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INTRODUCTION

La découverte des rayonnements ionisants ne datd’'qa siecle et la reconnaissance
de leur danger suivit de peu la diffusion de letilisation en médecine. En effet, la
découverte des rayons X en 1895, du radium et ¢njpon par Pierre et Marie Curie trois
ans plus tard, et celle de la radioactivité deaimm en 1896 par Becquerel ont annoncé le
début de progrés considérables dans le domaire médecine du début du®Bsiécle. Dés
1896, sont décrits les premiéres pathologies, lesiers risques et les lésions radio-induites.
En 1898, Becquerel recense soixante cas de radidder Les premiers déces attribués aux

rayons X sont rapportés en 1904.

Parallelement a ces mises en évidence de pathsl@gi®ociées aux rayonnements
ionisants, apparait la radiothérapie sous l'impmside Despeignes puis la dosimétrie
biologique utilisant comme référence l'apparitioa kErytheme cutané suite a I'exposition
aux rayonnements. Petit a petit, la nécessité djpnagection se fait sentir amenant a la

création d’organismes nationaux et internationaeixadlioprotection.

En 1928, est créée la Commission International®rd¢ection Radiologique (CIPR)
concernant initialement les travailleurs exposésx atayonnements ionisants: la
radioprotection devait leur garantir que le risgumeouru du fait de cette exposition resterait
acceptable en regard des autres risques profestsorh des risques acceptés par chaque
individu dans la vie courante. Progressivementotamment avec I'utilisation de I'énergie
nucléaire exposant aux rayonnements ionisants heyniquement les travailleurs ou les
malades mais également le public, le champ d’adtieria radioprotection s’est étendu a
'ensemble de la population et se définit alorosdh CIPR comme I'ensemble des moyens
permettant «’assurer un niveau de protection adéquat pour iimee, sans pénaliser
inddment les pratiques bénéfiques qui exposentragonnements ionisants kes principes
de cette radioprotection reposent essentiellemé&heare actuelle sur des moyens physiques.
En effet, les mesures préconisées consistent @ggiér au maximum de la source, se munir
d’écrans et diminuer la durée d’exposition. Ceshoéés peuvent étre mises en place dans le
domaine médical ou par exemple dans celui de ldystmn d’électricité ou I'exposition est

connue, voire quantifiée.
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Cependant, il ne faut pas oublier que I'expositux rayonnements ionisants peut
étre accidentelle avec par exemple I'accident deefirobyl. Elle peut avoir lieu dans d’autres
circonstances non accidentelles comme dans leesaatthques nucléaires d’Hiroshima et de
Nagasaki. Ces évenements, encore tres présentsadaésnoire, ont constitué I'amorce vers
un autre type de radioprotection faisant appel une< chimioprophylaxie des effets des
irradiations »et amorce le début d’une recherche dans la comce@é composés organiques
visant a protéger des effets agressifs des rayosmsnionisants. Ainsi, en 1949, PHi} a
démontré I'activité radioprotectrice de la cysténa ingestion ou par voie intraveineuse chez
le rat, pour des doses allant de 175 a 575 mg/gr Bes doses, il observe 75 a 89 % de
survie aprés une irradiation a la dose de 8 Gy.uBemplusieurs radioprotecteurs ont été
synthétisés et étudiés sans pour autant avoirédedtats tres concluants.

A  T'heure actuelle, le N-(3-aminopropyl)-2-aminoéthylphosphorothioate
H,NCH,CH,CH,NHCH,CH,SPQH, (ou WR 2721)2,3] a fait I'objet de nombreux travaux
en raison de son activité radioprotectrice treéragsante. Il est commercialisé pour un usage
clinique en radiothérapie sous le nemmifostine »ou « Ethyof ». Cependant malgré une
activité radioprotectrice remarquable, il présenie nombreux effets indésirables non
négligeables. Quelques dérivés organométalligugh@iphorés étudiés par notre groupe de
recherche, ont démontré une activité radioproszimportantg4,5].

Notre travail s’'inscrit dans un vaste programmeratgherche visant a synthétiser de
nouveaux composés possedant un rapport activiiétxonvenable.

Avant de présenter la synthese et I'étude de ceseanix dérivés, nous aborderons
dans un premier chapitre les rayonnements ionigéaus définition, leur utilisation et leurs
effets) puis nous traiterons ensuite de la radiggtmn chimique et des principaux

radioprotecteurs connus.

! Patt H.M. et al. Scienc&10,213, 1949.

2Kuna P. etal. J. Appl. Biome@,43-49, 2004.

% Mller A.C. et al. Strahlenther Onko8, 517-525, 2004.

* Célariés B., Amourette C., Lion C., Rima G. Radagction, 40, 57-71, 2005.
®Rima G., et al. Appl. Organometal. Chem. 13,11999.
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Chapitre | : Introduction - Généralités

I. LA RADIOACTIVITE

La radioactivité n'a pas été inventée par I'Hommaasm
découverte en 1896, par Henry Becquerel, physicien
frangais, au cours de ses recherches sur |'exestd'noe
relation entre le phénoméne de fluorescence des sel
d'uranium et les rayons X découverts par Wilhem
Roentgen. Becquerel cherchait a savoir si les corps
fluorescents émettaient un rayonnement capable
d'impressionner une plague photographique a trawers
papier noir. Cependant, il fallut attendre 1934umpo

gu'lrene et Frédéric Joliot Curie mettent en éweela

\ocy et radioactivité artificielle.

i
|I|‘_,“_r..r

Depuis, nombreuses sont les utilisations de cetéactivité tant dans le domaine
meédical que dans le domaine agroalimentaire oudduyztion d’électricité. Parallelement a
son utilisation massive sont apparus les effetbogigues déléteres de ces rayonnements et
'augmentation des risques d’accidents dus a leyortante utilisation. La radiobiologie a
ainsi pour objectif une meilleure compréhension efésts biologiques des rayonnements afin

d’établir des regles d'utilisation et de protection

I.1. Qu'est-ce que la radioactivité?

La matiére est faite d'atomes, la plupart du teagsemblés sous forme de molécules.
Au cceur de chacun de ces atomes, se trouve un,nby&AO0 & 100 000 fois plus petit. La
radioactivité est un phénomene qui se produit dansoyau. Certains noyaux sont instables,
soit naturellement soit par suite de réactions gaigts artificielles. Les deux principales
causes d'instabilité sont un trop grand nombre weénns ou un déséquilibre entre les
nombres de protons et de neutrons. Dans le preragrle noyau recherche la stabilité en
émettant un noyau d'hélium ou particule alpha. Darsecond cas, un proton se transforme
en un neutron (ou linverse), avec émission d'uect@n ou d'un positron, c'est la
radioactivité béta. Quelle que soit le type d’émsisscette évolution correspond a une
transformation radioactive qui elle méme correspandl’élimination d'une énergie

excédentaire sous forme d’un rayonnement, soitadicples, soit de photons.
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On distingue ainsi quatre types de rayonnements :

- le rayonnement alpha @) :

Lors d'une désintégration alpha, une particule alpht €jectée a trés grande vitesse
(environ 20 000 km/s) hors du noyau qui se désiaté@ette particule correspond a un noyau
d’hélium et se compose de deux protons et de deukans. Le rayonnement alpha a une
portée de quelgues centimétres dans l'air et netggmue de quelques fractions de
millimetres dans le corps humain. Les émissionsalgurviennent par exemple lors de la
désintégration du radon 222, de I'uranium 238 epldtonium 239.

- le rayonnement béta ) :

Lors d’'une désintégratiofy un électron (émissio’) ou un positron (émissidpi’) est
€jecté du noyau qui se désintégre. Les rafjossnt plus pénétrants mais moins ionisants que
les rayonsa. lls ont une portée de quelgues metres dans (Gaimetres) et pénétrent de
guelques millimetres dans le corps humain. Lesmafcsont produits par exemple lors de la
désintégration du tritium, du carbone 14, du phospl82, du potassium 40, du césium 134 et
137.

- le rayonnement gammay) :

Une désintégration ou 3 s'Taccompagne souvent de la production de rayaojs sont
des rayonnements électromagnétiques comme lesgayenla lumiére du soleil. Ce type de
rayonnement a été mis en évidence par Paul Vidard900. En regle général, les raygns
sont plus pénétrants que les rayanst 3. Ce rayonnement ne s’'atténue que progressivement
lors de son passage a travers la matiére. Les sgyamhaute énergie traversent des centaines
de metres d'air et pénetrent profondément danssku thumain. lls sont d’autant plus
énergeétiques que la longueur d’'onde est courteraygmsy sont émis par exemple lors de la

désintégratiofs de I'iode 125 et du césium 134 et 137.

- les neutrons :

Les neutrons sont des particules n'ayant aucune charge et guiune force trés
pénétrante. Ces neutrons sont généralement pré&smmésles réacteurs nucléaires. lls sont,
comme les rayonnementet X, indirectement ionisants, car c’est leur oaptpar les noyaux

ou leur interaction qui génére des rayonnemestfou diverses particules.
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Arrét
—*
a émission
B émission ) _
Atténuation
~ T
y émission

papier

verre, béton,
aluminium plomb

Figure 1 : Pouvoir de pénétration des rayonnements ionisants.

Malgré un pouvoir de pénétration différent pourahadans la matiére (figure Xes
rayonnements produisent des ions lorsqu’ils la teasent directement (rayong et ) ou

indirectement (rayong/ou neutrons) : ce sont des rayonnements ionisants.

I.2. Interaction des rayonnements avec la matiére

Les rayonnements sont constitués, soit de partic@tayonnement alpha, béta,
neutrons) soit d’ondes électromagnétiques (rayoenerdV, gamma, X). Un rayonnement
ionisant est un rayonnement dont I'énergie esisarife pour ioniser les atomes ou molécules
gu’il rencontre sur son chemin, c’est a dire paurlarracher un ou plusieurs électrons. Dans
les paragraphes suivants, nous détaillerons briénentes processus d'ionisations et
d’excitations au sein de la matiére en fonctiondifférents types de rayonnements.
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I.2.1. Interactions des particules avec la matiere

I.211  Cas des particules lourdes : les particules alpha

Le rayonnement alpha est constitué d’un noyau wiirél Ce rayonnement interagit
principalement avec les électrons des atomes cildegendrant une ionisation ou une
excitation. Les interactions avec les noyaux secbsdaires. Les particules alpha ont une
masse 1800 fois plus importante que celle desrétect Elles ont une trajectoire rectiligne.
La perte d’énergie lors des chocs avec des élecsnfaible et la déviation subie lors des
collisions est petite.

Le parcours dans l'air d’'une particule alpha neadép pas quelques centimetres. Elle
est arrétée par une simple feuille de papier oulp@eau. Le rayonnement alpha n’affecte
I'organisme que dans le cas d’une contaminaticerirg ou cutanée.

La densité d’ionisation produite étant trés élev&dfet biologique des rayons alpha
est tres important, notamment dans I'ADN car la ximuté des effets successifs peut

endommager simultanément les deux brins de la ehain

I.2.1.2. Cas des particules chargées : les électrons

Les électrons interagissent de maniére prépondei@rdc les électrons des atomes

constituant le milieu traverseé.

- Sil'énergie transférée par I'électron incidentsegterieure a I'énergie de liaison (E
> 30 eV) d'un électron de l'atome cible, celui-si expulsé du cortege et il y a
ionisation de I'atome. L’électron ainsi arraché possede meegé& cinétique qu'il
va alors a son tour transférer au milieu en inissayt lui méme avec d’autres
électrons.

- Si I'énergie transférée par I'électron incidenteestctement égale a la différence
entre les énergies de liaison de 2 couches élégtres de I'atome cible, un
électron de cet atome saute sur une couche maeseti il y aexcitation Les
électrons atomiques concernés sont les électrabterfeent lies des couches
externes.

- Si I'énergie transférée par I'électron est trédl&i elle ne peut que contribuer a
augmenter I'énergie de translation, rotation etration de la molécule portant
I'électron cible. Il s’agit de la forme thermique tiénergie. Elle est donc dissipée

sous forme de chaleur.
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Seules les ionisations et les excitations sont @rigfine des lésions biologiques radio-

induites.

En résumé, les particul@sont un parcours dans I'air qui va de quelquesimméitres a

guelques metres. Elles sont moins ionisantes guedsicules alpha.

I.2.1.3. Conclusion

Une particule chargée pénétrant dans un écran iglatéeragit essentiellement avec
les électrons périphériques des atomes. Les ini@nagouvant conduire a des modifications
de la structure du noyau sont donc peu probableudtrait pour cela que la particule
incidente ait une énergie suffisante pour passéraaers du cortege électronique et du champ
électriqgue engendré par le noyau.

Bien que I'énergie transférée a un électron périgphé lors de linteraction soit
généralement faible, elle suffit pour placer urcten sur un niveau d’énergie supérieur ; il y
a excitation de I'atome voire ionisation de celuidca particule incidente peut également
perdre de I'énergie par émission d’'un rayonnemé&dt®magnétique. A chaque interaction
I'énergie de la particule diminue et elle est pgaea ralentie.

Les ionisations et les excitations sont a I'origitess effets qui se produisent dans les milieux

traversés par le rayonnement.

I.2.2. Interactions des rayonnements électromagnétiques

avec la matiere

Il s’agit de « grains » de rayonnement de massbage électrique nulles. Ce sont des
rayonnements électromagnétiques dont les longutonsles se placent entre les ultraviolets
et les rayons cosmiques (figure 2).
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Spectre de la lumiére
visible
400-700 nm

Ondes radia
Rayons | Rayons Ultra- —_—
Cosmiques Gamma Rayons X violets Infrarouges teIeV|§|on,
radio
0,005 pm 0,0lnm 1nm 100 nm 1 mm 1cm 1m 1km

Figure 2 : Spectre électromagnétique.

I.221  Les photons X

Les rayons X résultent soit du freinage des pddsciéta dans la matiére, soit du
changement de niveaux d’énergie des électronsldarsomes. Les photons X intéressent la

zone périphérigue, alors que les photpnencernent le noyau de I'atome.

I.2.2.2. Les rayonnements gamma

En général I'émission des photopsuit une désintégratiom ou 3 et correspond a un
changement dans les niveaux d’énergie a I'intéreunoyau.

Lorsqu’'un faisceau de rayons gamma pénetre dansdaere on constate une
diminution progressive du nombre de photons, I'§eede ceux qui restent dans le faisceau
n'en est pas affectée. Cette disparition des plsotecidents, appelée atténuation, est due a
linteraction des photons avec les particules nigltés, notamment avec les électrons
atomiques. Lors d’'une interaction entre un photbareélectron, I'énergie du photon est au
moins en partie transférée a I'électron qui estealdait accéléré. L'énergie cinétique de cet
électron secondaire diminue progressivement enmalss ionisations induites dans le milieu.
L’énergie des électrons secondaires ainsi absgdekla matiere est a I'origine des effets des
rayonnementy. Une partie de I'énergie des photons qui entraribgeraction avec la matiére
se retrouve sous forme de photons dont I'énerde @itection different de celles des photons
incidents, ce sont les photons diffusés. Le phgteat subir essentiellement les trois types
d’interactions suivants :
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o Effet photoélectrique

Lorsqu’un photon entre en collision avec les étawrdes couches internes d'un
atome, on parle d’effet photoélectriqgue. Dans & leatotalité de I'’énergie du photon incident
est absorbée par 'atome. Cette énergie est tr@eséun électron qui est éjecté de sa couche
électronique et emporte I'excédent sous forme dgaeinétique. Cette énergie cinétique du
photoélectron est ensuite absorbée par le miliedea phénomeénes d’ionisations qui sont a
I'origine des radiolésions.

o Effet Compton

Le photon incident interagit avec un électron n@ahli-ci a une énergie de liaison
beaucoup plus faible que celui impligué dans lteffeotoélectrique. La diffusion Compton
concerne donc des électrons moins liés. L'électine est expulsé dans une direction
donnée : c'est I'électron Compton. Le photon inoidest quant a lui diffusé dans une
direction qui fait un certain angle avec la direstde I'électron Compton. Pour des photons
de faible énergie (< 0,5 MeV), la majeure partid’érergie est emportée par le photon. Au
contraire, lorsque I'énergie du photon incidentitcrie 2 MeV), I'énergie emportée par

I'électron Compton devient de plus en plus impadgrar rapport a celle du photon diffusé.

o Création de paires

Ce processus se produit pour des photons trés éimgrgs passant a proximité du
noyau. En effet, le champ électrique intense qtowme un noyau peut transformer ce photon
en négatron et positron : c’est I'effet de produttde paires. Le négatron et le positron créés
perdent leur énergie par phénomeéne d’ionisatiors demilieu. Enfin, le positron s’annihile
avec un électron du milieu et il en résulte un rgment de deux photons gamma a 180°

I'un de l'autre.

I.2.2.3. Conclusion

Contrairement aux particules chargées qui épuisené leur énergie sur une faible
distance par des interactions coulombiennes, letoph X ety peuvent traverser de grandes
quantités de matiere. Aprés une interaction lditétau une partie de I'énergie du photon est
communiquée a un électron du milieu. Cet électrasm en mouvement va alors €puiser son

énergie de la méme facon que les rayins
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C’est pourquoi les photons sont classés dans yesmaments indirectement ionisants.
Ce n’est gu’apres interaction du photon qu’il vawpir des ionisations sur la trajectoire de

I’électron mis en mouvement.

I.3. Quelles sont les utilisations de la radioactivité?

I.3.1. Le domaine médical

La principale source d'exposition aux rayonnemeamsdehors de la radioactivité
naturelle est due awkagnostics médicaux et aux thérapie®ans les pays développés, elle
représente environ 30 % en moyenne de I'expodititate et pratiguement toute I'exposition
hors radioactivité naturelle. Dans les pays en d@edéveloppement, la part des examens
médicaux tombe a 1,5 %. L'irradiation en médecstedae bien davantage a l'utilisation des
rayons X pour les radiographies (scanners a ra}@rgi'a la radioactivité proprement dite.
Toutefois, les rayons X issus des couches profoddekatome produisent dans la matiére
vivante des effets analogues (avec une énergie dmiraux rayons gamma, également
utilisés en médecine notamment en radiothérapies Tes rayonnements, quelle que soit leur
origine, finissent par déposer leur énergie eniSam" la matiére. En radiothérapie, cette

propriété « d’ioniser la matiére » est utiliséeafe détruire les cellules cancéreuses.

D’autre part, la radioactivité est également lib@ssentiel desadiodiagnostics
permettant I'exploration de l'organisme et le déme de certaines maladies grace aux
radioéléments (scintigraphie...). Les radionucléisiast dans ce cas utilisés comme traceurs.
lls participent au métabolisme de la méme faconlgseléments naturels auxquels ils sont
mélangés. Par exemple, l'iode 131 va étre absabdéeéme titre que l'iode naturel. On peut
alors observer le fonctionnement ou la morpholaiem organe rendu radioactif par fixation

d'un radioélément.
Enfin, les rayonnements ionisants sont utiliséles fins de stérilisations du matériel.

Des milliers d’articles (seringues, pansementsthgses...) sont stérilisés a l'aide de

rayonnements gamma.
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I.3.2. Le domaine de la biologie

La principale utilisation de la radioactivité ddesdomaine de la biologie provient de
'usage de radioéléments a des fins rdarquages radioactifsde molécules biologiques.
L’intérét d'utiliser des isotopes radioactifs résidans le fait qu’ils possedent des propriétés
électroniques, chimiques et donc biologiques sebiddaa celles de I'isotope non radioactif
correspondant. L'avantage est que ces isotopesattds sont détectables ; ils peuvent étre
localisés et dosés dans un milieu biologique t&lmpicellule ou un organe. Cette technique

de marquage a permis a Avery en 18é3nontrer que I’ADN est le support de I'hérédite.

Seule la radioactivité artificielle a donné la gibgité de suivre des molécules
biologiques (hormones, protéines ...) depuis leun lie production jusqu'a celui de leur

action, d'isoler les récepteurs et d'étudier lastrsission du message a l'intérieur des cellules.

I.3.3. Le domaine culturel

Avant d'étre exposés dans les musées, les vestagesivilisations passées doivent
étre identifiés, analysés, étudiés, afin de pouwrir garantir I'authenticité, d'en tirer le
maximum d'informations de nature archéologique istohique et ainsi nous renseigner sur la

maniére dont nos ancétres ont vécu.

Les méthodes de datation sont aujourd'hui fondéetasdécroissance progressive de
la radioactivité contenue dans les vestiges questmhaite dater. Concerndatdatation au
carbone 14 les divers échanges (respiration, photosyntredsaentation) qui se produisent
entre I'atmosphére et le monde "vivant" ont potetef'équilibrer le rapport entre la quantité

de carbone 14 et celle de carbone 12.

Mais, dés qu'un organisme meurt, le carbone 14 cpritient n'est plus renouvelé
puisque les échanges avec le monde extérieur ¢eSseproportion se met alors peu a peu a
diminuer.Le rapport carbone 14 /carbone 12 permet donodeaitre la date de la mort d'un
organisme bien aprés que celle-ci ait eu lieu. Mdineste de carbone 14 dans un échantillon

a dater, et plus sa mort est ancienne.
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I.3.4. Le domaine industriel

La principale application de la radioactivit¢ dacs domaine est I@roduction
d’électricité L'énergie nucléaire est due a la fission quigsmode de désintégration propre
a certains atomes lourds comme ['uranium. La fisggénérant elle-méme des éléments
radioactifs, I'énergie nucléaire est doublemerg Béla radioactivité. En France, 80 % de

I'électricité est d’origine nucléaire.

Les traceurs radioactifsinterviennent dans le contréle de nombreux prozédie
fabrication industriels. lls servent notamment geder les fuites de liquide ou de gaz dans
les canalisations enterrées ou inaccessibles grictacilité de détection des radioéléments.
La radioactivité est également utilisée paoodifier, par I'emploi de doses d'irradiations

beaucoup plus intensdes propriétésnécaniques et chimiquedun matériau.

Enfin, comme en médecine, il existe nadiographie industrielle qui permet de
déceler les défauts internes d’un objet sans erifimol matériau en enregistrant I'image de

la perturbation d’un faisceau.

I.3.5. Le domaine agroalimentaire

L'ionisation des denrées alimentaires est un traitement quneied'assainir les
aliments et d'accroitre la durée de conservatiaml{ition de la germination, destruction des

micro-organismes et des insectes).

La radiostérilisationd'insectes parasites est une meéthode de lutteogsiste a lacher
dans la population naturelle d'insectes une fortgpgrtion de males rendus stériles par
irradiations, ce qui diminue fortement, jusqu'asidisparition, la descendance des femelles.
Cela permet de lutter a grande échelle contre \eldgpement d'un insecte nuisible sans
utiliser de produits toxiques.

Les rayonnements gamma et leurs actions a fodsssdsur les organismes vivants

sont utilisés pour provoquer des mutations afingti@enter la variabilité d'espéces végétales
cultivées et faciliter les processuss#ection des variétés.
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L'utilisation de traceurs a permis de faire progresser les connaissancesaggre
d'absorption ou de transport de minéraux. Par ekendps atomes de phosphore radioactif
incorporés dans un engrais se comporteront de laenfédcon que les atomes stables de
phosphore. Il est ainsi possible de suivre a leetf@assimilation de I'engrais par la plante et

d’en déduire son efficacité, la date la plus falbt@gour le répandre sur le sol, etc.

I.4. Unités utilisées en radiobiologie et radioprotection

[6]
I.41. L'activité

Une source est caractérisée par l'activité duoédéiment, c'est-a-dire le nombre de
noyaux qui se désintégrent spontanément par uaitérdps. L'unité qui mesure l'activité d'un
radioélément est le becquerel (Bg). On dit qu'unbstnce radioactive (une source
radioactive) présente une radioactivité (une aéjwd'un becquerel (1 Bq), lorsque dans cette
source un noyau se désintegre chaque seconde.

1 Bq = 1 désintégration par seconde

I.4.2. Le transfert linaire d'énergie

Le transfert linéique d’énergie (TLE) correspontiéaergie transférée de la particule
incidente au milieu considéré par unité de longudirmatiere traversée. L'unité la plus
couramment utilisée est le keV/um. Méme si le TL&nd particule n’est qu'une quantité
moyenne peu représentative, elle permet une dlzesiin radiobiologique des particules en

fonction de leur énergie et de leur nature.

I.4.3. La dose absorbée

C'est la quantité d'énergie communiguée par lenagment a la matiere traversée par
unité de masse. Elle se mesure en Gray (Gy) aumbye dosimeétre. 1 Gy correspond a la
dose absorbée par une masse de 1 kg a laquetytmements communiquent une énergie
de 1J.

® Cordoliani Y.S. Feuillets de radiologi42,248-252, 2002.
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1 gray = 1 joule par kg (1 Gy = 1 J/kg)
Dans les milieux biologiques, une dose égale déppaédifférents types de radiations n'aura
pas le méme effet biologique. Un Gray déposé papdeicules alpha produit plus de dégats
gu'un Gray déposé par des photons X. La différgmogient notamment de la géométrie du

dépbt d’énergie a I'échelle microscopique.

I.4.4. Dose équivalente - Dose efficace

L’énergie cédée par les rayonnements aux tissesda® degats qui dépendent de :
* la quantité d’énergie délivrée, donc de la dosedee
* la nature du rayonnement

* |a nature des tissus irradiés c'est a dire derldinsensibilité

Afin de refléter les différents effets biologiqueelon la dose et le type de
rayonnement, deux autres notions sont introduikesiose équivalente et la dose efficace.
Aux différents types de radiation, un facteur dalié (FQ) reflétant leur pouvoir pathogene
est attribué. La dose équivalente est la grandilisée en radioprotection. Elle correspond au
produit de la dose par le facteur de qualité cpoedant au rayonnement. Son unité est le
Sievert (Sv). Les facteurs de qualité des difféséppes de radiations ionisantes sont donnés
par la Commission Internationale de Protection Bladique (CIPR) et par L'International

Commission on Radiation Units and Measurements (J0®ableau 1)7].

Dose équivalente (Sv) = Dose (Gy) * FQ

" ICRU Report 60, ICRU Publications: Bethesda (1998)
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Type de radiation et énergie Facteur de qualité
Photons toutes énergie 1
Electrons toutes énergies 1
Neutrons
<10 keV 5
De 10 keV a 100 keV 10
De 100 keV a 2 MeV 20
De 2 MeV a 20 MeV 10
20 MeV 5

Protons (autres que les protons de recul)

d’énergie >2 MeV, particules alpha, 20
fragments de fission, ions lourds

Tableau 1: Facteurs de qualité des différents types de raalieen fonction de leurs énergies

[7].

La sensibilité aux différents effets spécifiquesierg&galement d’un tissu a un autre et
afin de prendre en compte cette radiosensibiliti@réintes des tissus, la CIPR a introduit la
notion de facteur de pondération tissulaire reprdsd la contribution relative de chaque tissu
ou organe a l'effet total induit par une irradiationiforme du corps dans sa totalité (tableau
2). La dose efficace est le produit de I'équivaldet dose par ce facteur de pondération

tissulaire (FP).
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Dose efficace (Sv) = Equivalent de Dose (Sv) * FP

Tissu ou organe Facteur de pondération tissulaire

Gonades 0,20
Moelle 0,12
Colon 0,12
Poumon 0,12
Estomac 0,12
Vessie 0,05
Sein 0,05
Foie 0,05

(Esophage 0,05
Thyroide 0,05
Peau 0,01
Os 0,01

Reste du corps 0,05

Tableau 2: Facteurs de pondération correspondant aux dififés types de tiss{ig].

I.5. Sources d'exposition de 'Homme aux rayonnements

ionisants

L’exposition aux rayonnements peut se faire de degpons : il peut s'agir d’'une
exposition externelorsque la source est a I'extérieur de I'organismed’'une exposition
interne si la source est absorbée a I'intérieur de I'oigrae. L'exposition dite externe peut
elle méme se produire de différentes maniere. et efi la source radioactive est située a
distance de I'organisme (exposition globale oulieéa) I'irradiation est alors en rapport avec
le pouvoir de pénétration dans le corps des diagm@nnements émis par la source.

Dans ce cas, l'exposition diminue si I'on s'éloigeda source et disparait si celle-ci
est supprimée ou si un écran efficace est interpo®st le principe de la radioprotection
physique. D’autre part, I'exposition externe peaitpsoduire par contact cutané. Par rapport
au cas préceédent, le contact cutané avec un radieét peut induire une exposition interne
par pénétration du radioélément a travers la palsérdtion cutanée, plaie, ou plus rarement a

travers une peau saine). Il y alors contamination.
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L’exposition interne peut se produire de difféerentacons: par inhalation de
substances radioactives dans l'air, par ingest®rproduits contaminés (par exemple des
aliments), par pénétration transcutanée d'une gonéion externe, lors d'un examen médical
: diagnostic, scintigraphie (dans ce cas, lI'imagéatgane est obtenue grace a I'émisgido
radioélément injecté), radiothérapie métaboliquecawmjection de substances radioactives.
Apres pénétration dans I'organisme, I'expositioteine se poursuivra tant que la substance
radioactive n'aura pas été éliminée naturellemamntl’prganisme et que celle ci continuera

d’émettre des particules ionisantes.

Concernant les sources d’exposition, on en dénondwex principales: une
exposition naturelle et une exposition artificielésultant de l'activité humaine. En France,
'exposition annuelle humaine moyenne aux rayonmgsenisants d'origine naturelle est
d’environ deux millisieverts. En plus de cette oaditivité naturelle, nous sommes exposeés a
des rayonnements ionisants provenant de sourcéisigltes. Ces rayonnements sont du
méme type que ceux émis par des sources natuetliesrs effets sur la matiere vivante sont,

a doses égales, identiques.

I5.1. L'exposition naturelle

- Les rayonnements cosmiquesle rayonnement cosmique provient des réactions
nucléaires dans les étoiles de forte activité oal @glosions de supernovas. En
Europe, ils se traduisent pour tous ceux qui vigeanhe altitude voisine du niveau
de la mer, par une irradiation moyenne d'envirgnniijlisievert par an. Lorsqu'on
s'éleve en altitude, I'exposition aux rayonnememigmente. Le rayonnement
cosmique entraine une exposition externe directiatetagit avec des éléments
terrestres ou atmosphériques pour former des radiées secondaires (tritium
®H, carboné“C).

- Les éléments radioactifs contenus dans le solC’est la source principale de
I'exposition de tous les étres vivants, et elleaestiellement inférieure a ce qu’elle
était lors de I'apparition de la vie. Tous les ébts dont la période était inférieure
au milliard d’années ont disparu alors que seulssigtent encore les
radionucléides a période longue. Il s'agit prinlgpeent de l'uranium, du thorium

ou du potassium.

29



Chapitre | : Introduction - Généralités

Ces éléements provoquent en moyenne pour chacunode en France une
irradiation d'environ 0,35 millisievert par an. flhut noter que dans certaines
régions de France et du monde, dont le sol contiestroches radioactives comme

le granit, ces irradiations sont plus fortes.

Les éléments radioactifs naturels que nous absorbsren respirant ou en nous
nourrissant : des émanations gazeuses de certains produits ideuda
désintégration de l'uranium contenu dans le seldek le radon ou le potassium
des aliments dont nous fixons une partie dans rawtyanisme, provoquent, chez

chacun d'entre nous, en moyenne, une irradiatidnstemillisievert par an.

I.5.2. L'exposition artificielle

Les irradiations médicales: il s’agit des activités de radiodiagnostic, n@de
nucléaire et radiothérapie. Elle ajoute annuellgnegviron 30 % a l'irradiation
naturelle de chaque individu dans les pays dévémppoit 1,2 millisievert en

France.

Les activités industrielles nucléaires les centrales nucléaires, les usines de
retraitements des déchets radioactifs, les retosndés anciens essais nucléaires
atmosphériques et de Tchernobyl, etc... Elles exgioshaque étre humain en

moyenne a 0,02 millisievert par an.
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II. EFFETS BIOLOGIQUES DES RAYONNEMENTS

IONISANTS

Les effets des radiations sur la matiére vivantg o résultat final des évenements
physiques initiaux, développés précédemment, mardgonnements sur le milieu. Il existe
une disproportion entre le nombre de ces évenenfextations et ionisations) ou I'énergie
mise en jeu et l'effet biologique produit. Cet e¢ffeésulte d’'une chaine d’événements
physiques et de transformations chimiques qui éskedchée par ces ionisations initiales et
aboutit a endommager les macromolécules indispéasaba vie des cellules.

