

1q 0,730 0,237
0,488

2q 0,245 0,181
0,13

3q 3,66 0,202
1,26

4q 0,930 0,016
1,76

Tableau 3.2. Résultats des mesures de I’hydrosolubilité des complexes -CD-HQNBA.

Composé Abs (A)
Octanol Eau Log Pe
C1 0,054 0,402
-0,87
C2 0,659 0,775
-0,070
C3 3,911 0,313
1.097
4 1,930 | 0455
0,627
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Les résultats figurant dans le tableau montrent que les 8-hydroxyquinoléines dérivés
aminés ont un Log p > 0 donc ils sont liposolubles.

D’aprés les mésures de Log p des complexes d’inclusion des 8-hydroxyquinoléines
dérivés aminés on constate que la complexation améliore d’une fagcon remarquable
’hydrosolubilité des 8-hydroxyquinoléines dérivés aminés par diminution en faveur de
I’octanol.

Dans le cas de Complexe Cl, on observe une nette diminution du
coefficient de partage de 3,08 a 0,13 en faveur de I’octanol, c’est-a-dire que I’hydrosolubilité
de 1q est améliorée d’une manieére significative en présence de B-CD.
De méme pour les complexes C2 et C4 I’hydrosolubilité a augmentée par apport aux
8-hydroxyquinoléines dérivés aminés libre (2q et 4q).

Pour le complexe C3 on observe une faible variation de la valeur de coefficient de

partage P.

4. CONCLUSION
v Cette étude nous permettra préalablement de faire le choix des molécules qui peuvent

étre biologiquement actives.

v La formation des complexes d'inclusion a permis d'améliorer nettement

L *hydrosolubilité des 8-hydroxyquinoléines dérivés aminés.
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Ce travail a été réalisé dans le laboratoire de recherche de chimie appliquée
(LCA) de I'université de Guelma il porte essentiellement sur la synthése des bis (N-
(5-méthyl)-quinol€in-8-ol) amine N-substituée (HQNBA) par analogie fonctionnelle
aux Clioquinol (ou 5-Chloro-7- iodoquinoléin-8-ol), la préparation de leurs complexes

d’inclusion par la B- Cyclodextrine.

Ainsi que I’étude comparatives de I’hydrosolibilité des HQNBA et de leur
complexes correspondants une série de bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-

substituée (HQNBA) a été préparer.

Les propriétés physicochimiques des complexes préparés ont fait ’objet d’une
étude détaillée en solution et a 1’état solide. Plusieurs types de caractérisation ont été
utilisés. Chacune de ces caractérisations a apporté plusieurs éléments soutenant la
thése de [I'inclusion du bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-0l) amine N-substituée

(HQNBA) au sein de cavité de p-CD.

&~ La mise en évidence de La formation des complexes d’inclusion en solution
entre les bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-substituée (HQNBA) et la B- CD
et confirmée par le changement de I’allure des spectres et I’apparition des points
isobestiques, alors que a 1’état solide I'infrarouge (IR) nous a permit de confirmée la

structure des complexes et de penser a une étude structurale pousser de ses molécules.

'F Les résultats cxpérimentaux obtenus montrent que la steechivmdéuic pow les
quatre complexes montre un point d'inflexion a l'abscisse égale (0.5 qui signitie
I'existence d'un rapport molaire de 1:1.

&~ Les mesures de log P obtenues par spectrométrie montrent que la majorité des
bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-substituée (HQNBA) présentent une

lipophilie intéressante.
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&~ Les résultats des mesures de 1’hydrosolibilité des complexe d’inclusion montre

une
amélioration de I'hydosolibilit¢ d’une facon remarquable se qui nous conforte pour

Pactivité biologique de ses molécules sachant que les cyclodextrine ne présente aucun

effet indésirable.

Bien que cette étude ait montré la formation des complexes entre la [3-
Cyclodextrine et les bis (N-(5-méthyl)-quinoléin-8-ol) amine N-substituée, néanmoins
des études supplémentaires sont, bien entendu, nécessaires pour confirmer l'inclusion

de ces molécules.
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PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

1. CONDITIONS GENERALES

Le présent chapitre est consacré a la description de 1’ensemble des expériences

effectuées. Celles-ci concernent :

1. 1. Appareils et instrument de mesure utilises

» Les chromatographies sur couche mince CCM

Ont été réalisées sur feuilles d’aluminium (0,2 mm) recouvertes de gel de silice Marck
600 F354. Les spots sont détectés a la lumiere UV, et révélés par pulvérisation de
ninhydrine dans I’éthanol, puis chauffage. Gréce a ce systéme d’analyse, on peut connaitre
lIe RI d une molécule. Tl s obtient en calculant le tappuil de la distance entie la base et la

tache de la molécule sur la distance entre la base et le front de solvant.

» Les spectres UV-visible Ont ét¢ obtenus sur un spectrophotométre UV-visible a

double faisceau Shimadzu model UV 1800, a température ambiante.
> Les spectres IR Ont ¢été effectués sur un spectrométre Perkin-Elmer FT-IR
spectrométre, les échantillons sont analysés sous forme de pastilles avec KBr. Les
bandes d’absorption v sont exprimées en cm™'. Seuls les pics significatifs sont listés.