Dans cette partie, nous commencerons par |'étedeed réactions qui constituent la
« chimie sous rayonnement ». Nous verrons enseites | conséquences au niveau des
principales structures cellulaires (ADN, chromosejnau niveau de la cellule puis au niveau
d’'une population cellulaire (tissus, organes) dinenous développerons les effets de ces

rayonnements sur I'organisme.

IT.1. Effets moléculaires des rayonnements ionisants

IT.1.1. Radiolyse de I'eau

Les effets biologiques des rayonnements ionis@sisltent pour une large part de leur
action sur I'eau qui représente environ 80 % dupaies organismes vivants. En effet, les

rayonnements sont capables de décomposer I'ealepgrocessus complexes.

IT.1.1.1. Formation des radicaux

Tout d’abord, un radical libre se définit comme wspece portant sur sa couche
électronique externe un ou plusieurs électrondatiires (non apparié a un électron de spin
opposé). Cette configuration confére a I'entitécadire une tres haute réactivité chimique :
les radicaux tendent a capturer un électron pomnptéter leur couche électronique.

Le phénomene initial de la formation de ces espéedgalaires est l'ionisation de la

molécule d’eau nécessitant une énergie d’enviroa\1.3
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Rayonnement
ionisants

2

On obtient la formation d’un radical cation, exteément instable (durée de vie'£®)
qui donne naissance & un radical neutre trés féatti (10° s). En effet, cette espéce

radicalaire cationique se décompose de la manigvarse :
HO" 5, HY + OH

€ + HO—> 6yq + O —> OH + H

Le radical hydroxyle OHest un agent oxydant puissant possédant une grande
réactivité chimique malgré une durée de vie traegrteo Il est considéré comme l'espece

principale a l'origine des radiolésions.

Les électrons arrachés lors de I'ionisation de mdés d’eau perdent progressivement
leur énergie par « collisions » (a I'origine dddamation de radicaux Hpour étre finalement
piégés par des molécules d’eau et donner des aisctiqueux qui sont des réducteurs
puissants. Parmi les molécules d’eau étroiteménslaux électrons aqueux, certaines d’entre
elles vont se dissocier pour donner naissance aagiésaux Het HO (figure 3).Dans les
systemes biologiques, les électrons aqueux peuvdetur tour réagir avec le dioxygene

dissous ou des molécules organiques.

Enfin, il est envisageable qu’une molécule d’eail Smplement excitée sous I'effet
des rayonnements ionisants. Cette molécule va ainien se dissocier en radicaux HD
H' ou bien se dissocier en radical Gitlion H avec émission d’'un électron et formation d’un
ion H'.

H,0* —— H" + OH’
HO* — » H" + OH + e-

32



Chapitre | : Introduction - Généralités

En résumé la radiolyse de I'eau aboutit a la foromatl’especes radicalaires telles que
les radicaux Het OH (figure 3). Ces espéces vont pouvoir diffuser dansiilieu et étre a

I'origine de lésions au niveau des macromolécuiefogiques telles que les protéines, les

lipides et surtout I'ADN. 18° & 10° secondes aprés linteraction avec le rayonnement
ionisant, I'eau est donc devenue une solution @lusioins concentrée en radicaux @HH

et en molécules de dihydrogene issues de la réactio

H+H — H>

/ H,0 Irradiation H,0* + e- .
_ HZ’O/ ‘130
5 l
= e |
< < H* +HO" N RO
%) HsO"
5
1 H + OH  H + HO
\
Z
Q
|<T; Irradiation : :
< HZO > Hzo*—> OH' + H
O
2 T OH+H+se

Figure 3 : Radiolyse de 'eau.
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IT.1.1.2. Devenir des radicaux et décomposition de |'eau

Apres la radiolyse de l'eau, il existe une deuxigmh@se impliquant les molécules
organiques présentes dans les milieux biologiqules’agit d’'une phase de décomposition
moléculaire. Cette phase aboutit essentiellemeta &&rmation de nouvelles molécules
organiques. En effet, a partir de leur lieu de swise les radicaux formés lors de la premiere
phase radicalaire vont pouvoir diffuser et réagitre eux : il y a alors recombinaison et
formation de molécules d’eau, de peroxyde d’hydnegét de dihydrogene. Il faut noter que
la formation de peroxyde d’hydrogéne est un phémaeniaportant dans la mesure ou il s’agit
d’'une espece dotée d’un fort pouvoir oxydant aidioe de Iésions et plus particulierement
dans la cellule avec le phénomene de péroxydapatique aboutissant a la destruction des
membranes. La probabilité qu’un type donné de idacke produise dépend de la distribution
spatiale des radicaux concernés. D’autres factelssgue la pureté de I'eau et la présence ou

'absence de dioxygéne dissous, comptent également.

IT.1.2. Effet des rayonnements en solution aqueuse

Les milieux biologiques sont constitués d’enviroh @ d’eau, par conséquent une
cellule peut étre considérée comme une solutioewspide molécules organiques essentielles
a son bon fonctionnement. Partant de cette schestiati, les rayonnements ionisants
peuvent avoir deux actions :

- Une attaque directe des macromoléculéSest I'effet direct des rayonnements.

Cet effet est classiquement considéré comme retagnt peu important (15 a 20
% des lésions) mais aboutit & des lésions de cé&aies.

- Une attaque de l'eau aboutissant a sa radiolyse avec la création ébesp

radicalaires puis moléculaires qui interagirontcales molécules du soluté. C'est

I'effet indirect, prépondérant en biologie (80 9 tisions).
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IT.1.2.1. Effet direct

Les molécules ionisées et excitées présentent gedernt d’énergie et sont par
conséquent trés instables. Afin de retrouver leabikté, ces molécules vont dissiper leur

excédent d’énergie selon deux modalités :
- Emission d’un photon (fluorescence) avec retotétatl fondamental

- Par rupture homolytique d’'une liaison de covalemceleux radicaux dont la durée

de vie est trés courte (8 en moyenne).

IT.1.2.2. Effet indirect

L’effet indirect résulte de l'interaction des pradude la radiolyse de I'eau avec les
molécules présentes dans la solution aqueuse. ddisaux diffusent dans la solution et
réagissent avec les molécules organiques entrdmanhodification chimique.

Pour une molécule organique notée R-H, il est ptessiobserver :

- une déshydrogénation suivie d'une hydroxglatar les radicaux OH

RH + OH—— R + H0
R+ OH —>» ROH

- une déshydrogénation par les radicaurtHa formation de composés d’addition

RH+H —»R +H
R +R" —» R-R
- une ouverture des doubles liaisons par I'électigureax suivie de la formation de

composeés d’addition

Au total quel que soit le type d’effet direct owlirect (ou quel que soit le mécanisme

impliqué) toutes les molécules de la solution énirpar revenir a I'état stable mais certaines

auront éeté modifiées chimiquement.
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IT.1.3. L'effet oxygéne

Il est connu depuis longtemps que le dioxygene Hesdcellules plus vulnérables au
rayonnement. Bien que les mécanismes soient nmagtgtl complexes, une des causes de cette
radiosensibilisation est la réaction des radicabre$ organiques avec le dioxygeéne pour
former un radical peroxyle. Si un composé organigsiesymbolisé par la formule R-H, R

représentant le radical organique, les réacticdrisent :

OH '+ RH—_ 5, R+ HO Rupture de la liaison R-H

R+ —» ROO Formation d’un radical peroxyle

ROO" + RH —— > ROOH + R  Formation d’'un hydroperoxyde

R+ O » ROO Formation d’'un autre radical peroxyle

L’électron aqueux peux également réagir avec leydjéne dissous pour former
'anion superoxyde @~ lequel peut réagir a son tour avec une molécutawformant le
radical HOOet 'ion OH [8].

€qt O — 5 O

O, + HHO —» HOO + OH’

Le dioxygéne est un radiosensibilisateur puissanésent au moment de l'irradiation,
il augmente les effets initiaux du radical hydrexgt contribue a fixer les radiolésions qui

autrement seraient réparables.

H + O, —— HOO

8 Les clés du CEA3, 2000.
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IT.1.4. Conclusion

L'interaction physique des rayonnements ionisant@cala matiére constitue
'événement initiateur d’'une longue séquence decgssus chimiques puis biologiques
pouvant entrainer une modification du patrimoineég&ue ou la mort cellulaire. Entre cette
interaction primaire et I'apparition d’effets bigligues, il se succede cing étapes de durées
inégales :

- Une étape « physique » trés courte (1) correspondant aux tous premiers

instants aprés l'irradiation. Elle entraine la tiga d’espéeces excitées dans le
plasma cellulaire et 'ADN. Elle engendre ainsi upeemiere altération des

biomolécules par « effet direct ».

- Une étape « physico-chimique » (£ < t < 10" s) au cours de laquelle les
différents produits de linteraction des rayonnetseavec le plasma cellulaire

atteignent la température du milieu: c'est le pesus de thermalisation qui
conduit a la formation de produits radicalaires tgle OH, H, ainsi que des

électrons hydrateés,gqui sont de puissants réducteurs.

- Une étape « chimique » (10s < t < 1 s), au cours de laquelle les différentes

especes créées diffusent et réagissent entre elles.

- Une étape « biochimique » qui débute lorsque lgeas radicalaires produites
altérent chimiqguement les biomolécules présentas amilieu environnant (effet

indirect) et entrainent leur dégradation.

- Une étape « biologique » suivant les altératiorssldemolécules qui correspond a
la prise en charge des dommages par les system@&pamtion cellulaire. Cette
réparation (plus ou moins fidéle) peut durer plusseheures et se traduit par

I'apparition ou non de Iésions moléculaires grdde9).

° Boissiére A. Thése de troisiéme cycle, UniverBiadis VI, 2004..
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IT.2. Effets des rayonnements sur les molécules d'ADN

et sur les chromosomes

De nombreuses expériences ont clairement mis erdeds® que l'acide
désoxyribonucléique (ADN) situé a l'intérieur duyaa cellulaire est la cible privilégiée des
irradiations et que les dommages subis par cetirameblécule sont en relation avec les
effets biologiques consécutifs. Par exemple en 1@Zatterset al montrent que la toxicité de
129 (un émetteur Auger radioactif) est fortement défsmte de son site d’'incorporation :
celui-ci est 300 fois plus efficace s'il est incorg directement dans ’ADN des cellules plutt
gue dans leur membrane. Depuis de hombreux tramaugonfirmé ces données et méme si
aujourd’hui il n’est pas encore prouvé que 'ADN ksseule cible critique, il demeure par sa

taille, son unicité et sa fonction la cible la phestinente a étudigi0].

Le bon fonctionnement d'une cellule, c’est a di@ transmission fidéle de
linformation génétique d'un individu, ou d'une kdeé, a ses descendants dépend du
maintien de l'intégrité structurale de chaque mal€éa’ADN. Ce dernier est soumis a de
multiples attaques inévitables de la part du miliedracellulaire mais aussi de
'environnement provoquant la formation de plusseunilliers de Iésions par jour et par
cellule. Des changements dans la séquence destidekou des altérations de structure des
bases ou des sucres qui composent la double h#did®ADN peuvent interférer avec la
réplication ou la transcription du génome cell@ait’intégrité du génome face a ces
agressions est assurée par des protéines mettget edes mécanismes de réparation de
I’ADN efficaces et fidele$11].

IT.2.1. Structure de l'acide désoxyribonucléique - Généralités

L’organisme est constitué de milliard de cellulesités de bases agencées pour former
des organes. L’acide désoxyribonucléique est ptéans toutes les cellules et constitue le

patrimoine génétique d’une espece.

19 Corde S. Thése de troisiéme cycle, Universitéploseurier, Grenoble, 2002.
" Tubiana M, Dutreix J, Wambersie A. Radiobiologiermann, Paris, 1997.
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En effet, TADN assure la pérennité d’'une espéce yoze transmission fidele des
caractéres héréditaires et possede les informatiéosssaires au développement de chaque

cellule, et ce notamment par la production contiei@rotéines.

NH,
CHs N
HN NF \
| Thymine | Adénine
N \
(@) H N H
NH, O
N
NF HN \
| Cytosine | Guanine
N \
O H H2N N H

Figure 4 : Structure des quatre bases de 'ADN.

La molécule d’ADN est un polymeére constitué de delaines de nucléotides formant
une double hélice pouvant atteindre jusqu’a 1,6@enlong chez 'Homme lorsqu’il est
déroulé. Chaque nucléotide est composé d’'un phtspblé a un sucre, le 2-désoxyribose,
lui méme relié par une liaisdsrglycosidique a I'une des quatre bases suivanteglénine et
la guanine qui sont des bases puriques, la thymin&a cytosine qui sont des bases

pyrimidiques (figure 4).

Les principaux dommages radio-induits de la moEclADN se répartissent en deux

groupes (figure 5) :

- les lésions aboutissant a des cassures simplesoohbled brins de I'ADN
consécutives a la rupture de la chaine sucre-phtspiant les bases de 'ADN
entre elles. Les cassures simples brins représamerpart importante des dégats
engendrés par l'irradiation (environ 1000 par Gpaat cellule pour une irradiation
gamma). Les cassures doubles brins sont plus (@0@esar Gy et par cellule pour
une irradiation gamma) et correspondent a deuxucesssur les brins opposeés

situées a moins de dix paires de base I'une de&#ld].
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Elles peuvent conduire dans certains cas a la pEtaitive de l'information
génétique contenue dans cette zone.

- les dommages localisés sur le cytosquelette de NADaltération de bases,
destruction de bases, destruction de sucres, mregadormation de dimeres,
addition de produits de la peroxydation lipidiqueCes dégats sont largement
prépondérants (environ 1500 par Gy et par celloker pne irradiation gamma).
Leur réparation est rapide.

L Pontage ADN-ADN
Pontage ADN-protéine

Effet %/\f

direct

Cassure simple brin

Modification de base
Photon incident

Effet ‘,\‘/‘/‘\f‘“ _——

Cassure double brin

indirect P

Perte de base

Figure 5 : Représentation schématique des Iésions de I'kidbites par les effets directs et

indirects des rayonnements ionisants.

La nature des dommages ainsi que leur nombre dépedd type de rayonnement. De
plus, la complexité de ces dommages s’accroit kvelensité des ionisations reflétée par le

transfert linéique d’énergie (TLE).2].

Les conséquences de l'irradiation dépendent dedeit§ des dommages et de leur
nombre. Pour une atteinte mineure, les enzymegatjgaes de la cellule peuvent agir et
réparer les lésions. Cependant si la réparatiost ipas fidele, la séquence des géenes sera
modifiée et il en résulte I'apparition de mutatigénique. Pour une atteinte plus importante,

Iirradiation conduit a la mort cellulaire immédeadu différée.

12 Moustacchi E. Mutat. Re164, 35-40, 2000.
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IT.2.2. Les ruptures de chdines

IT.2.2.1. Les coupures simples brins

Une grande proportion des ruptures simples brissilteé de I'attaque du radical
hydroxyle sur la liaison sucre phosphate par asagnt d’'un proton au niveau du 2-
désoxyribose. Elles peuvent également étre praslajiees I'action de ce méme radical sur les
bases pyrimidiques. Le nombre de rupture simpla bat 3 a 4 fois plus élevé dans les
cellules de mammiféres oxygénées que dans ledeehypoxique$ll]. Le taux de cassures
augmente linéairement avec la dose et est d’aplastfaible que le TLE du rayonnement
augmentd13]. L’énergie requise pour provoquer une rupture tenimpin est de 10-20 eV. I
s’agit de lésions relativement vite réparées etaqii peu d'impact en matiere de létalité

cellulaire.

IT.2.2.2. Les coupures doubles brins

Il s’agit d'une catégorie de lésions parmi les piiéseteres. Une rupture double brin
résulte de la cassure des deux brins d’ADN a ustamite de moins de dix paires de base. Elle
peut étre produite soit par une particule seuld, @& la combinaison de deux ruptures
simples sur les chaines complémentaire dues a padicules traversant la méme région
avant que la premiere cassure ait été réparée.ekllédite homologue si elle se produit au
niveau de la méme paire de bases, et dite hétémldgns le cas contraire. Les ruptures

hétérologues sont les plus fréquerjfiel.

IT.2.3. Altération des bases

Les bases de 'ADN peuvent a la fois subir desraitgns de leur structure par les
effets directs des rayonnements et par I'actionrddgaux formés lors de la radiolyse de
'eau : les bases pyrimidiques sont plus radioddesique les bases puriques. Les altérations
des bases résultent essentiellement de I'additioradical hydroxyle sur les doubles liaisons
des bases, généralement en positigrt@ des bases pyrimidiques (cytosine, thymine) £t C

et Gg des bases puriques (adénine, guanine).

13 pouget J.P. Thése de troisiéme cycle, Université X1, 2000.
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Certaines de ces bases modifiees sont stables @lersd’autres plus instables se

décomposent. Pour certaines, il a été montré emnutagénén vitro [14,15]

IT.2.4. Pontage ADN-protéine

Des pontages intra ou inter chaines ou entre I'ABINes protéines environnantes
peuvent aussi se former sous l'effet du rayonnenmmsant. Dans ce cas, les radicaux
peuvent aussi étre impliqués dans les pontages pidMines et notamment le radical
hydroxyle. Ces pontages peuvent étre géenérés lerdgux radicaux sont produits a la fois
dans les protéines et 'ADN. Les pontages ADN-pre&g impliquent principalement les
acides aminés tyrosine des protéines et les bgsesigiques de '’ADN.

IT.2.5. Altération des sucres

L’attaque du 2-désoxyribose par les radicaux hyglesxqui se traduit initialement par un
arrachement d’'un atome d’hydrogéne peut conduire a
- une libération du sucre entrainant la coupure tim
- un sucre altéré mais toujours relié en 3’ ou 5'sguelette phosphodiester (site
abasique)
- un sucre altéré et seulement relié¢ en 3' ou 5 quekette phosphodiester

(formation d’'une coupure de brin)

14 Cadet J. et al. Mutat. Red424,9-21, 1999.
' Wwallace S. Radiat. Red50, S60-S79, 1988.
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I1.2.6. Les aberrations chromosomiques

L’irradiation de cellules induit une déstabilisaticlu génome accompagnée d’'une
forte mortalité cellulaire dés les premiéres misoapres I'exposition aux rayonnements. Une
instabilité chromosomique radio-induite a été obderdans des cellules humaines (cellules
hématopoiétiques, fibroblastes primaires et lymptes). Les cellules survivantes a
l'irradiation produisent des descendants qui org €orte capacité a former de nouvelles

aberrations chromosomiques. Ainsi des dommagegestaiduits par l'irradiation sont longs

Cellule Cellule Cellule
réparée morte mutée

Voo

Effets Effets
nuls  obligatoires

Survie  immunité Effets
mais division différés aléatoires
impossible ou stochastiques

[ AN

Effet Effet Cancers Effets
nul nul génétiques

a se manifestdB].

Figure 6 : Conséquences cellulaires de l'irradiation.

On distingue parmi les aberrations chromosomiquexiyites par les radiations
ionisantes des anomalies soit de nombre, soit mietste (effets clastogenes), visibles au
microscope. Il existe en outre des aberrationséghappent a I'examen microscopique mais

qui peuvent avoir des conséquences fonctionnetbageg (mutations géniques).
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Aucune corrélation entre la dose de radiations et dnomalies de nombre de
chromosomes n’a pu étre établie. C’est pourquaieist pris en compte que les anomalies de
structure qui peuvent étre de différents types\disales aberrations chromosomiques ou
chromatidiques selon le moment au cours du cyclelaee ou lirradiation a lieu. Ces

anomalies sont d’ailleurs utilisées comme dosinsdbrelogiques.

IT.2.7. Les mécanismes de réparation de 'ADN [16,17,18,19]

IT.2.7.1. Réparation par excision et resynthese [20]

Ce mécanisme ubiquiste opere sur une large vatétésions. Il existe deux types de

mécanisme : la réparation par excision du nucléattda réparation par excision de base.

Dans le premier, les bases modifiées sont recenpae des ADN-glycosylases
relativement spécifiques qui coupent la liaiddglycosidique entre la base altérée et le sucre
produisant un site apurinique ou apyrimidique. E@ndonucléase AP clive ensuite 'ADN au
niveau de ce site et une breche peut étre crééel’gmivité de I'exonucléase. Une
phosphodiestérase élimine le phosphate de déosgiboorrespondant et une ADN
polymérase permet la reconstitution de la chaiséedén prenant le brin complémentaire

intact comme modele. L’étape terminale consistéimervention d’'une ligase.

Dans le second type de mécanisme, une endonuatéasel’ADN en un nombre
précis de bases sur chaque c6té de la lésion eligonucléotide contenant la Iésion est

supprime.

16 Averbeck D. Cancer/Radiothef, 335-354, 2000.

" Boiteux S. Médecine Nucléaire - Imagerie fonctielfmet métabolique6, 126-132, 2002.
18 Frankenberg-Schwager M. Radiat. Environ. Biopgs273-292, 1990.

19 kushima T., Aritomi H., Morisita J. Mutat. Re858 193-198, 1996.

% Nilsen H., Krokan H.E. Carcinogenes?®, 987-998, 2001.
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Figure 7 : Réparation par excision et resynthese.

Les bases endommagées peuvent aussi étre réparégsspmeécanismes speécifiques
visant a réaliser une réparation chimique telleuge’ trans-alkylation. Ces mécanismes
mettent en jeu des protéines spécifiques de larigsouvant recevoir par transfert chimique

les groupes organiques inadéquats sur la base lésée
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IT.2.7.2. Recombinaison homologue et non homologue

Contrairement aux cassures simples brins dontdarafion par excision-resynthese
est efficace et rapide, les cassures doubles Bons plus délicates a étre réparées. Cette
réparation peut s’effectuer par recombinaison hogue : un échange de I'un des deux brins
de I'hélice non lésée avec celui de la chaine |psémet la reconstitution de la double hélice.

La réparation est fidele.

La recombinaison non homologue consiste en la sutles deux extrémités de
'ADN ; ce mode de réparation semble étre majaetaihez les mammiferes mais conduit

souvent a des erreurs au niveau de la sequentkle. |

Les mécanismes brievement évoqués ci-dessus, senprincipaux mécanismes

connus de réparation.

En conclusion, il est bon de retenir que les lésicadio-induites de 'ADN sont
diverses de par leur nature. Il n’en reste pas snqire les cassures double-brins de 'ADN
sont les plus dangereuses. Cependant elles sargrles par rapport aux coupures simples
brins qui sont plus facilement réparées. En effedst reconnu que d’une maniere générale
chez I'homme, ce sont I'absence ou les défautsédaration des cassures double brins qui
induisent la létalité des radiations ionisantesfirgril est indispensable pour la cellule de
mettre en place des systemes de réparation effiedoede préserver l'information génétique

au fil des générations.

IT.3. Effets des rayonnements sur les autres molécules

cibles

IT.3.1. Les protéines

Quatre vingt dix pour cent des Iésions produitesl@s rayonnements ionisants sont
dues a l'attaque des radicaux oxygénés issus dadialyse de I'eau. Méme si 'ADN
représente la principale cible de ces radicauxeilfaut pas négliger leurs effets sur les
protéines constitutives de la cellule. Ces dern@rgainent essentiellement des réactions

d’oxydation des protéines.
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Les protéines les plus sensibles aux attaquesatadi&s sont surtout celles qui
comportent un groupement thiol (SH). C'est le casndmbreuses enzymes cellulaires et
protéines de transport qui vont ainsi étre oxydégsendant inactives.

Par exemple, les résidus cystéines des protéingstras sensibles a I'oxydation et
lorsque deux résidus cystéines sont proches, aesede forment par oxydation des ponts
disulfures aboutissant a l'inactivation de la o geotéines porteuses de ces résidus. Ces

ponts peuvent étre réduits par des enzymes présasuts la cellule.

D’autres lésions irréversibles conduisent a la &dfam d'un intermédiaire radicalaire.
Les protéines peuvent alors soit subir des rétiicuia par formation notamment de ponts bi-
tyrosine détectables par leurs fluorescences,ssiir des coupures en cas d'agression forte,
soit des modifications de certains acides aminésasrd'agressions modeérées. Les protéines
modifiées par oxydation deviennent beaucoup plusiBkes a l'action des protéases. Les
protéines oxydées deviennent aussi tres hydroptethamt pouvoir former des amas dans et

autour des cellules.

En résumé, l'attaque oxydante des radicaux sysri@gines se traduit essentiellement
par une modification de la structure secondair¢egtaire de ces derniéres (dénaturation,
fragmentation, formation d’agrégats). Dans tous @=s les protéines ne sont plus

fonctionnelles et peuvent s’agréger sans étre itiésrpar le protéasome.

IT.3.2. Les lipides

Les lipides et principalement leurs acides gragipsaturés sont la cible privilégiée de
'attaque par le radical hydroxyle capable d’arexrchn proton sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons, pour former un radical diénejugué, oxydé en radical peroxyle.
Cette réaction appelée péroxydation lipidique forume réaction en chaine car le radical
peroxyle se transforme en peroxyde au contact ditre acide gras qui conduit ainsi a un
nouveau radical diene. Les hydroperoxydes peuvérg &duits et neutralisés par la
glutathion peroxydase ou continuer a s’oxyder & &ragmenter en acides aldéhydiques et en
alcanes. Le radical peroxyle peut lui méme libad#férents aldéhydes toxiques dont le

malondialdéhyde ou I'’hydroxynonénal.
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I1.3.3. Effets cellulaires des rayonnements ionisants

Parmi les lésions élémentaires produites par uragiation au niveau de la cellule on
distingue trois types de lésions :
- les lésions létalesqui touchent les fonctions vitales de la cellde sont
irréparables
- les lésions sublétaleqqui ne sont pas individuellement |étales, et sdonc
réparables ; leur accumulation peut tout de mémeduee a la mort cellulaire
- les lésions potentiellement létalss la division cellulaire intervient avant leur
réparation mais qui peuvent aussi étre répardes sonditions et I'environnement

cellulaire post-irradiation le permettent.

IT.3.4. La mort cellulaire

En radiobiologie, le terme de mort cellulaire neagrne que les cellules qui ont perdu
leur capacité a se diviser quasi-indéfiniment ezeslire celles pour lesquelles la descendance
n’existe plus. En effet, pour des doses d’irradiagifaibles, certaines cellules vont encore étre
capables de synthétiser des protéines ou de 'ARN ralles auront perdu leur capacité de
prolifération. Au contraire, pour des doses d'itatidns élevées, de quelques centaines de
grays, nous observons l'arrét de toutes foncti@tislaire et la cytolyse : il s’agit alors d’'une
mort immédiate par opposition a la mort differéaisgee par des doses d’irradiation plus
faibles.

La notion de mort différée ne s’applique pas adbules différenciées qui ne se divisent plus
dans les conditions normales telles que la plugest cellules musculaires ou les cellules

sécrétrices. Ces derniéres sont tres résistanteagonnements.
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IT.3.5. Facteurs influengant I'effet biologique des radiations

ionisantes

IT.3.5.1. Laradiosensibilité

La radiosensibilité est le degré de sensibilité aaxliations ionisantes d’'une
population cellulaire normale ou tumorale. Elleigad’'un type cellulaire a l'autre et en
fonction de la phase du cycle cellulaire dans ldguse trouve la cellule au moment de
I'irradiation.

En 1906, Bergonié et Tribondeau ont montré quad#sensibilité d’une cellule varie
proportionnellement a sa capacité de division etagen inversement proportionnelle a son

degré de différenciation.

On distingue classiquement deux types de cellules :

- les cellules a faible capacité de restaurationosmtisibles (par exemple les
cellules souches pluripotentes de la moelle hénadétigue ou les cellules souches
de la lignée germinales).

- les cellules a forte capacité de réparation, radistantes.

Les différences de radiosensibilité peuvent étrgréappées en comparant les courbes
de survie obtenues avec le méme rayonnement. luebade survie des cellules cancéreuses

ne présentent pas de différence systématique ppontza celles des cellules normales.

La radiosensibilité des cellules dépend certesadeature méme des cellules mais
aussi de la phase du cycle cellulaire au couraaigelle est réalisée l'irradiation. En effet, il a
été montré sur des cultures cellulaires Hela sym&® une plus grande radiosensibilité des
cellules en phase M et G2 alors qu’en phase Scdésles sont plus radiorésistantes. Ce
phénomene est observé pour d’autres types ceislavec quelques légeres variations. Dans

tous les cas, il existe une variabilité de la radiwsibilité au cours du cycle cellulaire.
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I1.3.5.2. Effet oxygéne

En I'absence de dioxygéne les cellules sont moamsibles aux radiations ; la dose
nécessaire pour tuer une cellule en hypoxie esta2® fois plus importante que celle
nécessaire pour détruire la méme cellule oxygéméesi si une cellule tumorale est
hypoxique, donc peu sensible aux radiations, la ducessaire a sa stérilisation sera plus
elevée que si cette cellule tumorale était oxygér@est pourquoi les tumeurs sont

réoxygénées pour les rendre plus radiosensibles@atains protocoles de radiothérapie.

IT.3.5.3. Le temps

Le taux de survie cellulaire dépend de la distidoutde la dose dans le temps en
raison de la réparation partielle des lésions quit survenir. Cette distribution de la dose
comprend I'étalement, le fractionnement et la dosale. En effet, les premieres études de la
réponse cellulairen vitro a une irradiation fractionnée ont été menées pandeet Sutton en
1959([21]. Elles ont réveélé qu’une irradiation en deux fiats séparées par un intervalle de
temps induit un taux de létalité inférieur a cadbtenu avec une irradiation a la méme dose
totale délivrée en une seule fois. La dose totaeessaire pour provoquer un taux de
mortalité donné est donc plus élevée quand l'ietain est réalisée en deux fractions qu’en

une seule fois.

En cas d'irradiation continue, le taux de surviege/@n fonction du débit de la dose.
Dans la plupart des lignées cellulaires, pour lghdébits la radiosensibilité est constante et
indépendant du débit. Par contre pour les faiblébitsl les cellules deviennent plus

radiosensibles.

2L Elkind M.M., Sutton H. Radiat. Re$3, 556-593, 1960.
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IT. 4. Effets des rayonnements ionisants sur |'organisme

[22, 23]

Les risques liés a l'irradiation sont de deux osdran risque aléatoire ou stochastique
et un risque direct, déterministe. On considerelguisque aléatoire peut survenir aprés toute
irradiation méme s'’il n'est démontré que pour ledes doses. Une fois apparu, sa gravité est
indépendante de [lirradiation initiale. La probébil d’apparition d’effets néfastes pour
l'individu ou pour sa descendance est fonction'idéehsité de l'irradiation selon une relation
linéaire. Le risque direct (déterministe) est dleffet physique de lirradiation. Il apparait

toujours au dela d’'une certaine dose mais sa gravigmente avec la dose recgue.

IT.4.1. Les effets déterministes [24]

Les effets déterministes apparaissent de facomdtadlle lorsque la dose recue est
supérieure a un seuil et généralement peu aprésriaggation. Le délai d’apparition des
effets est d’autant plus court que la dose estééleize seuil d’apparition de ces effets est
variable selon l'individu ; certaines maladies toaict les mécanismes de réparation de
’ADN rendent les personnes atteintes plus sensiblex effets des radiations (xeroderma
pigmentosum). D’autre part, le seuil d’apparitias @ffets augmente avec le débit de dose et
'étalement de la dose dans le temps. Lors d'umadiation globale, les effets se
manifesteront en premier lieu au niveau des orgaless plus radiosensibles (tissu
hématopoiétique, cellules intestinales). Lors d’'uraiation partielle les effets dépendent de

la région irradiée.

2 Jarrett C.D.G. Medical Management of Radiolog@asualties, 1999.
Z Keith S., Murray E., Spoo W. Toxicological proffier ionizing radiation, 1999.
24 Cordoliani Y.S. Feuillets de radiologi3, 80-86, 2002.
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IT.4.11. TIrradiation globale : le syndrome d'irradiation aigué [25]

Le syndrome d’irradiation aigué est 'exemple ctgstique des effets déterministes ;
lorsque l'organisme est soumis a une courte etefdrtadiation, des symptémes
caractéristiques apparaissent dont la gravité degdenla dose recue. Ce syndrome ne peut
donc étre observé que lors d’accident nucléalrgue celui de Tchernobyl ou d’explosion de
bombes atomiques (Hiroshima, Nagasaki). Généralgencensyndrome se décline en trois
phases : une phase dite prodrome (vomissementséemucéphalées) suivie d’'une phase de
latence puis de la réapparition de signes clinigawes|ués qui caractérisent la phase d’état.

Il est possible de distinguer les différents eftgitsiques en fonction de la dose comme suit :

- Dose inférieure a 0,5 Gy

Aucun effet clinique n’est réellement mesurablelesene Iégere modification dans la

numeration formule peut étre observée (baisse thbrmde lymphocytes).

- Dosedela?2Gy
A partir de 1 Gy apparaissent les premiers sigigsstifs caractéristiques de la phase

prodromique tels que des nausées et des vomisser&Ed signes apparaissent rapidement et

sont suivis de ce qu'on appelle « le mal des rayofmalaise, asthénie, anorexie).

- Dosede?2a4Gy

L’atteinte du systeme hématopoiétique (baisse itapteg des leucocytes,

thrombocytopénie) nécessite une surveillance étrafin de mettre en place une

antibiothérapie rapide le cas échéant.

- Dosede 4 a6 Gy

La dose létale 50 % chez lI'adulte est estimée &4,8n I'absence de traitement. Le

tableau clinique correspond a une modification s&we la numération formule témoignant

d’une atteinte importante du systéme hématopoigtiqu

% Cerveny T.J., MacVittie T.J., Young R.W. Textbook Military Medecine - Medical Consequences of
Nuclear Warfare:17-36.
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- Dosede 6al0Gy
En I'absence de traitement la dose de 6 Gy reptésaniose mortelle dans 100 % des

cas. En plus des manifestations digestives, désy8le& manifestations cliniques se
caractérisent par une atteinte du systeme pulmamnbg pronostic dépend de I'age, des

Iésions associées ou préexistantes et du traitement

- Dose de 10 a 20 Gy

Le décés est inéluctable dans un délai inférieuné semaine. Les signes cliniques

sont digestifs, respiratoires avec une granulopénime thrombocytopénie séveres.

- Doses supérieures a 30 Gy
Dés 50 Gy, des désordres neurologiques importggaraissent. La mort survient

dans les 48 heures.

IT.41.2. Effets sur la peau

Aucun effet n’est observé pour une dose inférieuBeGy. Par contre entre 3 et 5 Gy,
il peut apparaitre une épidermite séche dans ua dél 3 semaines. L'érythéme précoce
(« coup de soleil ») apparait dans les premierasebal’'une exposition a 5 Gy. Pour une dose

supérieure a 30 Gy, apparait une nécrose cutamédedgeul traitement est la greffe.

IT.4.1.3. Effets sur les gonades

Une irradiation & une dose voisine de 0,15 Gy peavoquer une stérilité transitoire
chez 'homme. Cependant une exposition a une desd @ 6 Gy entraine une stérilité
définitive sans atteinte des capacités et caracseuels.

Chez la femme, pour une dose de 3 a 6 Gy, il grligd définitive avec modifications

des caracteres sexuels (ménopause précoce).
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IT.4.2. Les effets stochastiques

Les effets stochastiques ou aléatoires résultentladenodification du matériel
géneétique qui induit des cancers si ces modifioataffectent des cellules somatiques ou des
modifications phénotypiques de la descendancdes tuchent les cellules germinales. Ces
effets n'ont pas de seuil et sont observables paréudes épidémiologiques trés longtemps
apres l'exposition. La gravité de I'effet ne dépgrak de la dose. Cependant méme si la
relation dose-effet est plus difficile a établiregpour les fortes doses, il n'existe pas de dose

seuil en dessous de laquelle il n’y a pas d'effet.

L’exemple le plus connu de données épidémiologiquesttant en évidence
'apparition de cancers radio-induits est celui gluvi des survivants des bombardements
atomiques de Hiroshima et Nagasaki. En effet, é®@ 1945 la premiere bombe atomique a
explosé a 580 metres au dessus d’Hiroshima toamediatement 45 000 personnes, 15 000
dans les 3 premieres semaines et 60 000 au colapdemiere année. Lors de I'explosion de
Nagasaki, 31 000 personnes sont décédées immédiateB2 000 dans les 3 premieres
semaines et 17 000 dans I'année qui suivit. Sugdesadeux événements, diverses études ont

été mises en place pour évaluer l'effet des raymemes.

Globalement, ces études montrent clairement l'icapilon des radiations dans la
survenue de cancers chez les survivants des delasens atomiques japonaises dans les
anneées suivantes : sur une population de 86000rpers surveillées, 75 cas supplémentaires
imputables aux radiations de leucémies entre 1950085 et 306 cas de cancers ont été
observé$26].

D’autres études concernant des circonstances noideatelles d’exposition aux
radiations ont été realisées : par exemple, la#ilon jusque dans les années 50-60 de la
radiothérapie dans le traitement d’affections noalignes, telle que la spondylarthrite
ankylosante, a provoqué I'augmentation de l'inciedu risque de cancers secondaires pour
certaines de ces maladies. Dans le cas de la dpaidye ankylosante, la probabilité de

développer une leucémie a été multiplié par ¢a].

% Cosset J.M. Cancer/Radiothér.823-835, 1997.
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L’augmentation du risque de cancer pour une pojpmaxposée est plus importante
pour les cancers de la moelle osseuse (leucénaidy, tthyroide, du sein et des os. Les enfants
sont plus sensibles aux cancers radio induits ggeadultes (Tchernobyl). L'effet des

radiations sur I'embryon et le foetus dépend duestkddéveloppement.

IIT.LA RADIOPROTECTION

ITI.1. Historique et fondements de la radioprotection

L'Homme est exposé aux rayonnements depuis toujdisssont une réalité
guotidienne et omniprésente. La découverte deaygsinements ne date que d’un siecle et la
reconnaissance de leur danger suivit de peu lagiiifi de leur utilisation en médecine. Les
premiers érythémes et leucémies radio induits miéwdence chez les utilisateurs de rayons
X conduisent en 1928 a la mise en place d'un comaér la protection contre les
rayonnements X et le radium. Aprés la Seconde @udondiale, en 1950, ce comité fut
restructuré et prit le nom de Commission Intermeatie de Protection Radiologique (CIPR).
Alors que le comité ne se consacrait qu’aux probkemospitaliers, la CIPR traite de toutes
les utilisations des rayonnements ionisants. Ellelue le risque radiologique et indique
comment le gérer. En effet, concernant uniquenesntravailleurs exposés aux rayonnements
ionisants la radioprotection devait leur garantuegle risque encouru du fait de leur
exposition reste acceptable au regard des ausgses professionnels et des risques acceptés
par chaque individu.

Progressivement et notamment avec ['utilisation’éeergie nucléaire exposant aux
rayonnements ionisants non plus uniguement lesittanrs ou les malades mais également le
public, le champ d’action de la radioprotectionst’étendu a I'ensemble de la population
amenant a une portée plus générale du concept dalil@protection exprimée ainsi par la
CIPR :assurer un niveau de protection adéquat pour I'Harsans pénaliser indiment les
pratigues bénéfiques qui exposent aux rayonnemiemisants. En 1952, I'’Assemblée
Générale des Nations-Unies crée un comité scigaéfichargé d’étudier les conséquences
radiologiques des retombées des tirs nucléairésnaér
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ITT.2. La radioprotection chimique

La radioprotection chimique est une approche pheoingique de la protection vis-a-
vis des radiations ionisantes ayant pour vocat®eteercher diverses substances, drogues ou
produits biologiques, qui, administrés avant I'esiion, sont capables de réduire les
dommages dus aux radiations. L'effet protecteurcddains composés contre les effets
délétéres des rayonnements ionisants a été détqoearla premiére fois par W.M. Dale en
1942. Ses travaux n’ont été publiés qu'en 182/. En 1951, I'importance de la fonction
thiol dans ce type de composeés a été démontréBguar et al[28], qui ont synthétise la 2-
mercaptoethylamine (MEA) dérivé non carboxylé deystéine. Ce composé s’est avéré étre
un meilleur agent protecteur chez la souris qus teas composés précédemment testés. La
présence de la fonction amine est aussi considéogeme essentielle dans l'activité
radioprotectrice. Tous les composés synthétiséslgpauite sont donc caractérisés par la
présence de ces deux fonctions : il s’agit de deskes aminothiols dans le domaine de la
radioprotection chimiqud29]. En 1959, l'armée américaine lance son programme d
développement de drogues utilisées contre les dgesnarées par les irradiations :
Antiradiation Drug Development Program. Ce prograapermis la synthese et I'évaluation
de nouveaux types de composés qui sont les phdblmates. Le principal composé
synthétisé est l'acide S-[2-(3-aminopropyl)aming§ifhosphorothioique (WR-2721 ou
Ethiofos) : il s’agit d’'une prodrogue convertie ehiol par une alkaline phosphatase
membranairg30].

Depuis, d’autres types de structures chimiquesrmnttré une activité radioprotectrice
notable. Cependant les composés efficaces resteplus souvent des aminothiols et des
phosphorothioates. Les mécanismes selon lesquetelleles mammiféres sont protégées des
effets néfastes des radiations ionisantes ne samtemcore totalement connus méme si

certaines hypothéses sont en voie de confirmation.

2" Dale W.M., Gray L.H., Meredith W.J. Phil. TranoyR Soc. 242A, 33-62, 1949.

% Bacq Z.M. et al. Arch. Int. PhysidlIX , 442-446, 1951.

29 Bump E.A., Malaker K. Radioprotectors: ChemicablBgical, and Clinical Perspectives. CRC, 1998.

% popisil M. Fundamentals for the Assessment of Rislom Environmental Radiation Pharmacological
radiation protection, 411-420, 1999.
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ITT.2.1. Mécanismes de radioprotection chimique

Il est important de noter que d’autres mécanismes ceux évoqués par la suite
peuvent entrer en jeu dans la protection des esllgt que pour un composé plusieurs

mécanismes sont envisageables.

ITT.2.11. Les systémes de défenses anti-oxydantes endogenes

L’exposition aux rayonnements ionisants est a dioe de la production d’espéces
radicalaires oxygénées. En raison des dommagesitigiée que peuvent engendrer ces
radicaux sur les différentes biomolécules (ADNdgs, protéines) plusieurs systémes de
défenses cellulaires antioxydants physiologiques gresents dans les cellules. Ces systemes
de défenses sont de différentes natures. La piartede la cellule vis-a-vis de ces especes
radicalaires est assurée soit par des enzymedigpésise comportant comme des piégeurs
de radicaux soit par des composés naturels endegandien présent dans l'alimentation
(vitamines...). Tout déséquilibre de la balance awytlant/pro-oxydants par surproduction de
radicaux, par exemple lors d’'une exposition awonamgments ionisants, entraine une rupture

de cet équilibre d’ou l'interét de développer dadioprotecteurs a visée antioxydafie].

* Les systémes enzymatiques

Les enzymes les plus connues sont les superoxyidesitdses, la catalase et les
glutathion peroxydases.

Les superoxyde dismutases (SOfpnt des métalloprotéines catalysant la dismutation
de I'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne. €waidr peut ensuite étre pris en charge
par des enzymes a activité peroxydase (glutathéooxydase ...) ou par la catalase.

Les glutathion peroxydaseg$ont partie d’'un systeme complet qui joue un réle
important dans le mécanisme d’élimination du pedexyl’hydrogéne. Elles nécéssitent la
présence de glutathion réduit (GSH), donneur digdec Le glutathion oxydé (GSSG) produit
est a nouveau réduit par la glutathion réductagieautt le nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate réduit (NADPH) comme donneur d’électron.

La catalasecatalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéneean et oxygene
moléculaire. La glutathion peroxydase et la catlaermettent ainsi I'élimination du

peroxyde d’hydrogene.

31 Goudable J., Favier A. Nutr. Clin. MetabblL(2), 115-120, 1997
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Figure 8 : Représentation schématique des différents sgstamtioxydants enzymatiques.

Les peroxyrédoxinesou thiorédoxyne réductasesnt été découverte récemment et
font I'objet de nombreux travaux concernant leursppétés antioxydante§32]. Ces
protéines exercent leur réle antioxydant au seilaaellule a travers une activité peroxydase.
Le peroxyde d’hydrogéne, le peroxonitrite, et denboeux hydroperoxydes sont les substrats.
Malgré leur plus faible efficacité catalytique daeglutathion peroxydase et la catalase, elles
sembleraient jouer un rble important dans I'élinima des hydroperoxydes de par leur large

distribution dans la cellule et leur quantité intpate.

* Les systémes non enzymatiques
Le glutathion (GSH) est un tripeptide possédant au niveau de la cystaim
groupement thiol lui conférant des propriétés réutes et nucléophiles. Le glutathion réduit
est abondant dans la plupart des cellules ce gulddui un antioxydant majeur de la cellule
grace a sa concentration élevée. Son activitéxyutante s’exerce :
- soit directement en piégeant les radicaux ligpear former le disulfure

GSSG par oxydation.

32Wood Z.A., Schroder E., Robin Harris J., Poole.lTBends Biochem. Sc28(1), 32-40, 2003.
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- soit en participant a la réduction des hydropgdes lipidiques ROOH
comme cosubstrat des glutathions peroxydases. Ats ae cette réaction, le GSH est
oxydé en GSSG lui méme régénéré en GSH grace sdbton du NADPH par la
glutathion réductase. Le NADPH est ensuite régémagé la glucose-6-phosphate
deshydrogénase.

L’ a-tocophérol (vitamine E) est un antioxydant ayant pour rolesttgpper la chaine
de réaction de peroxydation des lipides en captunamadical lipidique peroxyle (LOD La
vitamine E devient alors a son tour une espéeceakadie, moins réactive que le radical LOO
qui peut étre pris en charge par une autre molémiiexydante telle que la vitamine C, le
glutathion[33,34]...Cependant, a forte concentration, la vitamine Kdée peut avoir une
activité pro-oxydant§35].

La vitamine Cest un antioxydant majeur présent dans tous leanesgExcellent
donneur d’électrons, I'anion ascorbate ‘Aptege les radicaux et donne un radical ascorbyle
A", La vitamine C peut ensuite étre régénérée partré¢'a antioxydants... Cependant, comme
la vitamine E, I'acide ascorbique peut avoir ureefiro-oxydant en réduisant le fer ferrique
en fer ferreux. A son tour, le fer ferreux peutgiéavec le peroxyde d’hydrogéne et induire la
production de radicaux hydroxyles (réaction « Fedike »)[36,37]

Les métaux de transitiorsont essentiels pour certaines enzymes antioxgsafin
effet, le cuivre, le zinc et le manganése entremisdla composition du site actif des
différentes superoxydes dismutases. Le séléniunprésent sous forme de sélénocystéine
dans les sélénoprotéines telles que la glutathéooxydasg38].

A ces composés, nous pouvons ajouter de nombretngsacomposés antioxydants

non enzymatiques tels que l'acide urique3Hearotene, les polyphénols ...

¥ vatassery G.T., Smith W.E., Quach H.T. Lipid4(12),1043-1047, 1989.

3 Chan A.C. Can. J. Physiol. Pharmadti(9),725-731, 1993.

% Cillard J., Cillard P. Ann. Nutr. Alimen84(3),579-591, 1980.

3 Samuni A., Aronovitch J., Godinger D., Chevion Kizapski G. Eur. J. Biocherh37(1-2),119-124, 1983.
37 Chepda T., Perier C., Chamson A., Frey J. Nuin.Gletabol.11(2),115-120, 1997.

¥ Arteel G.E., Sies H. Env. Toxicol. Pharmact(4),153-158, 2001.
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ITI.2.1.2. Protection par hypoxie ou anoxie

Cette théorie est basée sur 'effet oxygene desrsgments : l'intensité des effets des
radiations est d’autant plus grande que la presgatielle de dioxygéne dans le systeme
irradié est plus élevée. La formation d'especestidss oxygénées peut étre inhibée par
I’hypoxie. Un certain nombre de radioprotecteuets gue les catécholamines et I'histamine
[39], possedent la propriété d’'induire une anoxie ou hymoxie dans certains tissus. Pour
certain, une corrélation entre I'effet vasocongtric et I'effet radioprotecteur a pu étre établie
(indolamines). D’autres composés peuvent induire bgpoxie systémique en modifiant
’hémodynamique cardiovasculaire, en interféranecay’hémoglobine, en augmentant

I'utilisation de dioxygéne et en entrainant unerdégion du systeme respiratoire.

ITI.2.1.3. Inhibition des processus radicalaires - Capture des
radicaux libres

Le mécanisme de protection par capture des radidanes est basé sur le principe que
les radicaux libres issus de la radiolyse de I'sant la principale cause des dommages
cellulaires provoqués par les radiations. Il repggela capacité de certains composeés a réagir
avec les radicaux issus de la radiolyse de |'eaudsf prévenir les dommages.

Ce phénomeéne de capture des radicaux libres estiquus particulierement pour les
thiols. En effet, dans un premier temps, ils petipéeger un radical hydroxyle en donnant un
radical H avec formation d’'une molécule d’eau et du radral

Ce dernier n’est pas assez réactif pour parti@pardégradation des macromolécules

biologiques et peut se dupliquer en donnant lelfdisy facilement éliminé par I'organisme.

ITT.2.14. L'hypothése des disulfures mixtes

L’hypothése des disulfures mixtes a été émise [@opremiéere fois par Eldjarn et Phil
[40] en 1956 dans I'étude par marquage du soufre dundedans I'organisme de la cystéine
et de la cystéamine. Cette étude révele clairemaeiormation d’une liaison disulfure de ces
composés avec des protéines intra et extracekslair

39 Foye W.O. Burger's Medicinal Chemistry and Drugddivery, 1981.
“0Eldjarn L., Pihl A. J. Biol. Chen223(1),341-352, 1956.
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Cette liaison temporaire serait réduite par lestesyes réducteurs de disulfures
endogenes tels que la glutathion-transférase. agdisprotecteurs sont ensuite métabolisés et
excrétés. La transformation d’un groupe SH en S8isuifure mixte apporte une protection
partielle de 'atome de soufre contre I'action dieedes radiations. Quand la liaison disulfure
est attaquée par un radical libre, un des atomesodfze est oxydé en acide sulfonique ou
sulfinique, l'autre est réduit en groupement SH. liagson disulfure mixte sert de source
d’électron pour réparer les ionisations crééesapton directe des radiations.

Cette hypothése reste encore contreversée dansslarenou tous les thiols ne sont pas des

radioprotecteurs, alors qu’ils forment tous desilflises.

ITI.2.1.5. Réparation par transfert d'hydrogene

La réparation par transfert d’hydrogéne, commersam l'indique, intervient lorsque
la lésion est déja présente contrairement aux gefté mécanismes évoqués. L’attaque
directe ou indirecte des radiations conduit adagdformation de molécules biologiques cibles
en especes radicalaires. Sous cette forme, cescuegésont susceptibles de réagir avec
d’autres radicaux ou avec du dioxygene. Cependanpoximité de ces radicaux organiques
se trouvent des composés capables de céder un dibyadeogeéne, elles peuvent compenser
les dommages subis. Il s’agit d’'une réaction rapeenettant de restaurer la molécule avant

gue le dommage ne persiste.

IIT.2.1.6. Choc biochimique

L’administration de certains radioprotecteurs, phasticulierement des thiols, peut
induire certaines réactions telles que I'hypotemsitnypothermie ou I'hypoxie. Il a été noté,
chez le rat, une élévation du taux de sérotoningsapjection d’aminothiols.

L’induction d’'une phase d’hypothermie permet deuiésl les réactions métaboliques et de
réparer les dommaggsl].

“1 Copeland E.S. Photochem. Photob8l. 839-844, 1978.
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ITT.2.1.7. Conclusion

Selon Bacq Z.M. xun radioprotecteur donné peut agir sur des systedikérents
par des mécanismes variés ; les divers mécanisargsis de radioprotection peuvent opérer
simultanément en synergie sur le méme systemeguehsysteme doit étre étudié pour lui-
méme (...) il semble que les divers tissus et csltlilen méme animal puissent étre protégés

par la méme substance selon des mécanismes diffésen

IT1.2.2. Essai de classification des radioprotecteurs

Depuis la mise en évidence des propriétés radiegirates de la cystéine et de la
cystéamine et la découverte du WR-2721, nombreasesté les recherches ayant pour
objectif de trouver le meilleur radioprotecteur. Bembreux composés ont été synthétisés,
isolés et testés dans ce domaine. |l n'est pas atne propos de dresser une liste exhaustive
de I'ensemble des composés testés, d’autant qteenseauteurs s’y sont déja attacpEs]. Il
s’agit plutdt de dresser un bilan des connaissadages ce domaine. La classification établie
est purement arbitraire dans un but synthétiqueefficacité relative des différents
radioprotecteurs est donnée par la déterminatiovivo du Facteur de Réduction de Dose
(FRD) : il s’agit du rapport des doses d’irradiatiqui provoquent 50 % de mortalité a 30
jours, respectivement chez les animaux protégéshek les animaux non protéges.

Chacune de ces doses d’irradiation sont détermipgssdablement.

DLsossojours d’irradiation animaux protégés
FRD =

DLso/zojours d'irradiation animaux non protégés

Ce rapport doit étre supérieur a 1,2 pour envisagensage médical et supérieur a 2

pour un usage militaire.

“2 Foye W.O. J. Pharm. S&8, 283-300, 19609.
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ITT.2.2.1. Les radioprotecteurs « naturels »

Entrent dans ce groupe, les composés issus dedeglades bactéries, des
champignons et des algues. On y trouve des vitanites caroténoides, des polyphénols, des
polysaccharides, des acides aminés, des lipidessangnes et polyamines, des hormones,
protéines et peptidg43]... Les mécanismes d’action de ces composeés sontsdive

- la capture des radicaux libres

- induction de radioprotecteurs cellulaires tels daesuperoxyde dismutase, le

glutathion...

- larestauration hématopoiétique et des fonctiomsunitaires

- I'activation des enzymes de réparation de '’ADN

- faciliter la réparation par donation d’hydrogene

- induction d’une hypoxie

- formation des disulfures mixtes

Selon Venkatachalam et §3] la majeure partie de ces dérivés est spécifiqua d’
organe. Par exemple, le systeme hématopoiétigumiesik protégé avec la vitamine E, la
vincristine ou I'acide lipoique. La réparation d&IDN est favorisée par la meélatonine, I'huile
d’olive, la nicotinamide...L’association de certaind’entre eux, comme le 5-
hydroxytryptophane, avec d’autres composés issastmd’s classes, tel que le WR-2721
améliore considérablement I'effet radioprotect@di.

L’interét porté a ces radioprotecteurs naturelsvigrd du fait que malgré une
efficacité moindre par rapport aux composeés issukadgsynthése chimique, ils possedent en
général une faible toxicité. Weiss et p5] dressent un bilan des connaissances actuelles
concernant 'utilisation d’antioxydants présent sifialimentation et dans certaines plantes.

Pour la plupart de ces radioprotecteurs natureiss pparticulierement pour les
polyphénols, leur FRD n’est jamais tres éleve, aelte de 1,3 mais ils présentent I'avantage

d’étre pratiquement dénués de toxicité et de pawanstituer de bons adjuvants.

3 Venkatachalam S.R., Chattopadhyay S. Curr. OrgnCBe389-404, 2005.
4 Maisin J.R., Albert C., Henry A. Radiat. R85, 332-337, 1993.
> Weiss J.F., Landauer M.RM Toxicology89, 1-20, 2003.
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ITI.2.2.2. Les cytokines et immunostimulants

Les cytokines sont des molécules polypeptidiqubgogylées ou non, libérées plus
ou moins spécifiquement par certaines cellulesuetégulent le fonctionnement du systeme
immunitaire. Elles interviennent dans l'inflammatiet 'hnématopoiése. L'intérét porté aux
cytokines et immunostimulants dans le domaine dedéoprotection chimique réside dans
leur capacité a restaurer le systeme immunitaireéatatopoiétique, principales cibles des
rayonnements.

Concernant les cytokines, Singh et al. dressertilan complet des études réalisées
[46]. Toutes les cytokines et méme les facteurs desance (G-CSF, M-CSF ...) présentent
une activité radioprotectrice par un meécanisme @epuvspécifique. Par exemple,
l'interleukine 1 protége les souris de lirradiatien stimulant la moelle pour surmonter la
myélodépressiof7].

L’exemple le plus connu concernant les immunostmts est celui du Ribomuriyl
commercialisé par les laboratoires Pierre Fabreiddéukent en tant quimmunomodulateur.
Une étude menée par Vavrova J. a montré pour laigre fois I'effet radioprotecteur de ce
médicament avec un FRD de 1,2 lorsqu’il est inj&téheures avant l'irradiation par voie
intrapéritonéale ou sous cutanée chez la s¢iB Son mécanisme d’'action semble passer

par I'intervention de I'interleukine 1 et de I'inféron.

La méme année, une étude concernant un immunontedulan cours d'étude
clinique, le AS101 (ammonium trichloro(dioxyéthy&e,O)tellurate), révele ses propriétés
radioprotectrice§49] en protégeant les souris de la |étalité radioibedet en favorisant la
restauration des cellules de la moelle et de & i 'absence de FRD, on ignore s'’il est un

radioprotecteur supérieur aux autres immunomoduigate

“®Singh V.K., Yadav V.S. Exp. Mol. Pathalg, 156-169, 2005.

" Constine L.S. et al. Int. J. Radiat. Oncol. BRiys.20, 447-456, 2005.
*vavrova J. Folia Biol41, 23-30, 1995.

9 Kalechmana Y. et al. Immunopharmacolog9, 149-158, 1995.
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ITT.2.2.3. Les complexes métalliques

Certains complexes métalliques ont été testés ldademaine de la radioprotection.
Un des exemples est celui du complexe Zn-desfemmmxe. Ce complexe posséde un FRD
chez la souris de 1,3 lorsqu’il est injecté 30 rneswavant une irradiation. Cet effet protecteur
n’est pas observé lorsqu’on injecte la desferriox@nseuld50]. Son mécanisme d’action est
inconnu.

Une autre étude concernant des complexes de cummmtre la contribution
importante du métal dans les propriétés radiopnates ; il s’agit de complexes cuivre Il

avec des dériveés bis(méthylthio) et méthylthio amenhdes dérives méthylpyridiniuisil].

ITT.2.2.4. Les dérivés hydroxylés

Globalement, les dérivés hydroxylés présententffei eadioprotecteur moindre par
rapport aux deérivés soufrés (thiols et dérivéslshidCependant un certain nombre de dérivés
alcools et phénols ont montré une activité sigatfie tels que le glycérol, I'éthylene glycol
et le méthanol. Cependant la plupart de ces déseésévélent étre toxiques. Les acides
organiques ne donnent qu’une tres faible voire aeiqrotection.

ITI.2.2.5. Les radioprotecteurs non soufrés, hétérocycliques

Il est connu gu’'un large groupe de composés hétéliques présente une activité
radioprotectrice intéressante : I'imidazole, lesivi#s de I'imidazole, le benzimidazole et la

napthylméthylimidazoline sont les plus représefgate ce groupesp, 53, 54.

Concernant la napthylméthylimidazoline, elle s’&/étre un bon radioprotecteur avec
un FRD de 1,5 chez la souris a une dose de 30 npmkgoie intrapéritonéale 15 minutes

avant l'irradiation.

%0 Samuni Y. et al. Cancer Ré&®, 405-409, 1999.

1 Foye W.O., Chatterji S. J. Pharm. 85, 811-814, 1996.

2 Mourret A., Agnius-Delord C., Rinaldi R. C.R. S8, 275, 2985-2988, 1972.
3 Mourret A., Agnius-Delord C., Rinaldi R. C.R. S8, 2751575-1578, 1972.
> Mourret A., Rinaldi R. CEA, Rapport 25, 1971.

65



Chapitre | : Introduction - Généralités

ITI.2.2.6. Les radioprotecteurs soufrés : thiols et dérivés

* les aminothiols

Depuis les travaux de Patt et de Bacq une centdénéérivés d’analogues de la
mercaptoéthylamine ont été synthétisés et testés. dements structuraux indispensables
pour I'activité ont pu étre étudiés. La présencend’ fonction basique (amine, amidine ou
guanidine) située a deux carbones de distance fimd¢dion thiol semble indispensable. En
effet, l'activité diminue considérablement au deéatrois carbones de distance. D’autre part,
la présence d’une fonction thiol libre ou d’'unedban capable d’étre convertie en thiol dans
l'organisme est indispensable pour une activiténiBgative. Ainsi, certains acides
thiosulfuriques, phosphorothioiques ont été étudi&gkylation de la fonction amine ou de la
fonction thiol semble faire perdre de l'activitéor@@ernant I'alkylation de la chaine carbonée
les effets sont variables. La présence de groupsmgmols supplémentaires diminue
I'activité radioprotectrice.

Les aminothiols les plus connus sont la cystdmeystéamine, le glutathion et le WR-
1065.

HZNCIZHCHZSH
C(O)COH HoNCH,CH,SH
Cystéine Cystéamine
C(O)OH

H NCHCH,CH,-C-HNCHCH,SH

H,NCH,CH,CH,NHCH,CH,SH
,C-NHCH,C(O)OH
o

Glutahion WR-1065

Patt en 19491], démontre l'activité de la&ystéine en injection intraveineuse ou en
ingestion chez le rat. 75 a 89 % des rats irradi8sGy survivaient avec des doses de 175 a
575 mg/kg. L’activité reste la méme que la cysté&og injectée 5 minutes ou 1 heure avant

I'irradiation.
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En 1951, Bacd28] montre que la forme décarboxylée de la cystéinecesore plus
active. A quantité équimolaire elle est environots fplus efficace que la cystéine. Chez la
souris, lacystéamineinjectée a des doses de 150 a 250 mg/kg, parintegpéritonéale,
protége 66 a 95 % des animabb, 56] La cystéamine n’est cependant pas dépourvue de
toxicité qui se manifeste par un état de choc hiorjue, deux minutes apres l'injection :
choc cardiovasculaire et hypotension, hypoproteiag¢rdiminution de la consommation
d'oxygéne et de [l'utilisation du pyruvate, inhibii temporaire de la synthése d’ADN et
d’ARN [57].

Le glutathion est un tripeptide physiologique dont la structtwerespond a I'association
d’'une molécule de cystéine et d’'une molécule decigy et d’acide glutamique. De
nombreuses études montrent son implication dandplanse des cellules aux radiati¢s8,

59, 60]

Le WR-1065 est un des métabolites avec le disulfure WR-332#8, meilleur
radioprotecteur actuellement connu, le WR-2721tudé des propriétés radioprotectrices de
ce dérivé a été réalisée par Savoye et al. en @97sur de 'ADN plasmidique soumis a
une irradiation par des neutrons. Sous anoxie, RM65 protege efficacement 'ADN par
piégeage des radicaux OBt par réparation chimique par donation d’'un hgér®e de sa
fonction thiol. Il a été montré que la liaison dUR¥WL065 a I’ADN intervenait pour beaucoup
dans la protection de ce derni@?2,63] Le WR-1065 intervient dans d’autres processus
intracellulaires tels que la synthese de ’ADN ewcycle cellulaird64, 65,66].Par ailleurs, il
posséde des propriétés anti-clastogenes diminuansi d’apparition d’'aberrations

chromosomiques radio-induitf&7].

> Hansen B., Sorbo B. Acta radiéb, 141-144, 1961.

*® Doherty D.G., Brunett W.T., Shapira R. Radiat. Re43-21, 1957.