> Les points de fusion ont été déterminés & 1’aide d’un banc Kofler.

» Pour la centrifugation, les solutions ont ét¢ centrifugées a ['aide d'une

centrifugeuse SIGMA Laborzentrifugen.
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1.2. Produits chimiques
1.2.1. Complexant
La B-CD est le complexant utilisé dans ce travail. Elle se présente sous forme d’une

poudre blanche non hygroscopique (figurel).

Figurel. Aspect physique de la B-CD.

Le choix de cette molécule, se justifie par sa comptabilité avec la molécule invité (2
complexer). En effet ’adéquation entre la taille de sa cavité et celle de I'invité permet la
formation de complexe d’inclusion. L’intérieur de sa cavité apporie un
microenvironnement lipophile dans laquelle peuvent se placer des molécules non polaires.

I.e tableau 1 résume certaines caractéristiques physicochimiques de la f-CD.

Tableau 1. Caractéristiques physicochimiques de la B-CD

Nom Formule chimique Masse molaire Solubilité dans
(g/mol) I’eau (g/1) a 25°C
p-Cyclodextrine
(B-CD) Ca2H70O35 1134,99 18,5

I.es modes opérataires des molécnles synthétisées an cours de cette mémoire sont

décrits ci-dessous avec leurs nomenclatures UICPA et leurs structures chimiques.
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2. SYNTHESE DES COMPOSES BIS (NV-(5-METHYL)-QUINOLEIN-8-
OL) AMINE N-SUBSTITUES

leq. de dérivés aminés, 2 eq. du composé 1 et 3 eq de K2COs ont été solubilisés
dans 25 ml d’acétonitrile. Les réactifs ont été chauffés a 50 °C. Apres 24 h, le mélange a
été refroidi puis filtré, le lavage a été réalisé avec 3 x 30 ml d’AcOEt. Le filtrat a été
récupéré et évaporé. Le produit a ensuite été purifié par une chromatographie sur couche
CCM préparative (Acétate d’éthyle / dichlorométhane (90/10)). Le produit a été obtenu

sous forme d’un solide.

Composé 1q : 5,5'-(((4-hydroxyphényl) azanediyl) bis (méthyléne)) bis (quinoléin-8-ol)

NI\

HO _

. N\©
e
= <~ “OH

["\é
N7 o
OH

e L =

Formule chimique : C26H21N303

Poids moléculaire : 423 g/mol

Rf : 0,4 (Acétate d’éthyle / dichlorométhane : 90/10)

Rd : 44 %.

Pf: 115 °C.

IR (KBr) v (em™): 1456(C-0), 1629 (C=C), 3091 (=C-H ar), 3329 (OH).
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Composé 2q : 5,5'-(((4-méthoxyphényl) azanediyl) bis (méthyléne)) bis (quinoléin-8-ol).

SN

| o

~ OCH;

=
N

OH

Formule chimique : C27H23N303

Poids moléculaire : 437 g/mol

Rf : 0,88 (Acétate d’éthyle / dichlorométhane : 90/10)

Rd : 52 %.

P.fus: 157 °C.

IR (KBr) v (cm™): 1458 (C-0), 1634 (C=C), 3097 (=C-H ar), 3371 (OH).

Composé 3q : 5,5'-(((2-bromophényl) azanediyl) bis (méthyléne)) bis (quinoléin-8-ol).

N“
HO. '
Br
-~ N ~ _('J'\
x: U
~
N
OH

Formule chimique : C26H20N30:Br

Poids moléculaire : 486 g/mol
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Rf = 0, 84 (Acétate d’éthyle / dichlorométhane : 90/10)

Rd = 65 %.

Pr=151"LC.

IR (KBr) v (em™): 1467 (C-0), 1639 (C=C), 3100 (=C-H A,), 3400 (OH)

Composé 4q : 5,5'-(((2-fluorophényl) azanediyl) bis (méthyléne)) bis (quinoléin-8-ol)

HO

Formule chimique : C26H20N302F
Foids inoleculaire : 425 g/inol
Rf: 0, 93 (Acétate d’éthyle / dichlorométhane : 90/10)
Rdt: 55 %

Pf: °C. (P.fus.=144-154°C)

IR (KBi) v (cm™): 1481 (C-0), 1651 (C=C), 3248 (=C-II 4;), 3412 (OI)
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3. SPECTROSCOPIE I.R DES DERIVES DU BIS QUINOLEIN-8-OL
On mélange une faible quantité de dérivés du HQNBA & analyser avec le KBr
(support absorbable dans I'IR). Apres broyage, le mélange solide est rendu homogéne a
I’aide d’un mortier.
La poudre obtenue est ensuite placée dans une matrice d’acier inoxydable soumise
a une trés forte pression & ’aide d’une pression hydraulique spéciale, pour former une

pastille de KBr.

Les spectres infra rouges ont été enregistrés sur un spectrométre muni d’un

enregistreur.