>’ Bacq Z.M. et al. Br. J. Pharmac@4, 202-203, 1968.

%8 Bhatia A.L., Jain M. Phytomedecirt], 607-615, 2004.

%9 Biaglow J. E. et al. Drug Metab. Re20(1)1-12, 1989.

0 Kojima S., Nakayama K., Ishida H. J. Radiat. Ré&s33-39, 2004.

1 savoye C. et al. J. Chem. Ph94, 337-341, 1997.

®2Hamza A., Broch., H., Vasilescu, D. J. Mol. Stré&1, 237-247, 1999.
8 Broch H., Hamza, A., Vasilescu, D. J. Mol. Str&&8 117-132, 2001.
% Marzatico F. et al. Cancer Chemother. Pharmaé&gR), 172-176, 2000.

% Grdina D.J. et al. Mil. MedL67, 51-53, 2002.
% Santini V., Giles F.J. Haematologi@,1035-1042, 1999.
57 Schwartz J.L. et al. Radiat. Rek13, 145-154, 1988.
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Les aminothiols restent les composés les plusiétudans le domaine de la
radioprotection de part leur efficacité reconnueelpublication de Browf68] rapporte les
principaux mécanismes d’action de ces aminothid&mi ces mécanismes, la capture des
radicaux libres, le transfert d’hydrogéne et lanfation de disulfures mixtes sont les plus

connus.

* les thiosulfates

Généralement les thiosulfates sont plus efficaceslgs aminothiols correspondants
[69,70,71]et moins toxiques que les disulfures. Ces dénivésente les avantages de résister
a I'oxydation, d’avoir une solubilité aisée et Uoete réactivité avec les molécules sulfurées,
pour donner des disulfures asymétriq(iea]. Holmberg et S6rbd69] ont obtenu 73% de
survie chez des souris irradiées & dose |étalel’gmininistration de 150 mg.kgd'acide 2-
aminoéthanethiosulfoniqueen injection intrapéritonéale.

L’acide 2-aminopropanethiosulfoniquest moins actif que la cystéamine, il protege
80 % des souris irradiées a dose létale lorsquprdeuit est administré par vie intra-

péritonéale & une dose de 350 mg.kg

0 CH,
HzNCHZCst—::s—OH HZNC|3HCHZS—::S—OH
@) O
Acide 2-aminoéthanethiosulfonique Acide 2-aminopropanethiosulfonique

* Les dithiocarbamates
Un certain nombre de ces composés sont de borapraticteurs. Il semble que, pour
la structure la plus simple, MN-dialkyl est plus actif que le dérivé monoalkylé.

Le mécanisme d’action de ces composés est diffétertelui des aminothiols. Les
dithiocarbamates sont connus pour étre d'excellentglateurs de métaux. Un
dithiocarbamate cyclique, le tétrahydro-1H, 3H#adk-[4,3-c]-1,4-triazine-3-thione posséde

une bonne activitgr3].

% Brown P.E. Nature58,363-364, 1967.

% Holmberg B., Sérbo B. Natur&83 832, 1959.

O Klayman D.L., Gilmore W.F. J. Org. Chei.823-824, 1964.

" Klayman D.L., Grenan M.M., Jacobus D.P. J. Mede@.12, 510-512, 19609.
2 Klayman D.L., White J.D., Sweeney T.R. J. Org. @h29, 3737-3738, 1964.
van Bekkum D.W., Nieuwerkerk T.M. Int. J. RadiatoB 7,473, 1963.

68



Chapitre | : Introduction - Généralités

Plus récemment, le diéthyldithiocarbampté,75,76]a fait I'objet de plusieurs études

montrant qu'il s’agit d'un radioprotecteur de fabhtérét.

* Les thiazolidines

Enfin, les thiazolidines représentent une autreiesée composés soufrés
hétérocyliques. Analogues cycliques de la cystéajmeiies sont obtenues par réaction d’'un
aldéhyde ou d’'une cétone avec la cystéamine qui§teeiN-substituée. Rober{g7] a testé
de nouvelles thiazolidines issues de la condensdida L-cystéine ou de la cystéamine avec
le D-ribose et le D-glucose. Celles-ci ont montn@& bbonne protection vis-a-vis de la létalité
radio-induite. Les thiazolidines ont fait I'objee cdhombreuses études car, dans I'ensemble,
elles possédent une bonne activité radioprotectGomtrairement aux aminothiols linéaires,
elles présentent souvent un effet tres significatié délai entre I'injection et l'irradiation est
augmenté (effet prolongé).
Ceci peut s’expliquer par une libération progressie molécules de cystéamines du fait
d’'une hydrolyse lente du cycle. Elles peuvent éwasidérées comme des prodrogues des

aminothiols.

» Les radioprotecteurs phosphorés

- Le 2-aminoéthylphosphorothioate de sodium

HoNCHCH,SPQGHNa

La forme S-phosphorylée de la cystéamine est uss@nt radioprotecteur (WR 638)
de trés faible toxicité, qui donne une protectiopé&ieure a 95 %, chez la souris irradiée a
dose létald78]. Son activité est supérieure a celle de la cyst&amuand le WR-638 est
administréper oset elle est maximale lorsque I'administration poEcdirradiation de 30

minutes, chez la souris, et de 60 a 90 minutes lehe#t. Son FRD serait de 'ordre de 2.

" Fuentes J.L. et al. Mutat. Ré®2, 339-345, 1998.

“Gandhi N.M., Nair C.K.K. J. Radiat. Ret5,175-180, 2004.

"®Kent C., Blekkenhorst G. Free. Rad. Res. CohPal3 595-599, 1991.
""Roberts J.C. et al. Radiat. Relst3 203-213, 1995.

8pkerfeldt S. Acta Radiol. Ther. Phys. Bidi5, 465-469, 1963.
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- Le WR-2721

HoNCH2CHCHHNCHCHLSPQGH2

Une série de composés de formulNHCH,)nNH(CH,),.SPQH, (m=2a 6 ;n =2 ou
3) s’est révélée d'une trés haute activité (86 8 ¥ de survie)[79,80] pour une dose
d’irradiation de 10 Gy. Parmi eux, le WR-2721 (m =18 = 2) a fait 'objet de nombreux
travaux en raison de son activité radioprotecttiés élevée. Il est actuellement le meilleur

parmi les radioprotecteurs connus.

Le WR-2721 est un composé pouvant étre considaréne une prodrogue. En effet,
sous l'action d’'une enzyme membranaire, la phog@eatalcaline, il y a libération de
'aminothiol corespondant, le WR-1065. Le groupetngmosphorothioate permet une
meilleure vectorisation intracellulaire de la foraxive du radioprotecteur.

Le FRD du WR-2721 est de 2,12. Il passe a 2,4&jlo¥ le composé est injecté 20 minutes

avant l'irradiation[81].

Un des avantages du WR-2721 est son activité diitélle sur les tissus sains et les
tissus tumorauf82] : augmentant la radio-résistance des tissus siins, conféere qu’une
protection minime aux tissus tumora(®3,84,85] par suite d'une faible absorption du

composeé par les tumeyBs,87]

Ce dérivé, malgré une activité radio-protectrieenarquable, présente de nombreux
effets secondaires aux doses radio-protectridesst toutefois utilisé cliniquement. Ces effets

indésirables sont variés : baisse de la tensi@nielte, nausées, [38].

" piper J.R. et al. J. Med. Cherh2, 236-243, 1969.

8 piper J.R. et al. J. Med. Cheiy.244-253, 1969.

8. Sedimeier H, Messerschmidt O. Strahlentherdfié.(8) 572-578, 1980.

8 Rasey J.R. et al. Pharmacol. Tt8%,33-43, 1988.

8 Yuhas J. Radiat. Regi4, 621-628, 1970.

8 Yuhas J. J. Natl. Cancer InS0, 69-78, 1973.

8 Capizzi R.L. Eur. J. Cance32A, S5-S16, 1996.

8 Washburn L.C., Rafter J.J., Hayes R.L. Radiat. B&s100-105, 1976.

8 Murley J.S., Gridna, D.J. In: Radioprotectors.1998

8 Kligerman M.M. et al. Int. J. Radiat. Oncol. Biflhys.,10, 1773-1776, 1984.
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- analogues du WR-2721
D’autres dérivés phosphorés analogues du WR-2iR&té synthétisés et testés dans
le domaine de la radioprotection. Cependant, addemtre eux ne témoigne d’'une efficacité
comparable au WR-2721.

WR-3689 CHNH(CH,)sNH(CH,)>SPGH,
WR-151327 CHNH(CH,)sNH(CH2)sSPQH
WR-638 HNCH,CH,SPQH,

- les phosphorothioates dérivés de la naphtylmithghzoline et de la
naphthyléthylimidazoling89,90]

Notre groupe a développé des phosphorothioategass une activité radioprotectrice
intéressante.

La structure de ces dérivés phosphorés est largeiva

R, |c|)
|
OH

O Ny N- O N NCH,CH,NH— O N NCH,CH,CHNH-
Rl =
O R3 O R3 O R3

Avec R, =Ry =H ou CH
L’addition d’'un motif phosphorothioate aux stru@sirorganiques permet la libération
retardée ou prolongéén vivo d’'une substance organique possédant des propriétés
radioprotectrices, a savoir I'aminothiol correspantd et entraine une modification

fondamentale des propriétés chimiques ou biologigieeces produits de base.

8 Célariés B. Thése d'Université, Toulouse, 2003.
% Célariés B., Prouillac C., Amourette C., Lion Rima G. Phosphorus, Sulfur and Related Elememiréss
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Ces composés phosphorés agissent donc principalesoerme des prodrogues, le
groupement phosphorothioate n’étant la que poutoviser le composé actif au sein de
I'organisme. Cependant, il a été montré que lagmés du phosphore n’'a pas d’influence sur
la toxicité. En effet, les phosphorothioates etdedquivalents aminothiols ont sensiblement la
méme Dlso. En revanche, les prodrogues phosphorées, en caisqa avec les aminothiols
correspondants, possedent une excellente actadti@protectrice. Ces molécules présentent
vraisemblablement un bon compromis entre leur ¢aradipophile et hydrophile.

Nous avons reporté dans le tableau suivant legipaaox composés pour lesquels

nous avons déterminé un FRD.

R, (”)
|
R;CH,CHS— |P—OH
OH
DLso
R, R> irradiation FRD
(Gy)

e
N A NCHzCHchzNH_
O H 10,10+ 0,25 1,62
CHs;

e
N N~
O CHs 11,44+ 0,03 1,84

9,90+ 0,04 =1,60

O N NCH,CH,NH—
O -

CHs

Tableau 3 Détermination des FRD de phosphorothioates dérde la

naphthylméthylimidazoline et de la naphthyléthydiazioline chez la souris CD1.
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ITT.2.2.7. Les radioprotecteurs organométalliques :
métallathiazolidines, métalladithioacétals

Notre équipe, en collaboration avec le Centre dehBehes du Service de Santé des
Armées (CRSSA) montre, que les dérivés germas@éniés ou siliciés sont moins toxiques
et plus efficaces que les dérivés carbonés comelsmis[5]. Les résultats obtenus montrent
la contribution trés importante du silicium et derganium dans I'activité radioprotectrice.
Les germadithioacétals sont meilleurs radioprotestgue les germathiazolidines alors que
leur toxicité est voisine. A l'inverse, les silaholidines sont moins toxiques et leur pouvoir
radioprotecteur est supérieur a celui des silastitétals.

L’intérét de ces structures organométalliques,igyels ou non, est multiple :

- la libérationin vivo d’'une ou de plusieurs substances reconnues paus le

propriétés radioprotectrices

- une libération retardée ou prolongée des substautees
Une modification fondamentale de la structure étgitiue de ce nouveaux dérivés, par
incorporation d’'un métal peut étre a l'origine geopriétés chimiques ou biologiques
nouvelles, propres a ces composés organométalligues principaux résultats sont
représentés ci dessous :

Métallathiazolidines

Ry S Rs
\ / j/
M
Rz/ \N
H
M DL 59
R1 R2 R3 (mg.kg'l) FRD
CHs CeHs H 800 1,6
. CHs CsHs CHs 750 1,5
Si C:Hs CHs H 1000 1,4
CHs p-CH3CsH4 H 1500 14
CHs3 p-CH30-CgH,4 H 1500 1.4
CHs CeHs H 600 1,6
CHs CsHs CHs 500 1,75
Ge n- CsHyy n- CsHus H 1000 1,4
n- CsHiq n- CsHi1 CHs 700 1,4
n- C5H11 i- C5H11 CH3 800 1,45

Tableau 4: Détermination des FRD de métallathiazolidineswies de la

naphthylméthylimidazoline et de la naphthyléthydiazioline chez la souris CD1.
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Métalladithioacétals
R3

I
Ry SCHCHNH,
\ yd

M
Rz/ \SICHCI-bNHZ
Rs
DL s
M R1 R; Rs . FRD
(mg.kg™)

Si CHs CHs H 800 1,4
CH; CeHs CH;3 600 >15

n- C5H11 n- C5H11 CH3 800 1,4

Ge i- C5H11 i- C5H11 H 800 1,4
i- CsH1q i- CsH1q CHs 600 >1,6

CHs; P- CHs-CgH4 CHs; 800 1,5

Tableau 5: Détermination des FRD de métalladithioacétalswiss de la

naphthylméthylimidazoline et de la naphthyléthydiazioline chez la souris CD1.

IIT.2.3. Combinaisons de radioprotecteurs

L’idée visant a combiner plusieurs agents protastaelyant des mécanismes d’action
différents pour améliorer la protection voire dinnen la toxicité de I'un d’eux est apparue
dans les années cinquante et soixante. Dans larpldps combinaisons testées, un effet
synergigue a été montré. Par exemple, un travajlade I'étude de différentes combinaisons
de 5 composés : cystéinp;mercaptoéthylamine, aminoethylisothiouronium, giton et
sérotonine. La combinaison des 5 agents conféfeRih de 2,8 supérieur aux FRD respectifs
de chaque composé. Cette combinaison permet, de @& diminuer les doses de fla
mercaptoéthylamine et de I'aminoethylisothiouroni[gt]. Maisin et al.[44], en 1993, ont
étudié I'association de différents aminothiols (éyse, glutathion, WR-2721) avec le 16,16-
diméthyl PGE (PGE) ou la 5-hydroxytryptamine (sérotonine). Les réssl montrent, pour
la plupart des combinaisons, un effet radioprotegudus grand ; il existe un effet synergique
dans les associations WR-2721/5-hydroxytryptaminéMR-2721/PGE Pour les autres

associations, on parle plutot d’effet additif.

%1 Maisin J.R. et al. Radiat. Re85, 26-44, 1968.
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130 Waeiss ILE. etal Toxicology, Vitamine E FED=1,11chez la souns en sc 4 la dose de 100 Ul’kkg 15 min avant
189, 1-20, 2003, wrrad.
39  Vawroval Folia Biol 41, 23- E_uoagu___@ FED = 1,2 chez lasouris en ip ou sc 24 heures avant irr.
30,1995
40 Kadechman Y. etal AS101 (ammonium Favorise larestauration des cellules de la moelle et de larate chez la
Immunopharmacology, 29, trichloro{dioxoéthyléne- sours. Pas de FRD.
149-158, 1995. 0,0"tellurate)
41 Samum Y. etal Cancer Res. Complexe ZN-desferioxamune  FRD = 1,3 4 la dose de 100 pmol/kg chez lasouris en ip 30 min avant
59,405-409, 1999 irrad.
42 Foye W.O etal J. Pham. Sa.  Dérivés bis(méthylthio) et Miment I activité de la superoxyde dismutase
85,811-814, 1996 méthylthio amino
du 1-methylpyridinium- et de
I"acide 1-méthylquinolinium-2-
dithicacetique
95 Laval JDetal Eur. J Med Maphthylméthylimidazoline FRD=1,5chez lasouris a la dose de 30 mg/kg enip 15min avant
Chem. 28, 709-713, 1993, irrad
1 Patt et al. Science, 110, 213, Cystéine 75 489 % de survie chez le rat avec des doses de 1754575 mghkg a 8
1949. Gy
28 BacqZ M etal Arch Int Cystéamne 66 2495 % de surwvie chezla souris avec des doses de 150 4 250 mg/kg
Physiol LIX, 442-446, 1951 a8 Gy
60 Holmberg B. etal Nature, 183, Acide 2- 73 % de survie chez la souris 4 la dose de 150 mgkg en ip aprés
832, 1959, aminoéthanethiosulfonique uradiation a la dose 1étale
72 Sedmeier H, Messerschrdt WE.-2721 FRD =242 chez la souris 20 minutes avant irrad.
O. Strahlentherapie. 156 (8),
572-578, 1980
79 Céariés B. Thése d"Université, Phosphorothicates dérivésdela 1,60 <FRD < 1,84 chez la souris
Toulouse 2003 naphthylméthylimidazoline
79 CéHariés B. Theése d'Université, Métallahiazolidines dérivées de 140 <FRD < 1,75chez la souris
Toulouse 2003 la naphthylméthylimidazolne
79  Céariés B. Thése d"Université, Métalladithiacétals dérivées de 140 < FRD < 1,60 chez la souris

Toulouse 2003

la naphthylméthylimidazoline
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ITT.2 4. La recherche de radioprotecteurs efficaces,

quelques contraintes...

L'usage de radioprotecteurs peut avoir lieu esshement dans deux types de
circonstances preévisibles ou non : lors d’'une eitjpos accidentelle ou dans le domaine
médical (radiothérapie). Il est important d’avoimscience que les criteres auxquels doivent
répondre ces composés sont nombreux. En effetedaits nombre de données inconnues
existent lors d’'une irradiation accidentelle, qiexistent pas en radiothérapie : la dose, sa
distribution non homogene, stress, autres blessuPas conséquent, un radioprotecteur idéal
en cas d’accident devrait avoir différentes carétiques :

- présenter une activité radioprotectrice suffisamimgnande pour protéger

'organisme de la formation de dommages radio-itsdoiil pour les réparer

- étre facilement administrable, de facon répétée

- avoir le minimum d’effets secondaires

- étre efficace pour tout type d’irradiation

- avoir un effet prolongé

- étre stable chimiquement dans le temps

Pour couvrir toutes les circonstances, un radi@gteur devrait pouvoir étre
administré de fagon chronique, avant ou aprés dsitjon.

A I'heure actuelle, les principaux radioprotectkeutonnus sont injectés avant
'exposition. Certains d’entre eux ont une effitadntéressante et spécifique mais parfois

avec des effets secondaires non négligeables.

Depuis quelques années notre équipe étudie l'infleede certains groupements
organiques ou organométalliques dans I'efficaditdams la toxicité de certains composés. A
partir de motifs connus et variés, nous apportarsaimes modifications structurales afin
d’avoir le meilleur rapport efficacité/toxicité. €alerniéres années les modifications ont été
réalisées sur la naphthylméthylimidazoline, conpoer avoir un pouvoir radioprotecteur
intéressant. Dans ce travail nous rapportons lthege de nouveaux dérivés de benzothiazole
et du thiadiazole et I'étudim vitro de l'activité antioxydante et radioprotectrice ckrtains

d’entre eux. Ces deux motifs sont des hétérocywdafés.
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Le thiadiazole et certains de ses dérivés ont fa@jdiobjet d’études dans ce domaine
[92,93] Par contre, concernant le benzothiazole, auctutke éans ce domaine n’a encore été

réalisée.

Cependant, par analogie de structure avec le b&temwle, connu pour avoir une

activitéin vivo, nous avons choisi d’étudier ce m¢é#,95,96]

Dans ce travail, nous présentons au chapitre suilansynthése de nouveaux
radioprotecteurs dérives du benzothiazole et dwdithzole. Ces nouveaux dérivés
appartiennent a différentes classes ; il s’agitrmickes (-5), de thiols {1-15, d’aminothiols
(16-20, dacides thiosulfoniques 31-35 et de phosphorothioates36-37. Les
caractéristiques physico-chimiques de chaque coénpost décrites dans le chapitre Il et en

annexe concernant les données cristallographiques.

Dans un troisiéme chapitre, nous présentons legltaés de I'étudein vitro de

I'activité radioprotectrice et antioxydante ded@liénts composés synthétisés.

Enfin, nous proposons également une étude théodgueelation structure-activité
encore peu développée dans ce domaine. En efést,peu d’études visant a rationaliser
'apport de certains groupements ou certaines tstreig dans l'activité radioportectrice sont
connues. C’est pourquoi, nous avons mis a contabuies calculs théoriques de Density
Functional Theory (DFT) et de Quantitive RelatiamuSture Activity (QSAR) afin d'établir
un modele de corrélation entre les résultats emmdriaux et certaines caractéristiques

physico-chimiques des composeés synthétisés.

92 Krutovskikh G.N. et al. Pharm. Chem11(4), 484-488, 1977.
% Georgieva R. et al. J. Med. Che#b, 5797-5801, 2002.

% Vladimirov V.G. et al. Radiobiologiy®23, 616-619, 1983.

% Vladimirov V.G. et al. Radiobiologiyd4, 766-770, 1974.

% vladimirov V.G. et al. Radiobiologiya, 14, 607&11974.
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

I.INTRODUCTION

Les noyaux imidazole et benzimidazole font I'obget nombreux travaux dans le
domaine de la radioprotection chimig@¥,98] En particulier, notre équipe s’est intéressée a
I'étude des modifications structurales de la najptiéyhylimidazoline. Nous avons modifié la
structure de ce composé afin d’'augmenter I'actiratfioprotectrice et de diminuer la toxicité.
Certains de ces dérivés ont montré une activitéiophdrmacologique intéressante.
Récemment, des travaux concernant la synthése ridesi€lu benzimidazole et I'étude de
leur pouvoir radioprotecteu©99] sont rapportés. Dans cet esprit, hous avons néotsf
structures du benzothiazole et du thiadiazole. Het,eles noyaux benzimidazole et
benzothiazole ne different entre eux que par lagrée d'un atome de soufre ; en revanche,
les noyaux benzothiazoles et thiadiazoles diffesrite eux essentiellement par la présence

d’'un noyau benzénique et la présence d'un atonetEasupplémentaire.

\ \
; \

Benzimidazole Benzothiazole
H )
Imidazole 1, 3, 4-thiadiazole

Actuellement, aucune étude de I'activité radiopctritee de dérivés du benzothiazole
n'est rapportée. Quelques travaux rapportent |étdes dérivés du thiadiazole dans le
domaine de la radioprotection. En particulier, étgde de Petrova et.4lLl00] a montré une
toxicité quasi-nulle de dérivés du thiadiazole per@ant ces mémes composés possedent une
activité radioprotectrice également nulle. Une @u&tude concernant des dérivés du
thiadiazole substitués uniquement en position 25etrapporte une tres faible activité
radioprotectrice de ces derniers (pourcentage éesa 7 Gy compris entre 0 et 45 {82].

9 Caravel J.P., Luu Duc C. Il Farma@&8, 49-57, 1981.
% Mourret A., Rinaldi R. Commis. Energ. At. Ra@®s, 1971.
% Anisimova V.A. et al. Pharm. Chem.3B, 476-483, 2005.
10 petrova L.L. et al. Pharm. Chem28, 99-102, 1994.

81



Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

Lors d’études antérieures, nous avons démontrélagueodification d’'une structure
peut améliorer l'activité radioprotectrice et dimer les effets secondaires, notamment la
toxicité aigué.

Nous avons donc entrepris cette recherche afin afectibnnaliser les motifs
aminobenzothiazole et aminothiadiazole dans le tétudier I'influence de certains
groupements sur l'efficacité antioxydante et raddbgctrice. Nous allons présenter ici les
différentes synthéses de composés organiqueséeslispartir des dérivés suivants :

N N—N
R/E:[}_NH2 RZ/(S>\NH2

1

Avec R = H, CH; OCH,CH;

et R2 = SC"&CH& CH2CH3

Un récapitulatif de 'ensemble des structures alsrse trouve en annexes (p 281)

Dans le tableau 7, sont représentées les différéameilles de composés synthétisés :

Page Eamille Dérivés du Dérivés du
benzothiazole thiadiazole
101 Amides 1,2,3 4,5
105 Dérivés chlorés 6,7,8 9,10
109 Thiols 11, 12,13 14, 15
113 Aminothiols 16, 17,18 19, 20
116 Aminoalcools 21,2223 24, 25
120 Dérivés bromés 26, 27, 28 29, 30
124  Acides Thiosulfoniques 31, 32, 33 34, 35
128 Phosphorothioates 36, 37

Tableau 7: Tableau récaptulatif des différentes famillescdenposés synthétisées.
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I.1. Synthése des amides (1-5)

L’action d'une mole de chlorure d’acide, le chlaurde propyle, sur
'aminobenzothiazole et I'aminothiadiazole, dans té&rahydrofurane (THF), induit une
réaction de déshydrohalogénation conduisant aitesifarmation des dérivés attendus. Cette
déshydrohalogénation est assistée par la préseree tridthylamine en quantité

stoeechiométrique.

EtN

R=NH, + HiCH,C—C—Cl — > HaCH,C—C—HN—R + EGN, HCI
S THF &
(1-5)

Avec R =

N N—N
N\ /\
. A

1
Avec R, =H (1), CH; (2), OCH,CH; (3)
et R, = SCHCHg (4), CH,CH; (5)
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Ces composés ont été cristallisés dans le méthetnobus avons pu confirmer la

structure par une étude de diffraction des rayouisi Xomposé.

Longueurs de liaisons £) Angles (°)
S(1)-C(2) 1,733(2) N(2)-C(2)-S(1) 115,20(15)
N(2)-C(2) 1,300(3) N(2)-C(2)-N(3) 121,99(18)
N(3)-C(2) 1,380(3) C(5)-N(3)-C(2) 123,13(18)
N(3)-C(5) 1,369(3) O(1)-C(5)-N(3) 121,20(19)
0(1)-C(5) 1,221(3)

Figure 9 : Structure du N-(5-(éthylthio)-1,3,4-thiadiazolyBpropylamide 4).

Les longueurs de liaisons obtenues confirmentigsons doubles entre N(2) et C(2)
et entre C(5) et O(1). En revanche, entre les ad{2)et N(3) et entre N(3) et C(5), il s'agit
de liaisons intermédiaires entre une simple et dmgble. Pour comparaison, il existe une

liaison simple entre les atomes C(2) et S(1). laamées cristallographiques sont rassemblées

en annexe p 286.

I.2. Synthése des thiols et aminothiols (6-15)

Afin d’étudier linfluence d’'une chaine alkyle siliactivité et la toxicité de nos
composés, nous avons synthétisé deux familles ddujps qui sont des thiols et des

aminothiols.
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I.2.1. Synthése des thiols (11-15)

La synthése de ces composés a été réalisée eridpes :
- premiére étape :
L’action de Il'acide chlorhydrique sur I'amine enépence de cuivre en quantité
catalytique et de nitrite de sodium conduit a lamfation des composés chlorés
correspondantfl01]. Il s’agit d’'une réaction de Sandmeyer dont le amésme est de type

radicalaire et passe par la formation d’'un diazoniu

HCI/H,0
R— NH, » R—Cl

NaNO,, Cu (6-10)

Avec R =
N N—N
A

Avec Ry =H (6), CH; (7), OCH,CHj3 (8)

Ry
et R, = SCHCH; (9), CH,CH; (10)
- deuxieme étape :

La synthese des thiols a été réalisée dans I'éthpam action de la thiourée sur les

dérivés chlorés obtenus précédemment selon le niséraméactionnel suivaftO1] :

N (e - N |8
C
\

R—ClI + S= —_— R—S—C

N\ ©
(6-10) NH, NH,
NHy S, NH, NH,
R—S—C\\ 5 ———— R—S—C—NH, ————» R—SH+ 0=¢C
NH; OH (11-15) NH,

101 Eoroumadi A., Kiani Z., Soltani F. Il farmaco, S873-1076, 2003.
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Avec R =

N N—N
A\ t I\
R/C[S>_ ) RZ/QS)\

1
Avec R, = H (11), CHs (12), OCH,CH; (13)
et R, = SCHCH; (14), CH,CHs (15)

I.2.2. Synthése des aminothiols (16-20)

L’action de la cystéamine, en quantité staechioupédy;i dans le THF a reflux, sur les

dérivés chlorés cités précédemment, conduit auxvéraminothiolsN-substitués selon

I'équation suivante :

THF
R—Cl + H,NCH,CH,SH » R~ NHCH,CH,SH,HCI

(16-20)

N N—N
A t /\
R/©[8>_ e RZ/QS)\

1

Avec R =

Avec R, = H (16), CHs (17), OCH,CH; (18)
et R, = SCHCH; (19), CH,CHs (20)

Ces composeés présentent I'intérét d'étre des deNwvgubstitués de la cystéamine. lls

ont été obtenus sous forme de chlorhydrate afiméli@rer la solubilité de ces dérivés en

milieu aqueux en vue des tests d’activité antioxyeat radioprotectrice.
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I.3. Synthése des acides thiosulfoniques (31-35)

La stratégie de synthése adoptée a été la suivante

R—NH, ——» R— NHCH,CH,0OH, HBr — 3 R— NHCH,CH,Br, HBr

|

R— NHCH,CH,SSGH

Trois étapes sont nécessaires a I'obtention desuliates attendus. La premiéere étape
consiste en I'obtention de I'aminoalcool par actaa 'amine sur le 2-bromoéthanol. Cette
réaction ne permet pas l'alkylation de I'amine mira mais celle de I'azote endocyclique,

comme il est représenté ci-dessous avec un dégile fdmille du benzothiazole :

N

\>7NHCH2CH20H, HBr

S

N
N N (|3H2CH20H
S

\>— NH, + BrCH,CH,OH \ N Br
N\ ®

S NH,

(S

R{

Ry

Avec R = H, CHy, OCH,CHs

Pour les cing dérivés de base utilisés, lalkylatia toujours eu lieu sur l'azote
endocyclique. Ces structures ont été confirméesrgmwnance magnétique nucléaire en 2
dimensions (RMN 2D), notamment grace a la technadpilBHMBC (Heteronuclear Multiple-
Bond Connectivities). Un spectre caractéristiqueemb avec le compos# est représenté

figure 9 :
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CH,CH,0H
& B B
7 ? - @
meme e CH.
. 2 HH, NCH, CH,0H s 3
HE 3 ' T b/
..
I bu .nJ.{I-A. S S _ | W | S— _ _Iif Fpm
etk S I .
|
|
- i P - 20
|
NCH, = I L a0
Rl |
e T Sttt el | L &0
pd |
CH,0H |
| - B
|
|
I -100
n |
1| _ I o 120
| I =}
= 1 _ ____ o = _} L 140
|
I 160
—_— =
80 1.5 70 &5 &0 55 50 45 40 35 30 25  ppm

Figure 10: Spectre RMN en HMBC du (2-imino-6-méthylbenaathli 3-yl)éthanol Z2).

Ce spectre permet de confirmer sans équivoqueylalkn en position 3 et non sur
I'amine exocyclique. En effet, nous observons déckes de corrélation éd.. entre les
protons portés par le carbone aliphatique en atfghéiazote et les carbones 2 et 9. La
troisieme tache de corrélation entre ces mémesmsatt le carbone voisin correspond a
un couplag€de.n. Une alkylation sur la fonction amine exocyclicge serait traduite par
une seule tache de corrélation entre les protoriégppar le carbone en alpha de I'amine et
le carbone 2. Le carbone 9 étant trop éloigné depeetons, il ne pourrait y avoir un

couplage de typ&le.p.

88



Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

Ces résultats sont en accord avec une étude de risuiveova[102] rapportant la
réactivité du 2-aminobenzothiazole avec les dérhalegénés. Ce travail montre qu'il se
forme un mélange de plusieurs produits lorsqu’dlisatle 3-bromo-propan-1-ol selon les
conditions de réactions. Les proportions de chatentre eux varient en fonction des
conditions de réaction. Le produit | reste majaéta le produit 1l résulte de la

déshydratation du 3-bromo-propan-1-ol.

CH,CH,OH
N N
\>—NH2 + BICH,CH,CH,OH ——> >:NH
S S
OH OH !
CH, CHy
CH, CH,

| |
N ® N
+ >: N =< + Br(CH,)30(CHyp)3Br
S S
Il

Quelque soient nos dérivés de base, nous n‘avomsigaobtenu ce type de mélange.
L’alkylation sur l'azote endocyclique résulte vesblablement de l'existence de deux
formes tautomeéres pour I'ensemble des composésasie ¢t d’'une basicité plus grande de

I'azote intracyclique

N\ NH
>7NH2 - >:NH
R S R S

192" Ambartsumova R.F. Chemistry of Heterocyclic Compis)5, 860-865, 1999.
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Nous avons poursuivi la synthese en vue l@dtention des bromhydrates
correspondants. Ces derniers ont été obtenus patioh du bromure de thionyle sur

I'aminoalcool obtenu précédemment
SOBy,
R—CH,CH,OH, HBr ———— R—CH,CH,Br, HBr
(26-30)

Avec R =

|

l|\l N—N
A

g R s NH

Avec R, = H (26), CH; (27), OCH,CH; (28)

et R, = SCHCH; (29), CH,CHj (30)

Nous avons confirmé la structure d’'un de ces dérpa¥ une étude de diffraction des
rayons X. Cette technigue nous a également pereni®dfier la position de la chaine alkyle.
Figure 11 est représenté la structure du dég8éles données cristallographiques sont

rassemblées en annexe p 287
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H
c5 .ﬁ,- = f

Q Nz
i Cé é Cl ’
A A

Lo o o3 @ Bz
Longueurs de liaisons 4) Angles (°)
N(1)-C(1) 1,342(3) N(2)-C(1)-N(1 125,2(3)
N(1)-C(3) 1,416(3) C(3)-N(1)-C(10) 123,9(2)
N(1)-C(10) 1,469(3)
N(2)-C(1) 1,310(4)

Figure 11: Structure

du (2-imino-6-éthoxybenzothiazol-ZE¢ianol £8).

Les liaisons C(1)-N(1) et C(1)-N(2) ont un fort @etere de double liaison de par leur

distance inter atomique. Ceci témoigne de I'existed’'une délocalisation du doublet entre

les deux atomes d’azote N(1) et N(2) et par coresdtgia présence d’'une fonction imine. Par

la suite, pour simplifier, nous représenterons dargcomposés de la fagon suivante :

H3CH,C

CH2CHzBr

N

>:NH, HBr

S
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

Enfin, la troisieme étape consiste en I'obtentien dcides thiosulfoniques par action du
thiosulfate de sodium sur les bromhydrates précéummcités dans un mélange eau/éthanol

(1/5). Les dérivés obtenus ont été cristallisésiiémslans I'éthanol.

(@]
eau/éthanol
R—CH,CH,Br, HBr + N3S,03 > R—CHZCHZS—E—OH
(26-30) (31-35) O

Avec R =
|

|
N N—N
R/©[5>: e '?2/48)§ NH

1
Avec R, = H (31), CH; (32), OCH,CH; (33)

et R, = SCHCH; (34), CH,CH; (35)

Les structures des dérivés du thiadiazNlksubstitués ont pu étre confirmées par

diffraction des rayons X, confirmant I'alkylatiore #azote intracyclique.
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

Les données cristallographiques des compd®€8% sont rassemblées en annexe p

288-289.

Figure 12: Structure de I'acide S-2-(2-imino-5-éthylthid®}4-thiadiazol-3-yl)éthyl

Longueurs de liaisons 4) Angles (°)
N(1)-N(2) 1,385(3) C(2)-N(2)-C(5) 126,6(2)
N(2)-C(2) 1,327(3) N(3)-C(2)-N(2) 125,3(2)
N(2)-C(5) 1,464(3) N(2)-C(2)-S(1) 109,9(2
N(3)-C(2) 1,312(3) N(2)-C(5)-C(6) 111,4(2)
S(3)-S(4)| 2,0897(10) | C(5)-C(6)-S(8) 1141
S(4)-01 1,432(2)

S(4)-02 1,449(2)

S(4)-03 1,451(2)

sulfonique 34).

93

2)




Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

N2
c4 ’
: / ~-
= i e M3
C2 /4 a \
P t
Longueurs de liaisons £) angles (°)

N(1)-N(2) | 1.376(8) | C(1)-N(1)-C(5) 125.7(6)
N(1)-C(1) | 1.318(9) | N(3)-C(1)-N(1) 126.6(6)
N(1)-C(5) | 1.464(8) | N(1)-C(1)-S(I) 110.2(5
C(1)-N(3) | 1.307(9) | N(1)-C(5)-C(6) 113.4(6)
S(2-S(3) | 2.087(3) | C(5)-C(6)-S(2) 113.8(%
S(3)-01 1.447(5)
S(3)-02 1.407(6)
S(3)-03 1.456(5)

N—r

Figure 13: Structure de I'acide S-2-(2-imino-5-éthyl-1,3Madiazol-3-yl)éthyl sulfonique
(39).

Comme pour les dérivés du benzothiazole, les Iasigt(1)-N(1) et C(1)-N(3) ont un
fort caractere de double liaison de par leur dgamter atomique. Ceci témoigne de
I'existence d’'une délocalisation du doublet enée deux atomes d’'azote N(1) et N(3) et par

conséquent la présence d’'une fonction imine. Denéene fagon, nous représenterons ces
dérivés de la facon suivante :

CH,CH,SSQH CH,CH,SSQH
/ /
—N N—N
s/& >§NH, HBr /k \ﬁ\NH, HBr
H3CH2C S H3CH2C S
(34 (39
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

I.4. Synthése des phosphorothioates (36,37)

Les phosphorohioates ont été obtenus par réactighiophosphate de lithium sur les
bromohydrates du benzothiazole et du thiadia2dsubstitués Z6-3Q dans un mélange
eau/diméthylformamide (DMF) a température ambiahféyvolution de la réaction a été
suivie en RMN du phosphore. L'utilisation du thigsphate de lithium au lieu de
thiophosphate de sodium a permis d’isoler plusldawnt et en plus grande quantité les

dérivés phosphorés attendi&et 37.

OH
H,O/DMF |

R—CH,CH,Br, HBr + Li,SPQ, ———— R—CHZCst—ﬁ—OH
(36-3) O

Avec R =

/N—'N
Rl/kS/K NH
R, = SCHCH; (36), CH,CH; (37)

Seuls les phosphorothioates de la famille du thisale 86-37) ont pu étre obtenus de
cette fagcon. Concernant les dérivés de la famillebdnzothiazole, le suivi en RMN du
phosphore de la réaction témoigne de la formatiopltbsphorothioate attendu ainsi que de

celle de l'intermédiaire réactionnel et d’'un autcenposé.
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3918
145,58
0,40

]
ll

CHoCHz—S-F-0OH
|

N}f aOH
: @:
CHaCHz=0-F-OH «
N,f‘ HH \
pe
b1

B0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 -4 -10 Pl

Figure 14: Spectre RMN 31P d’'un phosphorothioate dérivéenzothiazole.

Les déplacements chimiques de 39,18 et de 15,58 ggmh caractéristiques des
deérivés O-alkylphosphorothioate et S-alkylphosptiooate[103]. La réaction évolue ensuite
vers la disparition de ces deux composés. En effeRMN du phosphore, nous observons un
seul pic & 0,40 ppm correspondant & une formecliguye chargée positivement et ayant pour
contre ion, un thiophosphate. Ce composé a ét&téaise par une étude de diffraction des

rayons X et confirmé par spectrométrie de masse.

103 Meade T.J., lyengar R., Frey P.A. J. Org. Ch881936-940, 1985,

96



Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

O

D&Xf o ™ -
“
0

' N e

N A

o« <

e 7%
<

Figure 15: Structure du dérive tricyclique.

Pour ce composeé, nous n‘avons pas pu détermingral@snetres cristallographiques
(la taille du cristal étant trop petite).
Le chauffage du milieu réactionnel entraine uneluéan plus rapide vers la

formation de ce dérivé.

D’autres voies de synthése ont été envisagées tvésgirotéger les groupements

oXxygénés, ne laissant disponible que I'atome déresolia premiére voie de synthése est la

suivante :
(H5C)3Si—O ﬁ o -
e H,C)5Si—O
\ 3“3
/P—H + 1S + (GHg)sN ——— \P\/? (CzH5)3NH@
(H5C)3Si—O oS0 S
Ql@m@x@
0 . o)
HO\” n-BuyNF (Hsc)gsl—o\”
P—SR -—m— B_sR
HO/ (H3C)3Si—O

Voie de synthése N°1
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

Cette synthese passe par I'obtention d’'un S-alkgp-O
bis[trimethylsilyllphosphorothioate a partir d’'unels de triéthylammonium O,O-
bis[trimethylsilyllphosphorothioate. Ce dernier edttenu par réaction du bis-triméthyilsilyl
phosphite avec du soufre élémentaire en présenteétleylamine dans le toluene. Le bis-
triméthylsilyl phosphite est lui méme obtenu pacatéon de I'acide orthophophorique avec du
chlorure de triméthylsilane. Nous avons pu obtdeirsel de triéthylammonium O,O-
bis[trimethylsilyllphosphorothioate mais la réactide ce dernier avec nos dérivés bromés n’a

pas conduit au dérivé phosphoré attendu.

La deuxieme voie de synthese consiste en la réactio O,O,O-trimethyl
phosphorothioate avec un dérivé halogéné en préssmtriéthylamine. Le O,0,0O-trimethyl
phosphorothioate est obtenu par réaction du mékhi@node sodium sur du
trichlorothiophosphate. Cette deuxieme voie ne naugsas permis d’obtenir le composé
attendu. L’inconvénient de cette méthode est lotiv@ d’'un dérivé dont les fonctions

alcools restent protégeées.

S S 0]

I | RX  peoll

P P — P—SR
3

Cl OCH;,

Voie de synthese N°2
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I.5. Conclusion

En conclusion, il semble que d’'une maniere géngrkleréactivité du noyau
thiadiazole est meilleure que celle du benzoth@z@ette meilleure réactivité se traduit
notamment par des rendements plus importants.

Les résultats obtenus montrent que I'alkylatiorcde composés est plus favorable en
position 3 que sur 'amine exocyclique. Dans le datfavoriser la fixation d’'une chaine
alkyle sur cette derniere, afin d’obtenir par exnies phosphorothioates correspondants aux

aminothiols16-2Q nous pouvons envisager une voie de synthésestjla suivante :

R
'I' 1) base |2
R—NH, —— R—N—C—R; —» R—N—C—R; —» R—NH—R,
I 2) R-X I
O O

Par ailleurs, la synthése des phosphorothioategesmondants aux thiolkl-15 peut
étre envisagée. Pour cela, la voie de synthesegpéepest la suivante avec par exemple le

motif benzothiazole :

N N N
\ NaNG, \ LisSPG \
NH, —— Br ———» SPQH,
KBr H,O/DMF
S R S S

Avec R = H, CH OCH,CH;

Les premiers résultats montrent la faisabilité algpdemiere étape qui consiste en la
substitution de la fonction amine par un atome enie, meilleur nucléofuge que le chlore.
Concernant la deuxieme étape, nous avons pu negttéyidence, en RMN du phosphore, la

formation dans le milieu réactionnel du composéritti.

Enfin, il semble que I'obtention des phosphorottesaa partir des bromhydrat2é-
28 reste délicate vraisemblablement par la présenda fimction imine en position 2. Il est
envisageable de penser que I'absence de cettedomut la fixation d’'une chaine alkyle plus

longue permettrait d'obtenir des dérivés phosphorés
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L’élimination de la fonction amine peut étre rééésen milieu acide, en présence de nitrite de
sodium et d’acide hypophosphoreux. En effet, laigemnent diazonium formé en présence de
nitrite de sodium peut étre remplacé par un atotmgddogene en utilisant un agent réducteur

tel que I'acide hypophosphoreux.

N N N
\ NaNG, \\ . H3PO, N \
) R/CES/ . R/C[)

Avec R =H, CH OCH,CHg

II. TECHNIQUES EXPERIMENTALES

IT.1. Solvants et réactifs

Certains des composeés décrits ou des reactifs@gikont sensibles a I'hydrolyse et
nécessitent de travailler sous atmospheére ineatgah a I'aide d'une rampe a vide.

Les solvants devant étre rigoureusement anhydres dartaines réactions sont
distillés sur le desséchant approprié.

Les amines commerciales sont distillées sur de deasge anhydre avant d'étre
utilisées.

IT.2. Enregistrement des spectres et mesures physico-

chimiques

Les spectres de résonance magnétique nucléaire JRMNroton ont été réalisés
sur un spectrométre AC200 BRUKER et sur un Avan@@ BRUKER, a la fréquence de
200,13 MHZ et de 300,13 MHz. Les déplacements aiiies sont exprimés en ppm, en
prenant le tétraméthylsilane (TMS) comme référence.

La multiplicité des signaux est désignée par iry(det) ; d (doublet) ; dd (doublet
dédoublé) ; t (triplet) ; q (quadruplet) ; qt (quiplet) ; m (multiplet).
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Les spectres de résonance magnétique nucléairarbore ont été réalisés sur un
spectrométre Avance 300 BRUKER, a la fréquence 8gl67r MHz, en J-Mod. Les
déplacements chimiques sont exprimés en ppm, araptde TMS comme référence. La
résolution de certaines structures a été réaliaé&®RpMN 2D (Cosy, HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Correlation) et HMBC (Heteronuclgatiple-Bond Connectivities)).

Les spectres de résonance magnétique nucléairdqasppore ont été réalisés sur
un spectromeétre Avance 300 BRUKER, a la fréquerecé2l,49 MHz. Les déplacements

chimiques sont exprimés en ppm, en prenant I'acrtteophosphorique comme référence.

Les spectres d'absorption infrarouge ont été est&g avec un spectrophotomeétre
PERKIN ELMER IRFT 1760 entre des lames de KBr.

Les spectres de masse ont été effectués a I'aide gfectrometre Nermag R10-10H
pour I'impact électronique, d’'un spectrométre typieap et API365 pour I'électrospray et la

technique dite Fast Atom Bombardment (FAB) (Applgdsystems).

Les analyses élémentaires ont été réalisées pabdgatoire de microanalyse de
I'Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Toulouse.

Les points de fusion ont étés mesurés en tubelaapil a I'aide d'un appareil
digital, ELECTROTHERMAL.

IT.3. Partie expérimentale

Les synthéses et les caractérisations de I'ensembleddegés obtenus sont décrites ci-
dessous.

IT.3.1. Syntheése des amides (1-5)

IT.3.1.1. Synthese du N-benzothiazol-2-yl-propylamide (1)

N

\>— NH(CO)CH,CH,

S
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A une solution de 2-aminobenzothiazole (1,54 ¢,280mmol) et de triéthylamine
fraichement distillée (2,02 g, 20,00 mmol) dansndl0de THF anhydre sont ajoutés 1,85 g
(20,00 mmol) de chlorure de propyle en solutionsd2d ml de THF. Le mélange réactionnel
est agité pendant trois heures a température atelpais il est concentré sous vide. Le résidu
visqueux est repris par 60 ml d'un mélange eauteXd/1). Le précipité obtenu est filtré. La
recristallisation dans le méthanol conduit a 0,73,§ mmol ; Rdt : 36 %) du compo$é

RMN *H (300,13 MHz, DMSQ &, ppm) : 1,12 (t, 3H, CHCHs, 3J4.4 = 9,00 Hz ), 2,50 (q,
2H, CH,CHs 334y = 9,00 Hz), 7,27 - 7,98 (M, 4H¢B,), 12,29 (s, 1H, NH).

RMN **C (75,46 MHz, DMSO 3, ppm) : 9,42 (CHCHs), 28,93 (G,CHs), 120,90 (G-
aryl), 122,13 (G-aryl), 123,87 (Garyl), 126,51 (G-aryl), 131,90 (G-aryl), 149,04 (G-aryl),
158,44 (G-aryl), 173,47 (C=0).

Spectre de massem/z = 206 [M-56]

Analyse élémentaire (GoH10N.OS) : Calc. % : C, 58,23 ; H, 4,89 ; N, 13,58. Exp.% ; C
57,47 ; H, 4,64 ; N, 13,29.

Point de fusion:198-190 °C.

IT.3.1.2. N-(6-méthylbenzothiazol-2-yl)propylamide (2)

N

\>7 NH(CO)CH,CH,

HC S

A une solution de 2-amino-6-méthylbenzothiazol@Tlg, 10,84 mmol) et de triéthylamine
fraichement distillée (2,02 g, 20,00 mmol) dansnd0de THF anhydre sont ajoutés 1,85 g
(20,00 mmol) de chlorure de propyle en solutionsd2®d ml de THF. Le mélange réactionnel
est agité pendant trois heures a température atelpars il est concentré sous vide. Le résidu
visqueux est repris par 60 ml d'un mélange eauteXd/1). Le précipité obtenu est filtré. La
recristallisation dans le méthanol conduit a 1,15,83 mmol ; Rdt : 52 %) du compaoaé

RMN H (300,13 MHz, DMSQ 8, ppm) : 1,11 (t, 3H, CHCHs, *J4.4 = 9,00 Hz), 2,40 (s,
3H, CH), 2,45 (q, 2H, ChCHs, %3y = 9,00 Hz), 7,22 - 7,74 (m, 3H85), 12,21 (s, 1H,
NH).

102



Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

RMN '°C (75,46 MHz, DMSOQ &, ppm) : 9,46 (CHCHSs), 21,45 (CH), 28,90 (G,CHs),
120,55 (G-aryl), 121,74 (Garyl), 127,82 (Garyl), 132,05 (Garyl), 133,30 (G-aryl),
147,01 (G-aryl), 157,57 (G-aryl), 173,32 (C=0).

Spectre de massem/z = 220 [M-56]

Analyse élémentaire (G;H12N20S) : Calc. % : C, 59,97 ; H, 5,49 ; N, 12,72. Exp. B,:
59,59 ; H, 5,15 ; N, 12,56.

Point de fusion :221-222 °C.

IT.3.1.3. N-(6-éthoxybenzothiazol-2-yl)propylamide (3)

N

\>7 NH(CO)CH,CHg

HoCH,C S

A une solution de 2-amino-6-éthoxybenzothiazol®X1lg, 9,84 mmol) et de triéthylamine
fraichement distillée (2,02 g, 20,00 mmol) dansndl0de THF anhydre sont ajoutés 1,85 g
(20,00 mmol) de chlorure de propyle en solutionsd2d ml de THF. Le mélange réactionnel
est agité pendant trois heures a température atelpars il est concentré sous vide.

Le résidu visqueux est repris par 60 ml d'un métaegu/hexane (1/1). Le précipité obtenu
est filtré. La recristallisation dans le méthanohduit a 1,32 g (5,28 mmol ; Rdt : 53 %) du
COmMposE.

RMN *H (300,13 MHz, DMSQ &, ppm) : 1,11 (t, 3H, -(CO)ChCHs, %3y = 9,00 Hz), 1,34
(t, 3H, -O-CHCHs, %344 = 9,00 Hz), 2,45 (q, 2H,-(CO)GBHs, *J4.u = 9,00 Hz), 4,06 (q,
2H, -O-CHCHs, 3344 = 9,00 Hz), 6,98-7,61 (m, 3H¢B3), 12,14 (s, 1H, NH)

RMN **C (75,46 MHz, DMSQ &, ppm) : 9,47 (-(CO)CHCHs), 15,18 (-O-CHCHs), 28,85
(-(CO)CH,CHg), 64,05 (-O-G,CH3), 105,82 (G-aryl), 115,62 (Garyl), 121,47 (Garyl),
133,18 (G-aryl), 143,05 (G-aryl), 155,74 (G-aryl), 156,40 (G-aryl), 173,15 (C=0).

Spectre de massem/z = 250 [M-56]

Analyse élémentaire (GH14N20,S) : Calc. %: C, 57,58 ; H, 5,64 ; N, 11,19. Exp. %: C,
57,31;H,5,16 ; N, 11,07.

Point de fusion :206-208 °C.
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IT.3.1.4. N-(5-(éthylthio)-1,3,4-thiadiazol-2-yl)propylamide (4)

N—N

5/4 >\
H4CH,C NH(CO)CH,CHs

S

A une solution de 2-amino-5-éthylthio-1,3,4-theble (1,63 g, 10,12 mmol) et de
triethylamine fraichement distillée (2,02 g, 20,@ol) dans 40 ml de THF anhydre sont
ajoutés1,85 g (20,00 mmol) de chlorure de propyle entsmiudans 20 ml de THF. Le
mélange réactionnel est agité pendant trois heutesi\pérature ambiante puis il est concentré
sous vide. Le résidu visqueux jaunatre est re@ip ml d'un mélange eau/hexane (1/1). Le
précipité obtenu est filtré. La recristallisatioand le méthanol conduit a 2,11 g (9,7 mmol ;
Rdt : 96 %) du composé

RMN *H (300,13 MHz, DMSQ 3, ppm) : 1,09 (t, 3H, -(CO)CkCHs, *Jv.1 = 9,00 Hz), 1,33

(t, 3H, -SCHCHs, *J..h = 9,00 Hz), 2,47 (g, 2H, -SGBHs, %34.4 = 9,00 Hz), 3,21 (q, 2H, -
(CO)CH,CHs *Ji.i = 9,00 Hz), 12,53 (s, 1H, NH).

RMN *3C (75,46 MHz, DMSQ &, ppm) : 9,42 (-(CO)CHCHa), 15,22 (-SCHCHs), 28,52
((-(CO)CHCHs), 28,57 (-SEI,CHg), 158,76 (G-aryl), 159,08 (G-aryl), 172,79 (G-alkyl).
Spectre de massem/z = 217 [M-56]

Analyse élémentaire (GH11N30S,) : Calc. %: C, 38,69 ; H, 5,10 ; N, 19,34. Exp. %,: C
38,70 ; H,4,91; N, 19,16.

Point de fusion :163-165 °C.

IT.3.1.5. N-(5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)propylamide (5)

N—N

H3CHZC/Q s)\ NH(CO)CH,CH;

A une solution de 2-amino-5-éthyl-1,3,4-thiadiaz(,31 g, 10,83 mmol) et de triethylamine
fraichement distillée (2,02 g, 20,00 mmol) dansndl0de THF anhydre sont ajoutés 1,85 g
(20,00 mmol) de chlorure de propyle en solutionsd2d ml de THF.
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Le mélange réactionnel est agité pendant troisdsear température ambiante puis il est
concentré sous vide. Le résidu visqueux jaunatteregsris par 60 ml d’'un mélange
eau/hexane (1/1).

Le précipité obtenu est filtré. La recristallisatidans le méthanol conduit a 1,78 g (9,6
mmol ; Rdt : 96 %) du compo&é

RMN *H (300,13 MHz, DMSQ &, ppm) : 1,09 (t, 3H, (-(CO)ChKCHsz, *J4.v= 9,00 Hz), 1,29

(t, 3H, CHCHy, 334.n = 9,00 Hz), 2,47 (q, C¥CH,, 3Jun = 9,00 Hz), 2,97 (g, -(CO)CIEHs,
2H, 3344 = 9,00 Hz), 12,31 (s, 1H, NH).

RMN *3C (75,46 MHz, DMSQ 8, ppm) : 9,53 (-(CO)CHCHz), 14,29 (GHsCH,), 23,10 (-
(CO)CH,CHg), 28,66 (CHCH,), 158,59(G-aryl), 165,64 (G-aryl), 172,54 (C=0).

Spectre de massem/z = 185 [M-56]

Analyse élémentaire (GH1;N30S) : Calc. %: C, 45,39 ; H, 5,99 ; N, 22,68. Exp. % : C
45,10 ; H, 5,48 ; N, 22,32.

Point de fusion :224-226 °C.

IT.3.2. Syntheése des dérivés chlorés (6-10)

IT.3.2.1. 2-chlorobenzothiazole (6)

N

H—

S

A un mélange d’acide chlorhydrique/eau (105 ml/4bethde cuivre métal (1,70 g) est ajouté,
par petites fractions a 0°C et sous agitation, éange de nitrite de sodium (6,83 g, 98,98
mmol) et de 2-aminobenzothiazole (5,00 g, 33,33 Hhnhéagitation est maintenue pendant
deux heures a température ambiante puis chauff@ 2C5jusqu’a la fin du dégagement
gazeux. Le mélange réactionnel obtenu de coulete est extrait au chloroforme (3 x 200
ml). Les phases organiques sont regroupées etslaaeec une solution diluée d’acide
sulfurique (100 ml & 10 %). La phase organiqueeesuite séchée sur sulfate de sodium.
Apres filtration, la concentration du filtrat sopsession réduite conduit a un résidu rouge

visqueux correspondant a 5,15 g du com@o&9,47 mmol ; Rdt : 94 %).
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RMN *H (200,13 MHz, CDC}, 8, ppm) : 7,34 - 7,95 (m, 4H, §.).

RMN *3C (75,46 MHz, CDC}, 8, ppm) : 121,84 (G-aryl), 123,55 (Garyl), 126,50 (G
aryl), 127,42 (G-aryl), 150,71 (G-aryl), 153,56 (G-aryl), 172,85 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 169 [M]"

Analyse élémentaire (GH4CINS) : Calc.% : C, 49,56 ; H, 2,38 ; N, 8,26. Exp.% 48,08 ;
H, 2,11 ; N, 9,01.

IT.3.2.2. 2-chloro-6-méthylbenzothiazole (7)

H—a

A un mélange d’acide chlorhydrique/eau (100 ml/4pehde cuivre métal (1,60 g) est ajouté,

HsC

par petites fractions, a 0°C et sous agitationméhange de nitrite de sodium (6,30 g, 91,30
mmol) et de 2-amino-6-méthylbenzothiazole (5,08@48 mmol).

L’agitation est maintenue pendant deux heures gpdesture ambiante puis chauffé a 50°C
jusqu'a la fin du dégagement gazeux. Le mélangetickmel obtenu de couleur verte est
extrait au chloroforme (3 x 200 ml). Les phasesnigues sont regroupées et lavées avec une
solution diluée d’acide sulfurique (100 ml a 10 %g. phase organique de couleur orange est
ensuite séchée une nuit sur sulfate de sodium.spn@tion, la concentration du filtrat sous
pression réduite conduit a un solide orange coordgnt a 3,73 g du compo3é(20,38
mmol ; Rdt : 53 %).

RMN *H (200,13 MHz, CDCk &, ppm) : 2,32 (s, 3H, Ch), 7,01 - 7,81 (m, 3H, &is).

RMN **C (75,46 MHz, CDC}, 8, ppm) : 21,53 (CH), 120,82 (G-aryl), 122,34 (G-aryl),
128,19 (G-aryl), 136,02 (Garyl), 149,03 (G-aryl), 152,04 (Garyl), 172,04 (Garyl).
Spectre de massem/z = 184 [M+1]

Analyse élémentaire (GH¢CINS): Calc.% : C, 52,32 ; H, 3,29 ; N, 7,63. Exp.% 52,04 ;

H, 3,34 ; N, 7,58.

Point de fusion :50-52 °C.
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

IT.3.2.3. 2-chloro-6-éthoxybenzothiazole (8)

N

H—c

HyCH,CO S

A un mélange d’acide chlorhydrique/eau (160 ml/@pehde cuivre métal (2,6 g) est ajouté,
par petites fractions, a 0°C et sous agitationmnéfange de nitrite de sodium (10,60 g 153,62
mmol) et de 2-amino-6-éthoxybenzothiazole (10,081g5 mmol). L’agitation est maintenue
pendant deux heures a température ambiante puigffeha 50°C jusqu’'a la fin du
dégagement gazeux. Le mélange obtenu de couletgr e@glr extrait au chloroforme (3 x 200
ml). Les phases organiques sont regroupées etslaa¢ec une solution diluée d’acide
sulfurique (100 ml & 10 %). La phase organique eoegt ensuite séchée sur sulfate de
sodium. Apres filtration, la concentration du fitrsous pression réduite conduit a un solide
correspondant a 6,99 g du comp8g82,66 mmol ; Rdt : 64 %).

RMN *H (200,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,35 (t, 3H, CH, *J44 = 7,00 Hz), 4,07 (q, 2H,
OCH,, 3J.h = 7,00 Hz), 7,09 - 7,85 (m, 3H45).

RMN *C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 15,00 (CH), 64,23 (CH), 106,05 (G-aryl),
116,78 (G-aryl), 123,43 (Garyl), 137,57 (G-aryl), 145,04 (Garyl), 149,73 (Garyl),
157,37 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 214 [M+1]

Analyse élémentaire (gHgCINOS) : Calc.% : C, 50,59 ; H, 3,77 ; N, 6,55. Exp.% 48,17

;' H, 3,76 ; N, 6,80.

Point de fusion :54-56 °C.

IT.3.2.4. 2-chloro-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazole (9)

N—N

H3CH2CS/< >\CI

S
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

A un mélange d’acide chlorhydrique/eau (200 ml/8pehde cuivre métal (3,20 g) est ajouté,
par petites fractions, a 0°C et sous agitationrnélange de nitrite de sodium (12,80 g, 185,55
mmol) et de 2-amino-5-éthylthio-1,3,4-thiadiaz¢i®,00 g, 62,11 mmol). L’agitation est
maintenue pendant deux heures a température amipaist chauffé a 50°C jusqu’a la fin du
dégagement gazeux. Le mélange obtenu de couletgr @str extrait au chloroforme (3 x 50
ml). Les phases organiques sont regroupées etslaaeéec une solution diluée d’acide
sulfurique (100 ml & 10 %). La phase organiqueeastiite séchée sur du sulfate de sodium.
Apres filtration, la concentration du filtrat sopsession réduite conduit & un résidu huileux
rouge épais correspondant a 7,60 g du com@@4&,98 mmol ; Rdt : 67 %).

RMN *H (200,13 MHz, CDC} 8, ppm) : 1,37 (t, 3H, CH, *J..s = 7,60 Hz), 3,24 (q, 2H,
CHy, %Ju.n = 7,60 Hz).

RMN **C (75,46 MHz, CDCk &, ppm) : 14,44 (CH), 28,38 (CH), 152,55 (G-aryl), 168,15
(Cs-aryl).

Spectre de massem/z = 181 [M+1]

Analyse élémentaire (GHsCIN,S,) : Calc.% : C, 26,59 ; H, 2,79 ; N, 15,50. Exp.% : C,
26,44 ; H, 2,57 ; N, 16,61.

IT.3.25. 2-chloro-5-éthyl-1,3,4-thiadiazole (10)

N—N

HoCH 0/4 >\CI

A un mélange d’acide chlorhydrique/eau (50 ml/2) etlde cuivre métal (0,80 g) est ajouté,
par petites fractions, a 0°C et sous agitationméiange de nitrite de sodium (3,20 g 46,37
mmol) et de 2-amino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazole (2g0@5,50 mmol).

L’agitation est maintenue pendant deux heures g@pdesture ambiante puis chauffé a 50°C
jusqu’a la fin du dégagement gazeux. Le mélangembide couleur verte est extrait au
chloroforme (3 x 50 ml). Les phases organiques segitoupées et lavée par une solution
diluée d’acide sulfurique (100 ml a 10 %). La phasganique est ensuite séchée sur du
sulfate de sodium. Apreés filtration, la concentratdu filtrat sous pression réduite conduit &
un résidu huileux rouge épais correspondant a 48 gomposd0 (12,08 mmol ; Rdt : 79
%).
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

RMN H (300,13 MHz, CDCk, &, ppm) : 1,31 (t, 3H, CH, 3}.n = 6,00 Hz), 3,00 (g, 2H,
CHy, %Ju.n = 6,00 Hz).

RMN C (75,46 MHz, CDC}, 8, ppm) : 14,32 (CH), 24,35 (CH), 153,85 (G-aryl), 175,05
(Cs-aryl).

Spectre de massem/z = 149 [M+1]

Analyse élémentaire (GHsCIN,S) : Calc. % : C, 32,33 ; H, 3,39 ; N, 18.85. Exp.% : C,
33,01 ; H, 3,11 ; N, 18,45.