4. POINTS DE FUSION DES DERIVES DU BIS- QUINOLEIN-8-OL

Les points de fusion sont mesurés a ’aide d’un banc de kofler par une méthode
simple :

v" On place quelques cristaux a chaque fois de substance (HQNBA) sur le banc.

v" On fait déplacer un cristal le long de 1’appareil 4 1’aide du curseur.

v" On détermine ensuite I’intervalle de températures renfermant le point de fusion

v" On refait une deuxiéme fois l'essai pour plus de précision.

v’ Finalement on note la température de fusion du chaque composé.

5. ETUDE EN SOLUTION DES COMPLEXES D’INCLUSION

Les différentes méthodes utilisées ayant conduit 4 I’observation et a 1’étude en

solution de la complexation du HQNBA par la 3-CD naturelle.

5.1. Mise en évidence de la formation des complexes d’inclusion (B-CD-HQNBA)

Les solutions du HQNBA, de CD et de leurs complexes correspondants sont
préparées dans l'cau 4 unc concentration de 107 M.

Les essais cffectuds ont ¢t¢ réalisés a température ambiante et ont permis d’obtenir

les spectres UV VIS du HQNBA, des CD et de lcurs complexes correspondants.
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5.2. Détermination de la steechiométrie des complexes (B-CD- HQNBA)

Les solutions du HQNBA et de la B-CD ont été préparées dans le méme solvant et
a la méme concentration 10~ M.

On fait varier la teneur en CD dans le mélange a analyser, de la facon représentée
ci-dessous, de sorte qu’on obtienne les fractions molaires de CD (FM cp), indiquées dans

le tableau suivant :

Tableau 2. Fractions molaires de la CD utilisées dans la méthode des variations continues

Solution 1 2 3 4 5 6 7

V g-cp (ml) 0.00 1.00 2.00 2.50 3.00 4.00 5.00

V g (ml) 5.00 4.00 3.00 2.50 2.00 1.00 0.00

M cp 0.00 | 020 0.40 0.50 0.60 0.80 1.00

Les données tirées des spectres UV-VIS obtenus nous ont permis de tracer les courbes des

variations continues et d’en déduire la steechiométrie de chaque complexe.

6. METHODE DE LA PREPARATION DES COMPLEXES
D’INCLUSION B-CD- HQNBA A L’ETAT SOLIDE

La préparation des complexes d’inclusion par la méthode de Co-précipitation a
Iétat solide des quinoléines consiste & préparé une solution de 2% de B-CD dans I’eau et
sous agitation magnétique on ajoute 1éq de quinoléine dans peu de méthanol. La réaction a
¢t suivie par CCM qui montre Iapparition d’un nouveau produit et disparition des
précurseurs.

Le mélange est laissé pendent 24 heures 4 température ambiante et sous agitation
magnétique & I'aire libre pendent 24 heures, jusqu’a 1’apparition d*un précipité, ce dernier
est filtré, rincé avec peu d’eau distillé pour éliminer 1’excés de la B-CD qui na pas réagit
puis seche sous vide.

Les caractéristiques physico-chimiques des quatre complexes d’inclusion sont

comme suivant :

m
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C1=Complexe d’inclusion (8-CD-1q)
M= 1557, 99 g/mol
Rf: 0, 62 (Acétate d’éthyle /dichlorométhane)
Rd: 46 %
Pf: 168 °C

C2 =Complexe d’inclusion (8-CD-2q)
M= 1571,99 g/mol
Rf: 0, 65 (Acétate d’éthyle /dichlorométhane)
Rd:55%
Pf: 1839°C

C3 =Complexe d’nclusion (3-CD-3q)
M= 1620, 99 g/mol
Rf: 0, 89 (Acétate d’éthyle /dichlorométhane)
Rd:79 %
Pf: 164°C

C4 =Complexe d’inclusion (B-CD-4q)
M= 1559,99 g/mol
Rf: 0, 94 (Acétate d’éthyle /dichlorométhane)
Rd: 67 %
Pri156°C

7. MESURE DE L’HYDROSOLUBILITE

Les solutions du HQNBA (1q -4q) et de leurs complexer correspondants (C1 C1)
sont préparées dans I’octanol & une concentration de 10 M. On préléve par la suite 2.5 ml
de chacune de ces solutions et on y ajoute le méme volume d’eau distillée. On agite par un
appateil uliason (UP50 H) pendenl 5 i,

Les deux phases sont par la suite séparées par centrifugation et les mesures des
absorbances aux longueurs d’onde maximales sont mesurées par un spectrophotométre

UV-visible. Les résultats obtenus sont rassemblés dans les deux tableaux suivants :
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» Complexe C3 : [B-CD-3q]

=

0.14—-
0.12:
0,10—.
0,08-

0.086

Absorbance

0.04
0,02

0,00

\
}__-__ B-CD- 3qJ

N

T T T
0.0 0.2

T
0.4 0,6 0,8

Frasiien melaire de T0
P

Figure 1. Détermination de la steechiométrie de complexe B-CD-3q.

» Complexe C4 : [p-CD-4q]
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Figure 2. Détermination de la steechiométrie de complexe B-CD-4q.