IT.3.3. Synthése des thiols (11-15)

IT.3.3.1. Benzothiazole-2-thiol (11)

N

\>—SH

S

A une solution de 2-chlorobenzothiazdg2,50 g, 14,79 mmol) dans 36 ml d'éthanol est
ajoutée de la thiourée (3,03 g, 47,33 mmol). Leamg¢ réactionnel est chauffé a reflux
pendant trois heures puis est ensuite refroidi dandain de glace. Une solution d’acide
chlorhydrique diluée (50 ml a 5 %) est ajoutée smitation. Le mélange est filtré et la phase
agueuse est extraite au chloroforme (2 x 100 ml).

La phase organique est séchée sur sulfate de sodipras filtration et concentration du
filtrat sous pression réduite, le solide obtenuresristallisé dans I'éthanol pour conduire a
0,70 g du dérivd1 (4,19 mmol ; Rdt: 28 %).

RMN *H (300,13 MHz, DMSQ 8, ppm) : 3,49 (s, 1H, SH), 7,15 - 7,48 (m, 4HHG).

RMN *C (75,46 MHz, DMSO,8, ppm) : 112,35 (G-aryl), 121,37 (Garyl), 124,70 (G
aryl), 127,23 (G-aryl), 130,02 (G-aryl), 140,33 (G-aryl), 190,92 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 167 [M]".

IL.R. (cm™) : vsy = 2664.

Analyse élémentaire (GHsNS,) : Calc.%: C, 50,27; H, 3,01; N, 8,37. Exp.%: C, 50,H,
2,82; N, 8,86.

Point de fusion :170-172 °C.
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

IT.3.3.2. 6-méthylbenzothiazole-2-thiol (12)

s

HaC S

A une solution de 2-chloro-6-méthylbenzothiazdle(2,00 g, 10,87 mmol) dans 60 ml
d’éthanol est ajoutée de la thiourée (2,50 g, 3mnidl). Le mélange réactionnel est chauffé
a reflux pendant trois heures est ensuite refrdétis un bain de glace. Une solution diluée
d’acide chlorhydrique (50 ml a 5 %) est ajoutéassagitation. Le mélange est filtré et la
phase aqueuse est extraite au chloroforme (2 xr00

La phase organique est séchée sur sulfate de sodipras filtration et concentration du
filtrat sous pression réduite, le solide obtenurestistallisé dans I'éthanol pour conduire a
1,72 g du dérivd2 (9,45 mmol ; Rd : 87 %) .

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 2,33 (s, 3H, Ch), 3,59 (s, 1H, SH), 7,16 - 8,05
(m, 3H, GHa).

RMN '3C (75,46 MHz, DMSO, 5, ppm) : 21,19 (CH), 112,68 (G-aryl), 123,74 (G-aryl),
128,55 (G-aryl), 130,56 (G-aryl), 134,46 (G-aryl), 139,65 (G-aryl), 184,33 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 182 [M+1]

I.R. (cm™) : vsy = 2509.

Analyse élémentaire (GH/NS,) : Calc. %:C, 53,00 ; H, 3,89 ; N, 7,73. Exp. % : C, 52,60 ;
H, 4,03 ; N, 7,99.

Point de fusion :150-152 °C.

IT.3.3.3. 6-éthoxybenzothiazole-2-thiol (13)

\>—SH

HaCH,CO S
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

A une solution de 2-chloro-6-éthoxybenzothiaz&e(1,54 g, 7,94 mmol) dans 60 ml
d’éthanol. Est ajoutée de la thiourée (1,56 g, 24mBnol). Le mélange réactionnel est chauffé
a reflux pendant trois heures puis est ensuit@itkfdans un bain de glace. Une solution
diluée d’acide chlorhydrique (50 ml a5 %) eswdge sous agitation. Le mélange est filtré et
la phase aqueuse est extraite au chloroforme @xl). La phase organique est séchée sur
sulfate de sodium. Apreés filtration et concentnatau filtrat sous pression réduite, le solide
obtenu est recristallisé dans I'éthanol pour canedd,96 g du dérivé3 (4,54 mmol ; Rdt :

63 %) .

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,32 (t, 3H, CH, 3}4. = 6,00 Hz), 3,56 (s, 1H,
SH), 4,00 (q, 2H, CH %3411 = 6,00 Hz), 6,94 - 7,31 (M, 3H485).

RMN *C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 15,05 (CH), 64,19 (CH), 106,93 (G-aryl),
113,55 (G-aryl), 115,63 (Garyl), 131,14 (G-aryl), 135,58 (Garyl), 156,31 (G-aryl),
188,75 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 212 [M+1]

I.R. (cm™) : vsy = 2509.

Analyse élémentaire (GHgNOS,) : Calc.% : C, 51,16 ; H, 4,29 ; N, 6,63. Exp.% 5,03 ;

H, 3,85; N, 7,20.

Point de fusion :180-182 °C.

IT.3.3.4. 5-éthylthio-1,3,4-thiadiazole-2-thiol (14)

N—N

HaCH cs/< >\SH

A une solution de 2-chloro-5-éthylthio-1,3,4-thiazible9 (2,00 g, 11,11 mmol) dans 60 ml
d’éthanol est ajoutée de la thiourée (2,39 g, 3BBB).

Le mélange réactionnel est chauffé a reflux penttarg heures puis est ensuite refroidi dans
un bain de glace. Une solution diluée d’acide dhldrique (50 ml a 5 %) est ajoutée sous

agitation. Le mélange est filtré et la phase ageiess extraite au chloroforme (2 x 100 ml).
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

La phase organique est séchée sur sulfate de sodipras filtration et concentration du
filtrat sous pression réduite, le solide obtenurestistallisé dans I'éthanol pour conduire a
1,46 g du dérivd4 (8,16 mmol ; Rdt : 73 %)

RMN 'H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,31 (t, 3H, CH, 3.y = 9,00 Hz), 3,16 (g, 2H,
CHy, 334 = 9,00 Hz), 7,03 (s, 1H, SH).

RMN '°C (75,46 MHz, DMSQ, &, ppm) : 14,94 (CH), 28,17 (CH), 162,13 (G-aryl),
188,32 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 179 [M+1]

I.R. (cm™) : vsy = 2528.

Analyse élémentaire (GHgN,S;) : Calc.% : C, 26,95 ; H, 3,39 ; N, 15,71. Exp.% 26,73 ;
H, 3,56 ; N, 16,77.

Point de fusion :102-104 °C.

IT.3.3.5. 5-éthyl-1,3,4-thiadiazole-2-thiol (15)

N—N

HCHC/< >\SH

A une solution de 2-chloro-5-éthyl-1,3,4-thiadiazdl0 (1,80 g, 12,16 mmol) dans 30 ml
d’éthanol est ajoutée de la thiourée (2,94 g, 3&&®l). Le mélange réactionnel est chauffé
a reflux pendant trois heures puis est ensuiteitBfdans un bain de glace. Une solution
diluée d’acide chlorhydrique (50 ml a 5 %) estudfe sous agitation.

Le mélange est extrait au chloroforme (2 x 50 fod) phase organique est séchée sur sulfate
de sodium. Apres filtration et concentration dirdil sous pression réduite, le solide obtenu
est recristallisé dans I'éthanol pour conduire 801 de compose&5 (6,85 mmol ; Rdt : 34
%).

RMN *H (200,13 MHz, DMSO, 8, ppm) : 1,19 (t, 3H, CH, 3344 = 7,5 Hz), 2,00 (q, 2H,
CHy, 3341y = 7,5 Hz), 7,03 (s, 1H, SH)

RMN *°C (75,46 MHz, DMSQ 8, ppm) : 12,69 (CH), 24,40 (CH), 165,98 (G-aryl),
189,35 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 146 [M+1]
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

I.R. (cm™) : vsy = 2523,

Analyse élémentaire (GHgN.S,) : Calc.% : C, 32,85 ; H, 4,14 ; N, 19,16. Exp.% 3C,63 ;
H, 4,00 ; N, 20,52.

Point de fusion :68-70 °C.

IT.3.4. Synthese des aminothiols (16-20)

IT.3.4.1. 2-(benzothiazol-2-ylamino)éthanethiol (16)

N

\>7NHCHZCH23H, HCl

S

A une solution de 2-chlorobenzothiaz@l€1,50 g, 8,87 mmol) dans 15 ml de THF anhydre
est ajoutée de la cystéamine (0,70 g, 9,00 mma)mkélange est chauffé a reflux pendant
trois heures. La cystéamine n’ayant pas réagieksinée par filtration sous argon. Apres
concentration du filtrat sous pression réduite btiemt un résidu visqueux jaune repris dans
un mélange THF/pentane (1/3). Le solide obtenusafitation correspond a 0,65 g de
composél16 (3,09 mmol ; Rdt : 35 %)

RMN 'H (300,13 MHz, DMSO,d, ppm) : 3,18 (t, 2H, CHSH, %344 = 6,00 Hz), 3,36 (s,
1H, SH), 3,58 (t, 2H, NHCH .. = 6,00 Hz), 7,29-7,98 (m, 4H¢B.), 8,40 (s,1H, NH).

RMN °C (75,46 MHz, DMSO_ 8, ppm) : 29,46 (NHCH), 38,84 (CHSH), 120, 9 (G¢
aryl), 125,09 (G-aryl), 125,75 (G-aryl), 134, 58 (Garyl), 152,22 (G-aryl), 164,54 (G-aryl).
Spectre de massem/z = 211 [M+1]

IL.R. (cm™) : vsy = 2446,y = 3444.

Analyse élémentaire (GH10N>S,) : Calc.% : C, 51.40 ; H, 4.79 ; N, 13.32. Exp.%, 51,73

;' H, 4,29 ; N, 13,49.

Point de fusion:174-176 °C.
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

IT.3.4.2. 2-(6-méthylbenzothiazol-2-ylamino)éthanethiol (17)

N

\>— NHCH,CH,SH, HCI

HoC S

A une solution de 2-chloro-6-méthylbenzothiazok,00 g, 10,92 mmol) dans 20 ml de THF
anhydre est ajoutée de la cystéamine (0,85 g, Ih/0él). Le mélange est chauffé a reflux
pendant trois heures. La cystéamine n’ayant pagtrést éliminée par filtration sous argon.
Aprés concentration du filtrat, sous pression régubn obtient un résidu visqueux jaune
repris par 10 ml de THF. Le solide obtenu aprésafibn correspond a 0,40 g de compdsé
(2,77 mmol ; Rdt : 16 %).

RMN H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 2,43 (s, 3H, CH), 3,26 (t, 2H, NHCH, 334y =
6,00 Hz), 3,36 (s, 1H, SH), 3,64 (t, 2H, §3H, )., = 6,00 Hz), 7,30 - 7,83 (M, 3HE3),
8,47 (s,1H, NH).

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO, 5, ppm) : 21,40 (CH), 30,36 (NHCH), 38,64 (CHSH),
121,25 (G-aryl), 121,98 (Garyl), 128,24 (Garyl), 134,88 (Garyl), 135,32 (G-aryl),
151,12 (G-aryl), 164,35 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 225 [M+1]

I.R. (cm™) : vgy = 2580,vny = 3434.

Analyse élémentaire (GoH12N2S,) @ Calc.% : C, 53,54 ; H, 5,39 ; N, 12,49. Exp.% : C,
53,67 ; H, 4,85 ; N, 12,90.

Point de fusion :170-172 °C.

IT.3.4.3. 2-(6-éthoxybenzothiazol-2-ylamino)éthanethiol (18)

N

\>— NHCH,CH,SH, HCI

HaCH,C S

A une solution de 2-chloro-6-éthoxybenzothiaz®®,99 g, 4,68 mmol) dans 20 ml de THF
anhydre est ajoutée de la cystéamine (0,36 g,mr68lI).
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

Le mélange réactionnel est porté a reflux pendaitheures. La filtration et la concentration
du filtrat sous pression réduite conduit au prod@it{0,39 g) sous forme d’une huile jaune
(0,15 mmol ; Rdt : 33 %).

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,d, ppm) : 1,34 (t, 3H, CH, *J4.4 = 6,00 Hz), 3,19 (t, 2H,
CH,SH, *Ju. = 6,00 Hz), 3,34 (s, 1H, SH), 3,56 (t, 2H, NHLED..4 = 6,00 Hz), 4,05 (q,
2H, CHCHy, *Ju. = 6,00 Hz), 7,02 - 7,84 (m, 3HgH5), 8,42 (s, 1H, NH).

RMN **C (75,46 MHz, DMSO,3, ppm) : 15,07 (CH), 31,24 (NHCH), 38,44 (CHSH),
64,18 (CHCH,), 106,01 (G-aryl), 115,98 (Garyl), 122,17 (G-aryl), 136,66 (G-aryl),
147,38 (G-aryl), 156,52 (G-aryl), 162,36 (Garyl).

Spectre de massem/z = 255 [M+1]

Analyse élémentaire (GH14N20S;) : Calc.% : C, 51,94 ; H, 5,55 ; N, 11,01. Exp.% : C,
51,85; H,5,98; N, 10,67

IT.3.4.4. 2-(5-éthylthio-1,3,4-thiadiazol-2-ylamino)éthanethiol

(19)

N—/N

H3CH2CS/Q )\NHCHZCHZSH, HCl

S

A une solution de 2-chloro-5-(éthylthio)-1,3,4&tiazole9 (3,00 g, 16,66 mmol) dans 20 ml
de THF anhydre est ajoutée de la cystéamine (1,28,§7 mmol). Le mélange est maintenu
a reflux pendant trois heures. Apres retour a teatpée ambiante, la cystéamine n’ayant pas
réagit est filtrée sous argon. Aprés la concemtnatiu filtrat sous pression réduite conduit a
un résidu visqueux jaune, lequel est repris dammélange 20 ml d’'un mélange THF/pentane
(1/3). Le solide obtenu est filtré et correspor@@0 g de composéd9 (3,11 mmol ; Rdt : 16
%)

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,8, ppm) : 1,38 (t, 3H, CH, *Ju.4 = 6,00 Hz), 3,19 (t, 2H,
CH,SH, %3y = 6,00 Hz), 3,29 (g, 2H, Gi&Hs, %34 = 6,00 Hz), 3,36 (s, 1H, SH), 3,55 (t,
2H, NHCH;, *Ju. = 7,20 Hz), 8,32 (s, 1H, NH).

RMN C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 14,97 (CH), 31,21 (¢,CHs), 38,55 (NHCH),
39,07 (CHSH), 164,10 (garyl), 166, 23 (Garyl).

Spectre de massem/z = 222 [M+1]
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

I.R. (cm™) : vgy = 2539,vny = 3375.
Analyse élémentaire (GH11N3S;) : Calc.% : C, 32,55 ; H, 5,01 ; N, 18,98. Exp.% 3,22
; H, 4,85; N, 19,47.

IT.3.45. 2-(5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-2-ylamino)éthanethiol (20)

N—/N

H3CH2C/QS)\ NHCH,CH,SH, HCI

A une solution de 2-chloro-5-éthyl-1,3,4-thiadiazaD (2,00 g, 13,51 mmol) dans 20 ml de
THF anhydre est ajoutée de la cystéamine (1,88,§92nmol). Le mélange est porté a reflux
durant trois heures. Apres filtration et concemdraisous pression réduite du filtrat on isole
1,17 g d’une huile rouge correspondant au pra2li(6,19 mmol ; Rdt : 44 %).

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,37 (t, 3H, CH, *J4.4 = 6,00 Hz), 3,06 (q, 2H,
CHsCHy, *Ju.n = 6,00 Hz), 3,43 (s, 1H, SH), 3,61 (t, 2H, £, *J4.y = 6,00 Hz), 3,80 (t,
2H, NHCHp, 3.1y = 6,00 Hz), 8,62 (s, 1H, NH).

RMN **C (75,46 MHz , DMSO,5, ppm) : 13,99 (CH), 23,82 (CH), 32,92 (NHCH), 39,78
(CH,SH), 164,29 (@aryl), 172,78 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 188 [M+1]

I.R. (cm™) : vsy = 2036,uny = 3372.

Analyse élémentaire (GH12N303PS;) : Calc. % : C, 23,91 ; H, 4,01 ; N, 13,94. Exp.% : C
23,54 ; H, 4,87 ; N, 13,45.

IT.3.5. Synthese des aminoalcools (21-25)
IT.35.1. 2-iminobenzothiazol-3-yl-éthanol (21)

CH,CH,OH

N

>:NH, HBr

S
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

Une solution de 2-aminobenzothiazole (10,19 g, $m,&nol) et de 2-bromoéthanol (45,76 g,
366,16 mmol) est portée a reflux pendant trois éguAprés retour a température ambiante,
200 ml de diéthyléther sont ajoutés au mélangeiciae!.

Le précipité obtenu est filtré, lavé avec 50 maa#tone et 100 ml de diéthyléther puis séché
sous pression réduite conduisant a 11,47 g du ce@2dq59,12 mmol ; Rdt : 90 %).

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,8, ppm) : 3,79 (t, 2H, NCH, 3.4 = 6,00 Hz), 4,41 (t, 2H,
CH,OH, 3344 = 6,00 Hz), 4,71 (s, 1H, OH), 7,23 - 8,03 (M, 4igH.), 10,13 (s, 1H, NH).

RMN *°C (75,46 MHz, DMSQ &, ppm) : 48,13 (NGH,), 58,41 (GH,0H), 114,18 (G-aryl),
122,74 (G-aryl), 123,54 (Garyl), 125,40 (Garyl), 127,86 (Garyl), 139,12 (Garyl),
168,86 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 195 [M+1]

Analyse élémentaire (GH10N,OS) : Calc. % : C, 55,65 ; H, 5,19 ; N, 14,42. Exp.% : C,
55,65;H,5,19; N, 14,42.

Point de fusion:200-202 °C (déc).

IT.35.2. (2-imino-6-méthylbenzothiazol-3-yl)éthanol(22)

CH,CH,OH

N
>:NH, HBr
HaC S

Une solution de 2-amino-6-méthylbenzothiazole (8§0@8,73 mmol) et de 2-bromoéthanol
(35,20 g, 281,66 mmol) est portée a reflux pendai$ heures. Aprées retour a température
ambiante, 200 ml de diéthyléther sont ajoutés alange réactionnel. Le précipité obtenu est
filtré, lavé avec 50 ml d’acétone et 100 ml de ldjédther puis séché sous pression réduite
conduisant a 7,73 g du comp@2(37,16 mmol ; Rdt : 76 %).

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 2,39 (s, 3H, CH), 3,77 (t, 2H, NCH, *J..4 = 6,00
Hz), 4,39 (t, 2H, CBOH, *J4.4 = 6,00 Hz), 4,69 (s, 1H, OH), 7,24-7,81 (m, 3KHg), 10,07

(s, 1H, NH).

RMN 'C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 21,16 (CH), 48,14 (NG&,), 58,42 (CGH,0H),
113,89 (G-aryl), 122,67 (G-aryl), 123,33 (Garyl), 128,74 (Garyl), 135,22 (G-aryl),
137,00 (G-aryl), 168,18 (Garyl).
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

Spectre de massem/z = 209 [M+1]

Analyse élémentaire (GoH12N20S) : Calc. % : C, 57,67 ; H, 5,81 ; N, 13,45. Exp.%,:
57,58 ; H,5,94 ; N, 13,41.

Point de fusion: 232-234 °C (déc).

IT.3.6.3. (2-imino-6-éthoxybenzothiazol-3-yl)éthanol (23)

CH,CH,OH

N
>:NH, HBr
HaCH,CO S

Une solution de 2-amino-6-éthoxybenzothiazole (949,78 mmol) et de 2-bromoéthanol
(35,20 g, 281,66 mmol) est portée a reflux pendanié heures. Aprés retour a température
ambiante, 200 ml de diéthyléther sont ajoutés élamge réactionnel. Le précipité obtenu
est filtré, lavé avec 50 ml d’acétone et 100 midekhyléther puis séché sous pression réduite
conduisant a 9,75 g du comp@&3(37,16 mmol ; Rdt : 82 %).

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,8, ppm) : 1,35 (t, 3H, CHCHs, *Ju.4 = 6,00 Hz), 3,76 (t,
2H, NCH,, °Juni = 6,00 Hz), 4,06 (q, 2H, GI&Hs *Jy. = 6,00 Hz), 4,37 (t, 2H, CIOH, 33

w = 6,00 Hz), 4,91 (s, 1H, OH), 7,07-7,67 (m, 3HHE), 9,98 (s, 1H, NH).

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO,d, ppm) : 15,01 (CHCHs), 48,15 (NG,), 62,01 (GH,0H),
64,40 (GH,CHg), 108,89 (G-aryl), 115,14 (G-aryl), 115,47 (Garyl), 123,98 (G-aryl),
132,99 (G-aryl), 156,52 (G-aryl), 167,79 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 239 [M+1]

Analyse élémentaire (G;H14sN20,S) : C, 55,44 ; H, 5,92 ; N, 11,76. Exp.% : C, 55,34, ;

5,64 ; N, 12,17.

Point de fusion :225-227 °C (déc).
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

IT.35.4. (2-imino-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazol-3-yl)éthanol(24)

CH,CH,OH
/

N—N

H3CHZCS/QS\A\ NH

Une solution de 2-amino-5-éthylthio-1,3,4-thiadi@zd8,06 g, 49,99 mmol) et de 2-
bromoéthanol (35,20 g, 281,66 mmol) est portédlax@endant trois heures. Aprés retour a
température ambiante, 300 ml d’'un mélange chloméadiéthyléther (1/1) est ajouté au
mélange réactionnel. Le précipité obtenu est fila@é avec 50 ml d’acétone et 100 ml de
diéthyléther puis séché sous pression réduite@@®du compose4 (29,56 mmol ; Rdt : 59
%).

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,36 (t, 3H, CHCHs, %341 = 6,00 Hz), 3,22 (q,
2H, CH,CHs, 3344 = 6,00 Hz), 3,77 (t, 2H, NCH*Jy. = 6,00 Hz), 4,25 (t, 2H, CIOH, 3.1

= 6,00 Hz), 4,90 (s, 1H,0HY,96 (s, 1H, NH).

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO,8, ppm) : 14,78 (CHCHs), 28,39 (#,CHs), 53,44 (NCH),
58,47 (CHOH), 154,11 (G-aryl), 167,97 (Garyl).

Spectre de massem/z = 206 [M+1]

Analyse élémentaire (GH11N30S,) : Calc. % : C, 35,10 ; H, 5,40 ; N, 20,47. Exp.%,: C
34,87 ;H,4,93; N, 21,17.

Point de fusion :136-138 °C (déc).

IT.355. (2-imino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-3-yl)éthanol (25)

CH,CH,OH
/
N—N
H3CHZC/Q \A\ NH

S

Une solution de 2-amino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazol#0,{0 g, 76,72 mmol) et de 2-

bromoéthanol (35,20 g, 281,66 mmol) est portédlaxreendant trois heures.
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

Apres retour a température ambiante, 300 ml d’'ulang& chloroforme/diéthyléther (1/1) est
ajouté au mélange réactionnel. Le précipité obtstdiltré, lavé avec 50 ml d’acétone et 100
ml de diéthyléther puis séché sous pression domduisant a 7,42 g du comp@8442,89
mmol ; Rdt : 56 %).

RMN *H (200,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,22 (t, 3H, CHCHs, 3344 = 6,00 Hz), 2,90 (q,
2H, CH,CHs, *Ju.y = 6,00 Hz), 3,74 (t, 2H, NCHJ. = 6,00 Hz), 4,23 (t, 2H, CIOH, 3.1

= 6,00 Hz), 5,45 (s, 1H,0H), 9,81 (s, 1H, NH).

RMN C (75,46 MHz, DMSO,3, ppm) : 12,80 (CHCHs), 23,86 (G1,CHs), 53,00 (NCH),
58,47 (CHOH), 122,67 (G-aryl), 159,58 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 174 [M+1]

Analyse élémentaire (GH1;N30S) : Calc. % : C, 41,60 ; H, 6,40 ; N, 24,26. Exp.% :

41,32 ; H, 6,23 ; N, 24,71.

Point de fusion :150-152 °C (déc).

IT.3.6. Synthese des dérivés bromés (26-30)

IT.3.6.1. 3-bromoéthylbenzothiazole-2-imine (26)

CH2C HzBr

N

>:NH, HBr

S

A une suspension de (2-iminobenzothiazol-3-yl)éthai (1 g, 5,15 mmol) dans 80 ml de
toluéne anhydre est ajouté, goutte a goutte et amymn, du bromure de thionyle (3,21 g,
15,45 mmol). Le mélange réactionnel est porté laxgfisqu’a I'arrét du dégagement gazeux.
Apres retour a température ambiante, le précipiiterau est filtré puis lavé avec 50 ml
d’acétone, filtration et séché sous pression rédtonhduisant & 0,96 g du produit atter2éu
(3,7 mmol ; Rdt : 72 %)

RMN H (300,13 MHz, DMSQ &, ppm) : 3,87 (t, 2H, NCH, 334 = 6,00 Hz), 4,78 (t, 2H,
CH.Br, 3344 = 6,00 Hz), 7,11-8,05 (m, 4H¢B.), 10,41 (s, 1H, NH).
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

RMN '3C (75,46 MHz, DMSO,d, ppm) : 28,63 (CHBIr), 46,00 (NCH), 114,20 (G-aryl),
122,60 (G-aryl), 124,13 (Garyl), 125,80 (Garyl), 128,22 (Garyl), 138,42 (G-aryl),
168,91 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 259 [M+1]

Analyse élémentaire (GHoBIrN,S) : Calc. % : C, 42,04 ; H, 3,53 ; N, 10,89. Exp.%,:
41,79 ; H, 3,54 ; N, 11,13.

Point de fusion :205-207 °C (déc).

1.3.6.2.  3-bromoéthyl-6-méthylbenzothiazole-2-imine (27)

CH,CH,Br

N

>:NH, HBr

HoC S

A une suspension de (2-imino-6-méthylbenzothiazgl}8thanol22 (1,5 g, 7,21 mmol) dans
80 ml d’acétonitrile anhydre est ajouté, gouttgpatte et sous argon, du bromure de thionyle
(4,28 g, 20,61 mmol). Le mélange réactionnel estépi reflux jusqu’a l'arrét du dégagement
gazeux. Aprés retour a température ambiante, k&€ obtenu est filtré et lavé dans 50 ml
de diéthyléther puis séché sous pression réduitduisant a 1,5 g du produit atten2ini(5,49
mmol ; Rdt : 80 %).

RMN 'H (300,13 MHz, DMSO, 8, ppm) : 2,38 (s, 3H, CH), 3,86 (t, 2H, CHBr, *Jyn =
6,00 Hz), 4,77 (t, 2H, NCH3J4.4 = 6,00 Hz), 7,34-7,82 (m, 3H683), 10,37 (s, 1H, NH).
RMN °C (75,46 MHz, DMSO,8, ppm) : 21,27 (CH), 28,71 (CGH.Br), 46,02 (NCG,),
113,91 (G-aryl), 123,88 (G-aryl), 125,09 (Garyl), 129,00 (Garyl), 135,52 (G-aryl),
136,31 (G-aryl), 168,49 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 273 [M]"

Analyse élémentaire (GoH11BrN,S) : Calc. %: C, 44,29 ; H, 4,09 ; N, 10,38xp.% : C,
44,01 ; H, 3,95 ; N, 10,75.

Point de fusion :219-221 °C (déc).
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

IT.3.6.3. 3-bromoéthyl-6-éthoxybenzothiazole-2-imine(28)

CH2C HzBr

N
>:NH, HBr
HyCH,CO S

A une suspension de (2-imino-6-éthoxy-benzothi&wgléthanol23 (1,5 g, 6,3 mmol) dans
80 ml de toluene anhydre est ajouté, goutte a gaitsous argon, du bromure de thionyle
(4,02 g, 18,90 mmol). Le mélange réactionnel estépi reflux jusqu’a I'arrét du dégagement
gazeux. Aprés retour a température ambiante, k&€ obtenu est filtré et lavé dans 50 ml
d’acétone puis séché sous pression réduite comduasd,39 g du produit attend@8 (4,59
mmol ; Rdt: 73 %)

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,34 (t, 3H, CHCHs, 3341 = 6,00 Hz), 3,86 (t,
2H, CHBr, 3341 = 6,00 Hz), 4,05 (q, 2H, GiEHs, %344 = 6,00 Hz), 4,74 (t, 2H, NCH3J.+

= 6,00 Hz), 7,09-7,67 (m, 3H,683), 10,22 (s, 1H, NH).

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO,5, ppm) : 15,01 (CHCHs), 28,86 (CHBr), 46,06 (NCH),
64,42 (H,CHz), 109,11 (G-aryl), 114,99 (Garyl), 115,61 (Garyl), 123,79 (G-aryl),
132,06 (G-aryl), 156,70 (G-aryl), 168,10 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 303 [M+1]

Analyse élémentaire (GH13BrN,0OS) : Calc. % : C, 43,86 ; H, 4,35 ; N, 9,30. Exp.% : C,
43,52 ; H, 4,22 ; N, 9,77.

Point de fusion :225-227 °C (déc).

1.3.6.4.  3-bromoéthyl-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazole-2-imine (29)

CH2CHzBr

N—N

S/( \ﬁ\NH, HBr
H3CH2C S

122



Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

A une suspension de (2-imino-5-éthylthio-1,3,4-dmaol-3-yl)éthanol24 (4,43 g, 22,83
mmol) dans 200 ml de toluéne anhydre est ajagadite a goutte et sous argon, du bromure
de thionyle (11,79 g, 57,08 mmol). Le mélange liéacel est porté a reflux jusqu’a l'arrét du
dégagement gazeux. Apres retour a température atapi@ solution est concentrée sous
pression réduite et le résidu rouge obtenu esisrepr 150 ml de diéthyléther conduisant a un
précipité. Apres filtration, et séchage sous pogsséduite du solide, on obtient 3,85 g du
compos&9 (16,31 mmol ; Rdt : 63 %).

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,35 (t, 3H, CHCHs, *J4.4 = 6,00 Hz), 3,22 (q,
2H, CH,CHs, 3344 = 6,00 Hz), 3,88 (t, 2H, CiBr, %3 = 6,00 Hz), 4,61 (t, 2H, NCH33.+

= 6,00 Hz), 10,18 (s, 1H, NH).

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO,5, ppm) : 14,72 (CHCHs), 28,34 (&,CHs), 29,70 (CHBI),
51,63 (NCH), 154,77 (G-aryl), 168,01 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 269 [M]"

Analyse élémentaire (GH10BrNsS;) : Calc. % : C, 26,87 ; H, 3,76 ; N, 15,67. Exp.o%t;
26,62 ; H, 3,86 ; N, 15,82

Point de fusion :140-142°C (déc).

IT.3.6.5. 3-bromoéthyl-5-éthyl-1,3,4-thiadiazole-2-imine (30)

CH2CHzBr

N—N

/& \ﬁ\NH, HBr
HaCH,C

S

A une suspension de (2-imino-5-éthyl-1,3,4-thiadig&yl)éthanol25 (1,66 g, 9,60 mmol)
dans 80 ml de toluene anhydre est ajouté, gougeudte et sous argon, du bromure de
thionyle (5,89 g, 28,78 mmol). Le mélange réactarest porté a reflux jusqu’a l'arrét du
dégagement gazeux. Apres retour a température atapia précipité obtenu est filtré puis
lavé dans 50 ml d’acétone et séché sous pressiuitgéconduisant a 0,68 g du produit
attendu30 (2,87 mmol ; Rdt : 30 %).

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,8, ppm) : 1,23 (t, 3H, CHCHs, *J..4 = 6,00 Hz), 2,92 (q,
2H, CH,CHs, 3344 = 6,00 Hz), 3,86 (t, 2H, CiBr, %34 = 6,00 Hz), 4,60 (t, 2H, NCH33.+

= 6,00 Hz), 10,11 (s, 1H, NH).
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

RMN 3C (75,46 MHz, DMSO,d, ppm) : 12,76 (CHCHs3), 23,91 (G1,CHs), 29,74 (CHBY),
51,27 (NCH), 160,14 (G-aryl), 168,01 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 237 [M+1]

Analyse élémentaire (GH10BrN3S) : Calc. %: C, 30,52 ; H, 4,27 ; N, 17,80. Exp.% : C,
30,46 ; H, 3,96 ; N, 18,17.

Point de fusion: 206-208 °C (déc).

IT.3.7. Synthése des acides thiosulfoniques (31-35)

IT.3.7.1. Acide S-2-(2-iminobenzothiazol-3-yl)éthyl

thiosulfonique (31)

CH,CH,SSGH

N

>:NH, HBr

S

A une solution de thiosulfate de sodium (1,02 @34nmol) dans 42 ml d’eau est ajoutée une
solution de 3-bromoéthylbenzothiazole-2-imigé (1,00 g, 3,89 mmol) dans un mélange
éthanol/eau (20 ml/10 ml.e mélange réactionnel est porté a reflux pendaatheure trente
puis refroidi a 4 °C. Le solide obtenu est filtnéigrecristallisé deux fois dans un mélange
éthanol/eau. Le produit obtenu est séché sousevigeésence deBs. On obtient 0,21 g du
deérivé31 (0,72 mmol ; Rdt : 19%).

RMN H (300,13 MHz, DMSO,d, ppm) : 3,24 (t, 2H, CHS, *Ju.y = 6,00 Hz), 4,56 (t, 2H,
NCH,, %34+ = 6,00 Hz), 7,34-7,94 (m, 4HB4), 10,01 (s, 1H, NH).

RMN C (75,46 MHz , DMSO,d, ppm) : 31,39 (CHS), 45,13 (NCH), 113,99 (G-aryl),
122,74 (G-aryl), 123,96 (Garyl), 125,74 (G-aryl), 128,36 (G-aryl), 138,87 (Garyl),
168,97 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 291 [M+1]

Analyse élémentaire (GH10N,03S;) : Calc.% : C, 37,23 ; H, 3,47 ; N, 9,65. Exp.% : C,
35,13 ; H, 3,26 ; N, 8,95.

Point de fusion :230-232 °C (déc).
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IT.3.7.2. Acide S-2-(2-imino-6-méthylbenzothiazol-3-yl)éthyl

thiosulfonique (32)

CH,CH,SSGH

N
>:NH, HBr
HaC S

A une solution de thiosulfate de sodium (0,96 §73nmol) dans 42 ml d’eau est ajoutée une
solution de 3-bromoéthyl-6-méthylbenzothiazole-2Aen27 (1,00 g, 3,69 mmol)dans un
mélange éthanol/eau (20 ml/10 ml).

Le mélange réactionnel est porté a reflux pendastheure trente puis refroidi a 4 °C. Le
solide obtenu est filtré puis recristallisé deuks fdans un mélange éthanol/eau. Le produit
obtenu est séché sw@. On obtient 0,30 g du dérid2 (0,99 mmol ; Rdt : 27 %).

RMN H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 2,49 (s, 3H, Ch), 3,27 (t, 2H, CHS, 3} = 6,00
Hz), 4,57 (t, 2H, N-Ck{ 3.4 = 6,00 Hz), 7,37-7,77 (m, 3H¢B3), 9,99 (s, 1H, NH).

RMN **C (75,46 MHz, DMSO,3, ppm) : 20,68 (CH), 30,98 (CHS), 44,63 (CHN), 113,24
(Cr-aryl), 123,25 (G-aryl), 124,51 (G-aryl), 128,72 (Garyl), 135,04 (G-aryl), 136,29 (G
aryl), 168,10 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 305 [M+1]

Analyse élémentaire (GoH12N,03S3) : Calc.% : C, 39,46 ; H, 3,97 ; N, 9,20. Exp.%,: C
37,45 ; H, 4,28 ; N, 8,71.

Point de fusion :233-235 °C (déc).

IT.3.7.3. Acide 5-2-(2-imino-6-éthoxy-benzothiazol-3-yl)éthyl

thiosulfonique (33)

CH,CH,SSGH

N

>:NH, HBr

HaCH,C S
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Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

A une solution de thiosulfate de sodium (0,87 §23nmol) dans 40 ml d’eau est ajoutée une
solution de 3-bromoéthyl-6-éthoxybenzothiazol-2Ae28 (1,00 g, 3,32 mmol) dans un
mélange éthanol/eau (20 ml/10 nile mélange est chauffé a reflux pendant une heenget
puis refroidi a 4°C. Le solide obtenu est filtréipuecristallisé deux fois dans un mélange
éthanol/eau. Le produit obtenu est séché s@s.POn obtient 0,38 g du dérivé3 (1,14
mmol ; Rdt: 34%).

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,36 (t, 3H, CH, %344 = 6,00 Hz), 3,27 (t, 2H,
CH;S, *Ju.n = 6,00 Hz), 4,08 (q, 2H, GIEH3, *J4.n = 6,00 Hz), 4,56 (t, 2H, N-CH*Jp =
6,00 Hz), 7,12-7,76 (m, 3H,683), 9,91 (s, 1H, NH).

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO,8, ppm) : 14,98 (CH), 31,46 (CHS), 45,12 (NCH), 64,43
(CH,CHg), 109,01 (G-aryl), 114,70 (Garyl), 115,71 (Garyl), 123,89 (G-aryl), 132,50 (G
aryl), 156,70 (G-aryl), 167,99 (Garyl).

Spectre de massem/z = 334 [M+1]

Analyse élémentaire (GH14N,04S3) @ Calc.% : C, 39,50 ; H, 4,22 ; N, 8,38. Exp.% : C,
38,42 ;H,4,10; N, 8,12.

Point de fusion: 256-258 °C (déc).

IT.3.7.4. Acide S-2-(2-imino-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazol-3-

yl)éthyl thiosulfonique (34)

/CHZCHZSSQH

N—N

S/( \ﬂ\NH, HBr
H3CH2C S

A une solution de thiosulfate de sodium (0,98 §53nmol) dans 40 ml d’eau est ajoutée une
solution de 3-bromoéthyl-5-éthylthio-1,3,4-thiazibl-2-imine29 (1,00 g, 3,73 mmoljans

un mélange éthanol/eau (20 ml/10 nhlg¢. mélange réactionnel est porté a reflux pendaat u
heure trente puis concentré sous pression redugtsolide obtenu est lavé dans de I'éthanol
(15 ml) & chaud puis filtré. Le produit obtenu lsiphilisé. On obtient 0,12 g du déridd
(0,39 mmol ; Rdt : 11%).

126



Chapitre 1l : Synthése de nouveaux radioprotecteurs

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,33 (t, 3H, CHCHs, 3}4.4 = 6,00 Hz), 3,17 (q,
2H, CH.CHs, *Ju.n = 6,00 Hz), 3,32 (t, 2H, CHS, 3341 = 6,00 Hz), 4,44 (t, 2H, N-CH33}.
= 6,00 Hz), 9,90 (s, 1H, NH).

RMN *°C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 13,75 (CH), 28,59 (G&.CHs), 32,54 (CHS),
49,81 (NCH), 132,60 (G-aryl), 173,68 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 300 [M-1]

Analyse élémentaire (GH11N303Sy) : Calc.% :C, 23,91 ; H, 3,68 ; N, 13,94. Exp.% : C,
24,15 H, 3,32 ; N, 14,06.

Point de fusion: 180-182 °C (déc).

IT.3.75. Acide S-2-(2-imino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-3-yl)éthyl

thiosulfonique (35)

/CHZCHZSSQH

N—N

/& \ﬂ\NH, HBr
HoCH,C

S

A une solution de thiosulfate de sodium (1,12 4§94nmol) dans 40 ml d’eau est ajoutée une
solution de 3-bromoéthyl-5-éthyl-1,3,4-thiadia2eimine 30 (1,00 g, 4,23 mmolyans un
mélange éthanol/eau (20 ml/10 mle mélange réactionnel est porté a reflux pendaet u
heure trente puis concentré sous pression rédugteolide obtenu est lavé dans de I'éthanol
(15 ml) a chaud puis filtré. Le produit obtenu lsiphilisé. On obtient 0,16 g du dérigéd
(0,59 mmol ; Rdt : 14%).

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,23 (t, 3H, CHCHs, 3341 = 6,00 Hz), 2,95 (q,
2H, CH,CHs, *Ju.n = 6,00 Hz), 3,07 (t, 2H, CHS, 331 = 6,00 Hz), 4,02 (t, 2H, N-CH33}.

= 6,00 Hz), 9,90 (s, 1H, NH).

RMN *°C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 12,79 (CH), 24,10 (CHCHs), 35,39 (CHS),
49,29 (NCH), 159,72 (G-aryl), 168,00 (G-aryl).

Spectre de massem/z = 274 [M+1]

Analyse élémentaire (GH11N303S) @ Calc.% : C, 26,75 ; H, 4,12 ; N, 15,60. Exp.% : C,
27,04 ; H, 3,98 ; N, 15,45.

Point de fusion: 212-214 °C (déc).
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IT.3.8. Synthése des phosphorothioates

IT.3.8.1. Synthese du thiophosphate de lithium

A une solution de LIOH 56 % (40,00 g, 0,93 mmolhsl&00 ml d’eau est ajoutée goutte a
goutte du chlorure de thiophosphoryle (29,05 g7 Gyimol). La réaction est exothermique.
L’agitation est maintenue a température ambiarggyla disparition du dégagement gazeux
blanc formé a la surface du mélange. Le mélangeresiite refroidi dans un bain de glace
puis de l‘acétone (200 ml) est ajoutée.

Le précipité formé est filtré puis recristalliséisr fois dans un mélange eau/acétone (1/3, 50
ml/150 ml). On obtient 15,85 g de thiophosphatdittdeim (0,12 mmol ; Rdt : 70 %).

RMN 3*'P (D,O ; 8, ppm) : 31,98

IT.3.8.2. S-2-(2-imino-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazol-3-

yl)éthylthiophosphate(36)

/CHZCHZSPQHZ

N—N

s/& \A\NH, HBr
H3CH2C S

A une suspension deadSPQ, 5H,0 (0,99 g, 5,32 mmol) dans I'eau (24 ml) est #§ede 3-
bromoéthyl-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazol-2-imin29 (1,92 g, 5,50 mmol). Puis 12 ml de
diméthylformamide sont ajoutés jusqu’a dissolutiotale du solide. Le mélange est agité
pendant trois heures a température ambiante. leant® sont éliminés sous pression réduite
et le résidu obtenu et repris dans 10 ml d’acéfoume lavé avec 10 ml de méthanol. Le
précipité obtenu est séché sous pression réduitduczant a 320 mg du dériads (1,06
mmol ; Rdt : 20 %).

RMN 'H (300,13 MHz, O, &, ppm) : 1,31 (t, 3H, CHCHs, ®}4.1s = 9,00 Hz), 3,00 (m, 4H,
CH3sCH,-S et CHSP), 4,28 (t, 2H, N-Ch %34 = 9,00 Hz), 7,80 (s, 1H, NH).

RMN *°C (75,46 MHz, DO, &, ppm) : 11,78 (CH), 27,76 (G1,CHs), 28,54 (CHS), 50,68
(NCHy), 158,73 (G-aryl), 168,45 (G-aryl).

RMN 3P (D,O ; 8, ppm) : 15,80.
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Spectre de massem/z = 308 [M+1]

Analyse élémentaire (GH11LIN 303PS;) : Calc.%: C, 23,45 ; H, 3,61 ; N, 13,67. Exp.%,:
23,06 ; H, 3,89 ; N, 13,78.

Point de fusion :250-252 (dec).

IT.3.8.3. S-2-(2-imino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-3-

yl)éthylthiophosphate (37)

/CHZCHZSPQHZ
N—N

/& \%\NH, HBr
H3CH2C S

A une suspension de3ddPQ, 5H,0 (1,20 g, 6,45 mmol) dans I'eau (30 ml) est s§ede 3-
bromoéthyl-5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-2-imine (2,136&72 mmol). Puis 12 ml de DMF sont
ajoutés jusqu’'a dissolution totale du solide. Lelange est agité pendant trois heures a
température ambiante. Les solvants sont élimings peession réduite et le résidu obtenu et
repris avec 10 ml d’acétone puis lavé dans 10 nmhé#hanol. Le solide obtenu est séché sous
pression réduite conduisant & 600 mg du d&®€,6 mmol ; Rdt : 32 %).

RMN *H (300,13 MHz, DO, &, ppm) : 1,25 (t, 3H, CHCHs, 3} = 9,00 Hz), 2,81 (q, 2H,
CH,CHs, %3y = 9,00 Hz), 3,06 (t, 2H, CHS, 334 = 9,00 Hz), 4,32 (t, 2H, N-CH33}y. =
9,00 Hz), 7,80 (s, 1H, NH).

RMN *°C (75,46 MHz, DO, &, ppm) : 11,83 (CH), 23,74 (G1,CHs), 27,90 (CHS), 49,59
(NCHy), 158,73 (G-aryl), 167,82 (G-aryl).

RMN 3P (D,O ; 8, ppm) : 15,80.

Spectre de massem/z = 275 [M+1]

Analyse élémentaire (GH11LIN 303PS) : Calc.% : C, 26,18 ; H, 4,03 ; N, 15,27. Exp.% : C,
25,99 ; H, 4,43 ; N, 15,06.

Point de fusion :250-252 (dec).
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IT.3.9. Synthése du A-(3-aminopropyl)-2-
aminoéthylphosphorothioate (WR-2721)

IT.3.9.1. Synthese du N-(2-bromoéthyl)propane-1,3-diamine
H,NCH,CH,CH,NHCH,CH,Br, HBr

Dans un bicol, surmonté d'un Dean Stark, est ajautéine solution de N-(2-
hydroxyéthyl)-1,3-propanediamine (25 ml, 211 mmoije solution d’acide bromhydrique
agueux 48 % goutte a goutte et sous agitation (B0DAL,75 mol). Le mélange est porté a
reflux jusqu’a élimination totale de I'eau.

Le résidu marron est repris avec 40 ml de méthapols 100 ml d’acétone sont
ajoutés, sous agitation, a la solution. Le prééiplanc obtenu est filtré et puis séché ssP
Le filtrat est évaporé sous pression réduite aétdu est repris par 50 ml d’acétone. Le
précipité obtenu est filtré puis séché sous vidmrsence de.Ps. On obtient 67,40 g du
dérivé bromé (198,8 mmol ; Rdt : 94 %).

RMN *H (300,13 MHz, BO, 8, ppm) : 2,10 - 2,14 (m, 2H), 3,09 - 3,21 (m, 4H), 3,447
(m, 4H).

RMN *C (75,46 MHz, DO, & ppm) : 23,64 (CHBr), 26,06 (CHCH,CH,), 36,66
(H2NCHy), 44,59 (GH,CH,CHy), 49,33 (G1,CH,Br).

Spectre de massem/z = 181 [M+1]

Analyse élémentaire (GH13BrNy) : Calc. % : C, 33,17 ; H, 7,24. Exp. % : C, 34,062 6,39

Point de fusion :205-207 °C.

IT.3.9.2. Syntheése du N-(3-aminopropyl)-2-

aminoéthylphosphorothioate

H,NCH,CH,CH,;NHCH,CH,SPQH,
A une solution de N&®PQ anhydre (3,46 g, 19,25 mmol) dans 19 ml d’eau &C36st ajouté

sous agitation le N-(2-bromoéthyl)propane-1,3-dia@ni(6,60 g, 19,25 mmol). Apres
dissolution totale, 1,5 ml de DMF sont ajoutés.
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Le mélange est agité une nuit a 30°C. 150 ml dehamél sont ajoutés. Le précipité blanc
obtenu est recristallisé trois fois dans un mélamgghanol/eau (4/1). On obtient 2,3 g du
dérivé phosphoré (10,70 mmol ; Rdt : 56 %).

RMN *H (300,13 MHz, DO, &, ppm) : 2,02 - 2,12 (m, 2H), 2,89 - 2,98 (m, 2H), 3,063
(m, 4H), 3,32 - 3,35 (m, 2H).

RMN *°C (75,46 MHz, DO, &, ppm) : 23,78 (CHCH.CH,), 25,44 (HNCH,), 36,50
(NHCH,CH,SH), 44,35 (CHCH,CH,NH), 50,39 (CHS).

RMN 3P (D,O ; 8, ppm) : 15,72.

Spectre de massem/z = 215 [M+1]

Analyse élémentaire (GH1sN>O3PS) : Calc. % : C, 28,03 ; H, 7,06. Exp.%: C, 27,63 ; H,
7,46.

Point de fusion 151-153 °C

IT.3.10.Synthése du 2-(3-aminopropylamino)éthanethiol (WR-

1065)

H,NCH,CH,CH,NHCH,CH,SH

A une solution de NaSH (1,50 g, 26,78 mmoles) d@&nml de méthanol est ajouté a —10 °C
sous agitation I&l-(2-bromoéthyl)propane-1,3-diamine (3,00 g, 16,6%Wat). Le mélange est
agité une heure a 0 °C puis une nuit a températongiante. Le mélange est évaporé sous
pression réduite, le résidu est repris par 6 mihdidol sec. Le solide obtenu est filtré puis
séché sous vide. On obtient 620 mg de WR-1065 @#y838! ; Rdt : 28 %).

RMN *H (300,13 MHz, CDC}, 8, ppm) : 1,76 - 1,81 (m, 4H), 2,65 - 2,96 (m, 6H)

RMN C (75,46 MHz, CDCk, &, ppm) : 26,64 (CHS), 36,07 (CHCH.CH,), 37,85
(HoNCH,), 45,29 (CHCH,CH,NH), 47,53 (NHGH,CH,SH).

Spectre de massem/z = 135 [M+1]

Analyse élémentaire (GH14N.S) : Calc. % : C, 44,73 ; H, 10,51. Exp.% : C, 44,68 11,21

Point de fusion :
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Chapitre 11l : Activité antioxydante et radioprotectrice

I.INTRODUCTION

Avant d’étudier le pouvoir radioprotecteur cheanimal des composés synthétisés,
nous avons choisi d’évaluar vitro leur activité antioxydante et radioprotectricett€&tude
se déroule en plusieurs étapes :

- I'évaluation des propriétés antioxydantes en raidenla production de
radicaux oxygeéenes lors d’une irradiation

- I'évaluation de la protection de 'ADN, principatéble des rayonnements
ionisants

- le développement d’'une approche mécanistique &t mliadele d’étude de

relation structure-activité (QSAR)

Afin de répondre a I'ensemble de ces objectifsplepriétés antioxydantes sont évaluées
au moyen de tests simples par spectroscophotomdifigisible avec des radicaux stables
tels que le 1,1-DiPhényl-2-Picryl-Hydrazyl (DPPH) é&acide de 2,2-Azinobis-(3-
ethylBenzoThiazoline-6-Sulfonique) (ABTS) et parsBgance Paramagnétique Electronique
(RPE). La protection de I'ADN est ensuite évaluaeseumettant de I’ADN plasmidique soit
a une réaction de Fenton, réalisgesity, soit a une irradiation gamma par une source au
Cobalt 60. Ces irradiations sont réalisees a 'ONE@ffice National d’Etudes et de
Recherches Aérospatiales). Les Iésions de I'ADNt séwélées par électrophorese sur gel
d'agarose. Enfin, nous avons développé deux typasidis théoriques : une étude de la
théorie de la fonctionnelle de la densité (Densityctionnal Theory (DFT)) et une étude
Quantitive Structure-Activity Relationships (QSAR)es résultats de ces derniers travaux

seront présentés et discutés dans le chapitre IV.

Notre travail commence par I'étude de la naphthythylénidazoline (Naphazoline)
connue pour avoir des propriétés radioprotectringyessantes chez I'animal lors d’études
préliminaireq104] dans le but d’approfondir son mécanisme d’actiacoesinconnun vitro.

Il s’agit d’'une étude comparative avec le WR-27@1igisi comme référence dans le domaine.
La seconde partie de ce chapitre concerne la éaisation des propriétés antioxydantes et

radioprotectrices des composeés dont la synthéskeste dans le chapitre précédent.

1041 aval J.D. et. al. Eur. J. Med. Che®8, 709-713, 1993.
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II. ETUDE DE LA NAPHAZOLINE

IT.1. Introduction

La naphthylméthylimidazoline ou Naphazoline (NP) @ composé entrant dans la
composition de certains collyres. En effet, la Neguiline, de par ses propriétés alpha-
sympathomimétiques est a l'origine d’'un effet vaswtricteur[105]. Elle agit comme un
antagoniste des récepteurs dopaminergiques, po@xdliquant son effet sédatif au niveau
du systéme nerveux central. Son utilisation estqugke dans le traitement de certaines

affections telles que des rhinites, laryngites jaoctivites[106]...

Durant ces derniéres années, la Naphazoline al'dbiet de nombreuses études
relatives a ses propriétés radioprotectrices. at,eflle s’avére étre un bon radioprotecteur
dont le FRD (rapport des doses qui provoquent 50d&6 mortalité a 30 jours,
respectivement chez les animaux protégeés et clsearianaux non protégés) atteint 1,5
lorsque le composé est injecté, chez la souris,n@ dose de 30 mg/kg, par voie
intrapéritonéale, 15 minutes avant une irradiafid]. Cependant, sa toxicité, toujours chez
la souris, n’en reste pas moins élevée puisquéadtede 50 mg/kg. L'intérét de ce composé
vient de la présence d’'un noyau imidazole, connur ppporter un effet radioprotecteur. C’est
pourquoi, certains dérivés de la Naphazoline oltsghthétisés afin d’augmenter le pouvoir
radioprotecteur d'une part et d’autre part de direinla toxicité ; il s’agit pour I'essentiel de
dérivés phosphorés, par analogie au WR-2721, et ddevés organométalliques
(métallathiazolidines et métalladithioacétals). Gamant les dérivés phosphoreés, il est mis en
évidence une augmentation notable du pouvoir radiepteur chez la souris avec des FRD
allant de 1,60 a 1,84 sans grande variation dexgité [107]. Par contre, concernant les
dérivés organométalliques, il est montré une imfb@eimportante du métal dans l'activité et
dans la toxicité. En effet, qu’il s’agisse du genman ou du silicium, les structures
synthétisées (métallathiazolidines, métalladithédals) procurent une diminution de la
toxicité des dérivés de base purement organiguesesexaltation, parfois trés importante, de
leurs propriétés radioprotectricd98, 109]

195 57abo B. Pharmacol. Therd8, 1-35, 2002.

1% Ogidigben M.J., Chu, T.C., Potter, D.E. Exp. EyesR2, 331-9, 2001.
197 célariés B. et al. Radioprotectiot)(1), 57-71, 2005.

198 Celaries B. et al. Metal Based Dru§s]199-210, 2001.

19 Rima G. et al. Eur. J. Med. Chef8, 761-767, 1993.
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Malgré tout, le mécanisme d’action impliqué daeffét radioprotecteur apporté par
la Naphazoline reste encore inconnu. C’est pourqumis avons choisi de mettre en évidence
les propriétés antioxydantes et de protection BN de la Naphazoline, jusqu’a présent non
décrites, par des tests simpiesvitro présentés ci-dessous. Ces travaux ont donné lige a
publication[110].

IT.2. Mise en évidence de la protection de I'ADN en

présence de la Naphazoline aprés une irradiation gamma

IT.2.1. Introduction

Afin d’évaluer le pouvoir radioprotecteur de la Magoline et du WR-2721, vis a vis
de I'ADN, nous soumettons de I’ADN plasmidiqdel74 (4361 bp, Amersham Pharmacia
Biotech Inc.) a une irradiation gamma par une soaxc Cobalt 60, en présence et en absence
de ces deux composés. Les irradiations sont réalidgd ONERA (Office National d’Etudes
et de Recherches Aérospatiales) a Toulouse. Ef) efimme il est mentionné dans le premier
chapitre, 'ADN contenu dans le noyau des cellutmmstitue la cible principale des
rayonnements ionisants. Les modifications de I’ABdhsécutives a une irradiation peuvent
étre réparées pour certaines, mais pour d'authes, geuvent persister et étre a l'origine de
mutations, de mort cellulaire ou de phénoméne de&wsation. C’est pourquoi, nous avons

choisi d’utiliser de 'ADN plasmidique comme modél@tude.

IT.2.2. Conditions expérimentales

Différentes solutions contenant de '’ADN plasmidiqdl174 (Amersham Pharmacia
Biotech Inc, 4361 pb) dans 30 pL de tampon phdasphanM (pH 7,4, NaCl 10 mM) ont été
exposees a une irradiation par une source Cobadt différentes doses (débit de dose a 50
Gy/h) a 25°C en présence et en absence des dif&zemposés. La quantité d’ADN utilisée
par échantillon est de 0,5 pg (16,7 png/ml). Lesedad’irradiation sont similaires a celles
utilisées dans la littérature pour des tests seodsfl11].

10 prouillac C., Célariés B., Vicendo P., Rima GRCBiologies,329(3) 196-199, 2006.
M Kumar S.S., Chaubey R.C., Devasagayam T.P.A.a@aisini K.I. Mutat. Resi25 71-79, 1999.
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L’ADN plasmidique se présente sous la forme d’'unNAMouble brin circulaire
superenroulé (forme ). Lorsqu’il subit une coupsiaple brin, il passe a une forme double
brin circulaire relaxée (forme II) qui migre moilesn sur le gel d’agarose. Enfin, une coupure
double brin conduit a un ADN linéarisé (forme Igyi migre entre les formes | et Il. Ces
différentes formes sont séparées par migrationtréjg@rorétique et révélées par le bromure

d’éthydium.

Forme 1

Forme 1 /

Forme IIL

Figure 16: Les différentes formes d’ADN plasmidique.

Les coupures de I'ADN consécutives a lirradiatiomt donc été révélées par
électrophorése sur gel d’agarose 0,8 % contenamptl 28 bromure d’éthidium (10 mg/ml).
Apres irradiation, 10 uL de bleu de bromophénoP4g7&ycérol, 24,95 % tampon Tris, 0,05
% bleu de bromophénol) sont ajoutés a chaque éltbant.a migration est réalisée pendant
16 heures a 20 V dans du tampon tris borate EDTAD,8(1 g/L de
tris(hydroxyméthyl)aminométhane, 5,5 g/L acide Qoe, 0,93 g/L d’'EDTA). Le gel est
ensuite analysé et les différentes formes d’ADNpliglique ont été révélées par illumination
sur une table UV a 254 nm. Apres photographie, quantification des bandes a été realisée

par densitométrie a I'aide d’un logiciel Mesurim.
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Les dommages induits par les rayonnemgiist été estimés par 'augmentation de la
guantité de la forme circulaire relaxée. Le nombeecassures simple brin par molécule
d’ADN générées par les rayonnements a été évaluéegaourcentage de forme circulaire
relaxée (% Forme 1) selon la formule suivante :

Forme circulaire relaxée
% FIl =100 *

Forme circulaire relaxée ADN + Forme superenronlées¢

FIl = Forme Circulaire Relaxée

Le coefficient de 1,66 a été affecté a la formeesaproulée en raison d’une plus
faible fluorescence du bromure d’éthydium lorsq&dt lié a la forme superenroulée. La
forme trés compacte de I'ADN superenroulée ne pemas une bonne intercalation du
bromure d’éthydium entre ses paires de bases.

Nous avons également pu calculer les pourcentagpsotiection de la fagon suivante :

Pr— Tnr

% protection = 100 *——
P TeTnr

Avec R = Produit + ADN + Fenton ;g = témoin ADN non traité ; A= témoin ADN traité.

Un testt de Student a été réalisé afin de mettre en évwdBeffet protecteur des nos
composés. Nous avons comparé les échantillons ABiN t+ produit avec le témoin non
traité c'est a dire 'ADN natif (** difféerence tresignificative p < 0,01 ; * différence

significative p < 0,05) a l'aide du logiciel GrapdPInStat version 3.00.
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IT.2.3. Résultats

Aprés irradiation de I'ADN plasmidique en présergteen absence des différents
composeés et apres électrophorese sur gel d’aganoses, déterminons les pourcentages
d’ADN sous forme circulaire relaxée (soit le pourage de cassures simple brin) et les
pourcentages de protection correspondants. Lesntmations utilisées en Naphazoline et en
WR-2721 sont les suivantes : 0,5, 1, 5 et 10 mM.

Les pourcentages de cassures simples brins obtgmmés irradiation gamma en
absence et en présence de Naphazoline et de WR-8@2Zbnction de leur concentration,
sont représentés figure 17.

Naphazoline WR-2721
Pourcentage forme Pourcentage forme
circulaire relaxée circulaire relaxée
30 - 30
25 > 257 **
201 kd k4 20
15 : 151
10 104
5
ADN ADN Irrad. Irrad. Irrad. Irrad. ADN non ADN Irrad.+ Irrad. Irrad. Irrad.
non irradié + NP + NP + NP + NP irradié irradié WR +WR +WR +WR
irradié 05mM1ImM 5mM 10 mM 05mM 1mM 5mM 10mM
4 Gyas Gyo7 Gy |

Figure 17 : Pourcentage de cassures simples brins aprés mtami gamma a différentes
doses (4, 5, 7 Gy) en présence et en absence deaidme et du WR-2721 a différentes
concentrations (0,5; 1; 5 et 10 mM). Tous lesa@titions ont été réalisés en triplicates et
sont représentés, sous forme d’histogramme, lescpotages moyens obtenus et les écarts
types. * produit + irradiation gamma versus témaion irradié, p < 0,05, ** produit +

irradiation gamma versus témoin non irradié, p €0,

Une étude statistique est réalisée visant a compgaae un test de Student les
moyennes des pourcentages d’ADN sous forme cireutalaxée dans les échantillons traités
par la réaction de Fenton en présence de produgts la moyenne du pourcentage d’ADN
sous forme circulaire relaxée dans le témoin naitétrpar la réaction de Fenton (**:

différence trés significative, * : différence sificative).
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Les rayonnements gamma induisent des cassuresesitophs. Le taux de coupures
simple brin augmente avec la dose d’irradiatiomdéaonant I'expérimentation en présence de
Naphazoline, les pourcentages de cassures gérpaeekfférentes doses d’irradiation sont
évalués a 18,6% 0,99 % a 4 Gy, 26,06 0,33 % a 5 Gy et a 24,&10,75 % a 7 Gy contre
3,13+ 1,23 % en absence d’irradiation.

Pour I'expérimentation en présence de WR-2721taues de coupures sont évalués a
16,44+ 2,13 % a 4 Gy et 21,12+ 1,54 % a 5 Gy contre 5,12 1,45 % en absence
d’irradiation. Les pourcentages de coupures obtedass les deux expériences, aprés
irradiation en absence de composé sont signifieatent différents des témoins non traités,
c’est a dire non irradié et en absence des comp(s&0,01).

L’addition de Naphazoline dans le milieu induit udieninution du pourcentage de
cassures simple brin aprés une irradiation gamngauete que soit la dose d’irradiation. De
plus, cet effet est d’autant plus important quecdacentration en Naphazoline augmente.

Nous avons donc une relation dose-effet.

D’autre part, quelle que soit la dose d’irradiatiotous obtenons une protection
maximale a la concentration de 5 mM (75,60 + 0,944% Gy). Ceci démontre l'effet

protecteur vis a vis de ’ADN apporté par la Napdiae.

Concernant le WR-2721, nous observons égalemendiminution du pourcentage
de cassures simples brins lorsque la concentratioproduit augmente, et ce quelle que soit
la dose d'irradiation. Cependant, contrairemera &laphazoline, nous n’'observons pas une
protection totale de I'ADN, méme aux concentratites plus élevées (44,54 + 2,56 % a 4
Gy). Les pourcentages moyens de coupure obtenpgésance de WR-2721 a 10 mM restent

encore significativement différents du pourcentdgeoupure dans I'échantillon non irradié.

En conséquence, dans nos conditions, la Naphazdiméle plus efficace que le WR-
2721. Cependant, il ne faut pas oublier que le WRt2est une prodrogue du WR-1065 a
I'origine de I'effet protecteur. Il semble que lagsage par ce métabolite soit indispensable a

I'observation d’'un effet et que les rayonnementssants n’induisent pas sa formation.
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Il est & noter que l'effet radioprotecteur de lgopNazoline,in vitro, s’effectue a des
concentrations élevées. Ceci suggeranquivo les effets physiologiques de cette molécule,
en particulier, son effet alpha sympathomimétigagissent en synergie avec son activité
antioxydante. L’effet vasoconstricteur de la Napmltiaez pourrait étre a l'origine d'une
diminution de l'effet oxygene. Dans nos conditiamgérimentales, I'effet radioprotecteur
observé de ce composé résulte de ses capacitégexr f@s radicaux oxygénés fornesitu.
Différents processus d’hydroxylation sur la molécelle-méme ou de donation d’hydrogéne

peuvent étre envisages.

IT.3. Mise en évidence des dommages de I'ADN apreés

réaction de Fenton en présence et en absence de la

Naphazoline (NP)

IT.3.1. Introduction

L’effet majeur des radiations étant la radiolysd’dau, nous simulons cette radiolyse
par une réaction de Fenton afin de mettre en égalane protection (ou non) de I'’ADN vis-
a-vis de l'attaque des radicaux hydroxyl@42,113] En effet, en présence de peroxyde

d’hydrogéene, le fer ferreux est oxydé en fer fere@vec production de radicaux hydroxyles.

Fe* + HO +HO'

FE* + H,0,

Cette réaction est connue depuis 1894, lorsqueoReaaipporte que certains alcools
peuvent étre oxydés en présence de peroxyde d'g¢deoet d’ions ferreux FegBe>* [114].
Ce type de réaction est la principale source despé&éactives du dioxygéne en solution
[115,116] en biologie. Cependant, le mécanisme de cette ivéageste ambigu et
continuellement controversé dans de nombreusescptibhs. Yamazaket al. proposent le

passage par un ion ferryl (FeO) capable d'arracher un hydrogéne apidé].

M2 Erelon S., Douki T., Favier A., Cadet J. J. Ch&wmc. Perkin Trans 1, 2866-2870, 2002.
13 7hao C., et al. Biochemica et Biophysica Adt@23 114-123, 2005.

14 Eenton H.J.H. J. Chem. S@&5, 899-910, 1894.

15 pyppo A. Phytochemisti31, 85-88, 1992.

118 yoshiki Y., Okubo K., Onuma M., Igarashi K. Phykmenistry39, 225-229, 1995.

17 yamazaki, I., Piette, L. H. J. Am. Chem. Sdd.3 7588-7593, 1991.
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Dans notre mode opératoire, nous réalisons ldiodade Fenton en présence d’acide
éthylénediaminotétraacétique (EDTA). GénéraleméBDTA a pour réle de former un
complexe avec le Fe(ll) et le Fe(lll). Le compldxe(11)-EDTA permet d’éviter la liaison du
Fe(ll) avec le radical hydroxyle et ainsi il cobtre a promouvoir la dégradation du peroxyde
d’hydrogéne et la formation des radicaux oxygéidds]. Par ailleurs, I'addition d’'EDTA
améliore la solubilisation des oxydes de fer femiget ainsi favorise la réaction d’oxydo-
réduction du fef119].

L’EDTA peut également réagir directement avec U'exygénée pour former des
radicaux hydroxyle§120,121] Cependant un exces d’'EDTA peut neutraliser |escaaix
OH [122,123] C’est pourquoi il est important d’optimiser ldgioaFe(ll)/EDTA. Selon Shao-
An Cheng[118] il est conseillé d’utiliser un rapport 1:1.

IT.3.2. Conditions expérimentales

A une solution aqueuse d’ADN plasmidig@474 (Amersham Pharmacia Biotech Inc,
4361 pb) dans du tampon phosphate 5 mM (pH 7,4] a@M) sont ajoutées des quantités
variables des composés testés (Naphazoline et VERY2Ux mémes en solutions dans du
tampon phosphate. La quantité d’ADN utilisée pdraétillon est de 0,5 pug (16,7 pg/ml). La
réaction de Fenton est réalisée en ajoutant deticaw fraichement préparées de sel de Mohr
(sulfate d’ammonium ferreux, ACS reagent, 100 ud4) peroxyde d’hydrogene a 30 % (100
pnM) et ’EDTA (Sigma Aldrich, 100 uM). Les échaftiis, d’un volume final de 30 pL, sont
ensuite incubés a 37 °C pendant 12 minutes. Ldiodade Fenton est bloquée par addition
d’une solution de mésylate de desferoxamine (cdraion finale de 0,18 mM).

Comme précedemment, les coupures de 'ADN conséufi I'attaque des radicaux
oxygénés ont donc été révélées par électrophovesekd’'agarose 0,8 % contenant 25 pL de
bromure d’éthydium (10 mg/mL) apres addition a cle@chantillon de 8 uL de bleu de
bromophénol (75 % glycérol, 24,95 % tampon Tri$)50% bleu de bromophénol). La
migration est réalisée pendant 16 heures a 20 ¥ dartampon tris borate EDTA (10,8 g/L
de tris(hydroxyméthyl)aminométhane, 5,5 g/L acidadue, 0,93 g/L d’'EDTA).

18 Cheng S.A., Fung W.K., Chan K.Y., Shen P.K. Cheshese 52, 1797-1805, 2003.

119 Blesa M.A., Morando P.J., Regazzoni A.E. Chemiidsolution of Metal of Oxides. CRC Press, Boca
Raton, FL, 1994

120 Gutteridge J.M.C., Bannister J.V. Biochem234, 225-228, 1986.

121 Aruoma O.1., Halliwell B., Gajewaski E., DizdarogM. J. Biol. Chem264, 20509—20512, 1989.

122\walling C., Partch R.E., Weil T. Proc. Natl. Ac&ti. USA72, 140-142, 1975.

123 7hao M.J., Jung L., Tanielian C., Mechin R. FreelRal Res20, 345-363, 1994.
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Le gel est ensuite analysé et les difféerentes ferdid@DN plasmidiques révélées par
illumination sur une table UV a 254 nm. Apres plgpaphie, une quantification a été réalisée
par densitométrie a I'aide d’un logiciel Mesurim.

Les dommages induits par les radicaux oxygénésterdgstimes par 'augmentation de
la quantité de la forme circulaire relaxée. Le noentle cassures simple brin par molécule
d’ADN générées par les radicaux oxygénés a étéuévphr le pourcentage de forme
circulaire relaxée (% Forme 1) selon la formulévente :

Forme circulaire relaxée
% FIl =100 *

Forme circulaire relaxée ADN + Forme superenronlées¢

FIl = Forme Circulaire Relaxée

Le coefficient de 1,66 a été affecté a la formeesaproulée en raison d’une plus
faible fluorescence du bromure d’éthydium lorsq&dt lié a la forme superenroulée. La
forme trés compacte de I'ADN superenroulée ne pemas une bonne intercalation du
bromure d’éthydium entre ses paires de bases.

Nous avons également pu calculer les pourcentagpsotiection de la fagon suivante :

Pr— Tnr

% protection = 100 *——
P TeTnr

Avec R = Produit + ADN + Fenton ;5§ = témoin ADN non traité ; A= témoin ADN traité.

Un testt de Student a été réalisé afin de mettre en évwdBeffet protecteur des nos
composeés. Nous avons comparé les échantillons ABiN t+ produit avec le témoin non
traité c'est a dire 'ADN natif (** difféerence tresignificative p < 0,01 ; * différence

significative p < 0,05) a l'aide du logiciel GrapdPInStat version 3.00.
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IT.3.3. Résultats

Apres traitement de ’ADN plasmidique par une réactde Fenton en présence et en
absence des différents composés, |'électrophoréisegel d'agarose, nous permet de
déterminer les pourcentages d’ADN sous forme caicellrelaxée et les pourcentages de
protection correspondants. Les concentrationssagb en Naphazoline et en WR-2721 sont
les mémes que celles utilisées dans le test prétéde

Les résultats obtenus sont représentés figure Ibotiexprimeés les pourcentages de
cassures simples brins, consécutives a I'attageeraticaux hydroxyles, en fonction de la

concentration en Naphazoline et en WR-2721.
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B) A)
Fll Z
«Q
Pourcentage forme Fl =y
circulaire relaxée 8
60 .
OH-
501 NP (mM)

ADN ADN + pdt ADN 0,5 1 5 10
non 10mM  oxyde Concentration
oxydé (sans produit) (mM)

m Naphazoline m WR-2721

Figure 18: (A) Gel d’électrophorese de 'ADN174 exposeé aux radicaux Olgéenerés par
la réaction de Fenton en présence et en absenda 8&aphazoline (0,5; 1; 5; 10 mM).
Colonne 1 : ADN non traité, colonne 2 : ADN expasg OH , colonne 3 : ADN en présence
de NP (10 mM), colonne 4 : ADN exposé aux @H présence de NP (0,5 mM), colonne 5 :
ADN exposé aux OHen présence de NP (1 mM), colonne 6 : ADN expogeCGH " en
présence de NP (5 mM), colonne 7 : ADN exposé &lixeD présence de NP (10 mM). FI =
Forme superenroulée, Fll = forme circulaire relaxé€B) Pourcentage de cassures simple
brin généréepar les radicaux OH issus de la réaction de Fenton en présence ebserze
de NP et de WR-2721 a différentes concentratiofss; (D ; 5 ; 10 mM). Tous les échantillons
ont été réalisés en triplicates et les valeursriégs sont des valeurs moyenaascarts types.

* produit + réaction de Fenton versus témoin noaité, p < 0,05, ** produit + réaction de

Fenton versus témoin non traité, p < 0,01.
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Une étude statistique est réalisée visant a compgzae un test de Student les
moyennes des pourcentages d’ADN sous forme cireutalaxée dans les échantillons traités
par la réaction de Fenton en présence de produgts la moyenne du pourcentage d’ADN
sous forme circulaire relaxée dans le témoin naitétrpar la réaction de Fenton (**:
différence trés significative, * : différence sificative).

Comme il est représenté figure 18, les radicauxgémgs induisent des cassures
simples brins alors que la Naphazoline et le WRI272nt aucun effet délétere sur 'TADN
plasmidique. Dans nos conditions, nous obtenon80538, 0,77 % d’ADN sous forme
circulaire relaxée lorsque nous le soumettons a mdaetion de Fenton ; les radicaux
hydroxyles générent des cassures simple brin. D& plns le témoin non traité, nous avons
10,06+ 0,87 % d’ADN sous forme circulaire relaxée. La@i€énce des pourcentages moyens

de coupures entre ces deux échantillons est sighife (p < 0,01).

L’addition de Naphazoline entraine une nette dimamudes coupures de 'ADN, et ce
des la concentration de 0,5 mM. A cette concewpmmatenviron 45,3 % de l'apparition de
coupure simple brin a été inhibée. Cet effet esenl® également avec le WR-2721 mais la

diminution est moins importante : I'inhibition efdns ce cas de 37,6 % a 0,5 mM.

En présence de Naphazoline, la protection de I'AddMgmente avec la concentration
pour atteindre un effet maximal a 5 mM, lorsquel}) est protégé en totalité. En effet, il n’y
a pas pour cette concentration de difféerence sogife entre le pourcentage moyen de
cassure dans le témoin non traité et le pourcentamgn obtenu a 5 mM (9,94 0,94 %
d’ADN sous forme circulaire relaxée). Cette concatiin est similaire a celle obtenue avec
un autre composeé testé en tant que radioprotedteuerbascosidgl24].

Avec le WR-2721, cette protection reste toujoursnsmomportante en comparaison
avec la Naphazoline. En effet, a 5 mM, il restecea®28,04+ 0,66 % d’ADN sous forme
circulaire relaxée. Une protection quasi-totaleadgenue a 10 mM avec 12,6&71,09 % de
coupures simples brins ; la différence est sigaifi@ avec le témoin non traité (p < 0,05)

pour lequel nous observons 9;80,87 % de coupures simple brin.

124 7hao C. al. Biochem. Biophys. Acti723(1-3) 114-123, 2005.
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Les résultats obtenus avec la Naphazoline mongyeat’effet radioprotecteur observé
chez I'animal résulte en partie de I'inhibition tieffet indirect des rayonnements ionisants.
Afin de confirmer les propriétés antioxydantes a@eNlaphazoline, nous avons entrepris une

étude par résonance paramagnétique électronique.

Par contre, méme si les concentrations nécessair®8R-2721 pour obtenir un effet
antioxydant sont plus élevées que celles utilisées la Naphazoline, ce résultat ne remet pas
en cause l'efficacité de ce produit. En effet, cammous le mentionnions précédemment, le
WR-2721 est une prodrogue, son meétabolite actifyWR-1065, est a l'origine de l'effet
radioprotecteur.

Dans le cas du WR-2721, il semble indispensabli gait un clivage de la liaison S-
P pour qu’il y ait une activité. Cette réactionpeut étre induite par les radicaux hydroxyles.
L’activité antioxydante que nous mesurons danscoeslitions est donc uniqguement celle du
WR-2721 et non celle du produit issu de son hydmmlye WR-1065.
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IT.4. Etude par Résonance Paramagnétique Electronique

du mécanisme de capture des radicaux hydroxyles par la

Naphazoline

IT.4.1. Introduction

La résonance paramagnétique électronique (RPEJresttechnique de choix pour
détecter les espéces paramagnétiques tels queadésaux libres. Pour contourner les
problemes de détection des radicaux libres liésua faible durée de vie, la technique de
piégeage de spin est mise au point par Jaetzalj125].

Cette méthode consiste en I'utilisation d'une méédiamagnétique (figure 19), le
piege, qui réagit avec le radical libre pour donmerdduit de spin plus persistant et donnant
un signal caractéristique en RPE.

R + F —— (RP)

Molécule
diamagnétique Signal en

RPE

Figure 19: Schéma du principe du piégeage de spin.

Il existe deux grandes classes de molécules piélgssnitroso et les nitrones. Pour
notre part, nous avons choisi une molécule appantea la classe des nitrones et la plus
utilisée, le 2,2-diméthyl-3,4-dihydro-2pyrrole-1-oxyde (DMPO). Ce piege est I'un des plus
performants concernant les radicaux centrés sxydene.

®
N

125 3anzen, E.G., Blackburn, B.J. J. Am. Chem. 86¢5909-5910, 1968.
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Dans le cas du DMPO, l'addition du radical ne ai pas sur 'azote mais sur le
carbone de la fonction nitrone, donnant en RPEignak caractéristique qui est un triplet

dédouble.

OH
Y% ’ + HO—m> |
l\I; N
@) 0}

IT.4.2. Conditions expérimentales

Les radicaux hydroxyles ont, comme précédemmeatgéhérés par une réaction de
Fenton. Les réactions ont été réalisées dans dpotaphosphate 5 mM (pH 7,4, NaCl 10
mM) pour un volume final de 100 pL. Pour chaqueiigdss différents réactifs ont été ajoutés
dans l'ordre suivant : EDTA (100 uM), peroxyde dihggene (100 uM), NP (0, 0,5;1;5;
10 mM), sel de Mohr (100 pM) et le DMPO (150 mMgsLmesures ont été réalisées sur un
spectrometre Bruker EFP 308¢empérature ambiante. Les mesures sont réalséesut de
6 minutes.

L’intensité du signal obtenu pour différentes carications de composé a été

compareée avec le signal en I'absence de celle-ci.

IT.4.3. Résultats

Nous avons déterminé les propriétés antioxydanteta dNaphazoline vis a vis des
radicaux hydroxyles générés par une réaction déoRem situ. Les concentrations utilisées

en Naphazoline sont les mémes que celles utildaies les tests précédents.

Les résultats obtenus sont présentés figure 2@otliexprimes les intensités relatives

du signal RPE obtenu en présence de Naphazolinaymaort au signal du DMPO.
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Intensité relative
du signal
DMPO/OH-
100,
801
601
40
Bl e
0 0,5 1 5 10 15
NP (mM)

Figure 20: Pourcentage du signal de I'adduit DMPO/Obébtenu en présence de NP par
rapport au témoin sans NP (100 %). Dans I'encagnal RPE de I'adduit DMPO/OH

En absence de Naphazoline, nous obtenons un sggmattéristique de I'adduit
DMPO/OH avec @ = 14,85 et g = 14,85. L’'addition de Naphazoline a différentes
concentrations (0,5 ; 1; 5 et 10 mM) induit unenidiution de I'intensité du signal attribué au
piégeage des radicaux hydroxyles. Dés 0,5 mM, nbgsrvons une diminution de 36,84 %
du signal par rapport au témoin sans Naphazolifeuti® part, nous avons une inhibition de
50,31 %=+ 2,54 du signal des la concentration de 1 mM ; &M, nous observons une
inhibition du signal de 74,64 %. Nous avons done @augmentation de la capture des
radicaux hydroxyles par la Naphazoline lorsque®entration augmente pour atteindre un
plateau a 5 mM, la méme concentration pour laqualbes avons observé un effet
radioprotecteur dans nos investigations précéder@es résultats témoignent de la plus
grande affinité de la Naphazoline vis-a-vis descaak oxygénés que le DMPO.

Ce test confirme le potentiel antioxydant de lapMhNezoline a des concentrations

néanmoins relativement élevées.
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IT.5. Conclusion

En conclusion, nous confirmons le pouvoir radiopctdéur de la Naphazoline vitro.

La concentration pour laguelle nous observons et efiaximal est de 5 mM. Cependant,
nous pouvons observer un effet dés la concentrateo®,5 mM. De plus, nous montrons
également que ce composé posseéde des propriéigsydanhtes qui semblent expliquer une
partie de son mécanisme d’action. Il faut noterlgusoncentration efficace reste relativement
élevée ; par consequent, il est raisonnable deepepsil existe,in vivo, un autre mécanisme

permettant d’expliquer ses propriétés radioprotedr Cet autre mécanisme résulte
vraisemblablement de ses propriétés alpha-adrénuegjia I'origine d’'un effet hypertenseur.
La capture des radicaux libres est le principal ané&me connu impligué dans l'effet

radioprotecteur, mais il ne faut pas oublier qumdliction d’une hypoxie en est un autre. La
5-hydroxytryptamine en est d’ailleurs un exemplésqu'il s’agit d’'un radioprotecteur dont

un des mécanismes d’action est I'induction d’'unpdxye consécutive a une vasoconstriction
[126]. L'activité radioprotectrice de la Naphazolineukés donc d’'une combinaison de ses
propriétés antioxydantes a des doses élevées dt &eal de ses propriétés alpha-

adrénergiques.

D’autre part, nous comparons l'activité antioxydade la Naphazoline avec celle du
WR-2721. A lissu de ces tests, il s’avere que IRYA721 est moins efficace en terme de
protection de I'ADN. Son métabolite, le WR-1065ndxe le principal responsable de
l'activité radioprotectrice et la liaison S-P sembksister aux radiations et aux radicaux

hydroxyles.

Au vu de ces résultats nous avons realisé la syathet I'étude de nouveaux
radioprotecteurs dérivés du benzothiazole et dadihzole de types thiols, aminothiols, acides
thiosulfoniques et phosphorothioates. La synthéseas composés est développée dans le
chapitre 1l, nous présentons dans les paragraplieanss les résultats de I'étude de leur

activité antioxydante et radioprotectrice vis-a-desI’ADN plasmidique.

126\;an der Meer C., van Bekkum DW. Int. J. RadiablB4, 105-110, 1961
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ITI. ETUDE DES PROPRIETES ANTIOXYDANTES DES

COMPOSES SYNTHETISES

III.1. Test au 1,1-DiPhényl-2-Picryl-Hydrazyl (DPPH)

ITIT.1.1. Introduction - Principe du test

Ces dernieres années, un intérét grandissant postésubstances potentiellement
antioxydantes est apparu en vue de prévenir notamleeeffets déléteres des radicaux libres
formés de fagcon endogene dans I'organisme ou bgrside processus physiques, notamment

de la radiolyse de I'eau.

Parallelement a cela, de nombreuses méthodes dge dsoeloppées permettant
d’évaluer les capacités antioxydantes de compoaésats ou bien issus de la synthése
chimique. L'un d’entre elle, couramment utiliséait fappel a I'utilisation d’'un radical libre
stable, le 1,1-DiPhényl-2-Picryl-Hydrazyl (DPPH).

La stabilité de ce radical résulte de la délocabsaimportante de ['électron
célibataire sur la totalité de la molécule empétharsi la dimérisation de se produire comme
c’est souvent le cas pour les autres radicauxr@i@d). D’autre part, cette délocalisation est a
I'origine de la coloration violette en solution attolique ou méthanolique caractérisée par

une bande d’absorption dans le visible a 516 nm.

e

1 : diphénylpicrylhydrazyl (radical libre) 2 : dighylpicrylhydrazine (forme réduite)

Figure 21 : Structure du radical 1,1-DiPhényl-2-Picryl-Hydrgl et de sa forme réduite.

153



Chapitre 11l : Activité antioxydante et radioprotectrice

Le principe du test est le suivant: l'addition dadical DPPH a une solution
éthanolique (ou méthanolique) contenant un compoggntiellement antioxydant et pouvant
céder un atome d’hydrogéne entraine une diminwt@ia coloration violette caractéristique

de I'apparition de la forme réduite du DPPH.

Simultanément il se forme un autre radical, lui rer§ouvant engendrer des réactions
secondaires, notamment des dimérisations. Au tefenéa réaction, il persiste une légere

coloration jaune due au groupement picryl résiduel.

Si nous représentons le radical DPP#&F Z et la molécule donneuse d’hydrogéne par
AH, la réaction peut s’écrire de la fagcon suivante

Z+ AH——> ZH + A

ou ZH est la forme réduite et ke radical produit.

Certaines molécules peuvent donner deux atomesldiggnes ; c’est le cas de l'acide
ascorbique (vitamine C). Deux molécules de DPBbht donc réduites par une molécule

d’acide ascorbique.

Avant de realiser ce test, pour chaque composé avons également déterminé les
maximums d’absorption et les coefficients d’extioctmolaires €) afin de nous assurer que
les composés synthétisés n'absorbent pas danswéadtabsorption du radical DPPB 516
nm. Ces caractérisations sont décrites dans l&eppérimentale de ce chapitre. Aucun de

nos composés ne possede de bande d’absorptionranb16

Cette étude débute par I'évaluation du pouvoircaytiant des précurseurs utilisés
pour la synthese de nos dérivés, a savoir les amibe but est de s’assurer que la
modification structurale apportée permet daugmentactivité antioxydante. Nous
présentons ensuite les résultats obtenus avecriees (-5), les alcools 21-25) les thiols
(11-15)et enfin les aminothiolslg, 17, 19) Les aminothiold8 et20 n'ont pas pu étre testés
pour des raisons de solubilité ainsi que les acitl@ssulfoniques 30-35 et les
phosphorothioate86-37).
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ITI.1.2. Conditions expérimentales

ITI.1.2.1. Détermination des caratéristiques UV

Afin de s’assurer que nos composés n'absorbentdpas les longueurs d’ondes
utilisées pour les deux tests suivants (DPPH, 56 ai ABTS, 734 nm), nous avons
déterminé pour chacun deux les maximums de longualionde et les coefficients
d’extinction molaires par famille de composés. loeefficients d’extinction molaire sont
obtenus en tragant la droite d’absorbance en fomae la concentration du composé. Les
produits ont tous été solubilisés dans I'éthanaif g@ur les acides thiosulfoniques et les
phosphorothioates pour lesquels les spectres émtbéenus dans I'eau.

Les mesures ont été réalisées sur un spectromé&fré\dgilent 8453 piloté par le

logiciel Chemstation.
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e Les amines

La figure 22 représente un spectre UV obtenu av@edminobenzothiazole.

18 1 212 nm
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. / >7 b
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Figure 22: Spectre UV du 2-aminobenzothiazole (60 pM).

Les maximums de longueurs d’onde et les coeffisidixtinction molaire sont

rassemblés dans le tableau 8 :

Maximum de longueur .
Epsilon g

Composés d((r)]”mo)'e (mol™.L.cm™)
' , 212 11276
2-amino-benzothiazole 252 21909
204 22600
2-amino-6-méthylbenzothiazole 218 25400
264 12800
' ] , 211 28400
2-amino-6-éthoxybenzothiazole 270 11500
. ) , - 197 1200
2-amino-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazole 281 8400
. ) - 201 2300
2-amino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazole 254 6100

Tableau 8: Détermination des coefficients d’extinction mmales amines dans I'éthanol.
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* Les amidesl-5)
La figure 23 représente un spectre UV obtenu paumi(5-(éthylthio)-1,3,4-
thiadiazol-2-yl)propylamide4).

214 A
= 5
=124 201 nm I 283 nm
Z -
% / y—
DIB | /-/4 %
0g - H3C HaCS . NHEOC Hak Hy
04 -
02 1
I:I T T T T T T
190 240 290 340 350 440 480
Longueur d'onde A (nm)

Figure 23: Spectre UV du N-(5-(éthylthio)-1,3,4-thiadia2sid)propylamide 4) (120
HM).
Les maximums de longueurs d’onde et les coeffisidixtinction molaire sont

rassemblés dans le tableau 9 :

Maximum de Epsilon &
Composés longueur d'onde Pl 1
(nm) (mol™~.L.cm™)
. . 209 18400
N-benzothiazol-2-yl-propylamide) 575 3000
. , : 214 23300
N-(6-méthylbenzothiazol-2-yl)propylamid@)( 279 15200
. : : 217 25700
N-(6-éthoxybenzothiazol-2-yl)propylamida)( 287 15400
N-(5-(éthylthio)-1,3,4-thiadiazol-2- 201 6900
yhpropylamide §) 283 11200
N-(5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)propylamid&)( 201 4300

Tableau 9: Détermination des coefficients d’extinction mdades composéd-6) dans

I'’éthanol
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* Les aminoalcools21-25
La figure 24 représente un spectre UV obtenu peul-iminobenzothiazol-3-yl-

éthanol 21).

CH,CH,OH

Absorbance

340 390 440 490
Longueur d’'onde A (nm)

Figure 24: Spectre UV du 2-iminobenzothiazol-3-yl-éthald (1 M).

Les maximums de longueurs d’onde et les coeffisidigxtinction molaire sont

rassemblés dans le tableau 10 :

Maximum de
. longueur Epsilon g
Composes d'onde (mol™.L.cm™)
(hm)

204 5900

2-benzothiazol-2-ylamino-éthandd)( 219 11900
252 5900

(2-imino-6-méthylbenzothiazol-3-yl)éthanal) ( 209 20100
262 6100

(2-imino-6-éthoxybenzothiazol-3-yl)éthan@) ( 213 20300
273 7800
(2-imino-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazol-3-yl)éthanol 202 6000
9) 277 5100
(2-imino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-3-yl)éthandl) 201 4500
247 3700

Tableau 10: Détermination des coefficients d’extinction maades composé${10)dans
I'éthanol.

158



Chapitre 11l : Activité antioxydante et radioprotectrice

* Les thiols {1-15
La figure 25 représente le spectre UV du dérivéhilél,3,4-thiadiazole-2-thioll().

07 7 310 nm
@ 202 nm

206 1
2045 ¥

g 240 nm /4 )\
04 H3CH-C s SH

190 240 290 340 390 440 490
Longuewr d'onde A (nm)

Figure 25: Spectre UV du 5-éthyl-1,3,4-thiadiazole-2-tH{ith) (60 uM).

Les maximums de longueurs d’onde et les coeffisidixtinction molaire sont

rassemblés dans le tableau 11 :

Composeés Maximum de Epsilon € (mol

longueur d'onde (nm) Ll.em™)

207 9100

benzothiazole-2-thioll(1) 230 7100

325 13100

208 17000

6-méthylbenzothiazole-2-thiol R) 239 14700
327 16700

) : : 202 18300
6-éthoxybenzothiazole-2-thiol 8) 240 14500
329 20900

203 20800

5-éthylthio-1,3,4-thiadiazole-2-thiol §) 243 13500
323 19200

202 8600

5-éthyl-1,3,4-thiadiazole-2-thiolLp) 241 4900
310 10600

Tableau 11: Détermination des coefficients d’extinction madades composéd 1-15 dans
I'éthanol.
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* Les aminothiolsi6, 17, 19
La figure 26 représente le spectre UV du dérivé6-éthylbenzothiazol-2-
ylamino)éthanethiol(7).

18 1 ‘____;224 nin
1.6 1 280n1n
14 1

1 / N
1.2 /@i \>—NHCH2CHZSH
1 -
HsC 5

0.5
05
0.4 7
0.2

Absorbance

190 240 290 340 4280 440 490
Longuemr d'onde A (nm)

Figure 26: Spectre UV du 2-(6-méthylbenzothiazol-2-ylamétitgnethiol 17)
(100uM).

Les maximums de longueurs d’onde et les coeffisidixtinction molaire sont

rassemblés dans le tableau 12 :

Maximum de Epsil

Composés longueur d'onde Pls' on 8_1

(nm) (mol™~.L.cm™)
. o : 224 14300
2-(benzothiazol-2-ylamino)éthanethidlg) 574 9000
2-(6-méthylbenzothiazol-2- 224 17500
ylamino)éthanethioll(7) 280 11400
2-(5-éthylthio-1,3,4-thiadiazol-2- 206 2800
ylamino)éthanethiol9) 288 7100

Tableau 12: Détermination des coefficients d’extinction miaades composéd§-17, 19)

dans I'’éthanol.
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* Les acides thiosulfonique34, 39
La figure 27 représente le spectre UV de I'acid® @-imino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-
3-yl)éthyl thiosulfonique35) :

2,57
N — 205 nm /CHZCHZSSQ,H
-
£ 15 /& \ﬁ\
S NH, HBr
8 1 B H30H2C S
<
0,57
O T T T T T 1
190 240 290 340 390 440 490
Longueur d'onde A

Figure 27: Spectre UV de l'acide S-2-(2-imino-5-éthyl-1;&hiadiazol-3-yl)éthyl
thiosulfonique 35).

Les maximums de longueurs d’onde et les coeffisidigxtinction molaire sont

rassemblés dans le tableau 13 :

Maximum de Epsilon &
Composés longueur d'onde 91 1
(nm) (mol™~.L.cm™)
acide S-2-(2-imino-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazol-
3-yl)éthyl thiosulfonique 34). 205 2158
acide S-2-(2-imino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-3- 207 4096

yl)éthyl thiosulfonique §5).

Tableau 13: Détermination des coefficients d’extinction maades composés4, 35)dans

I'eau.
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» Les phosphorothioate86, 37
La figure 28 représente le spectre UV du dérivé(3-2nino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-
3-yl)éthylthiophosphate3().

204 nm
1 —
254 nm
§ 0,8 1 - /CHZCHZSPQHz
80,6- N—N
3 /& \ﬁ\NH HB
<04 HaCH,C S i
0,2+
O T I I I n‘\ M!
190 240 290 340 390 440 490
Longueur d’onde A

Figure 28: Spectre UV du S-2-(2-imino-5-éthyl-1,3,4-thiamtib3-yl)éthylthiophosphate
(37).

Les maximums de longueurs d’onde et les coeffisidigxtinction molaire sont

rassemblés dans le tableau: 14

Maximum de Epsil
Composeés longueur d'onde p.f' on 8-1
(nm) (mol™~.L.cm™)
S-2-(2-imino-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazol-3- 195 9931
yhéthylthiophosphate36) 210 9362
S-2-(2-imino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-3- 204 3800
yhéthylthiophosphate3(7) 254 2700

Tableau 14: Détermination des coefficients d’extinction maades composés§, 37)dans

I'eau.
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ITI.1.2.2. Techniques expérimentales

Ce test est décrit en 1958 par BI¢i7]. Depuis, certaines modifications ont été
apportées et un parameétre important a été introdaitdétermination de la &l définie
comme étant la concentration en substrat entratmadiminution de 50 % de la coloration
violette donc de I'absorption. A cette concentmnatE) % du DPPHest passé sous forme
réduite. Ce paramétre a été introduit par Brandidiils et al.[128] par analogie avec
d’autres parameétres biologiques tels que lg,DL

Récemment Molyneuld29] décrit les conditions de réalisation de ce test :

- le volume de la réaction doit étre compris entet 2 ml ;

- le solvant peut étre du méthanol ou de I'éthanol ;

- il n'y a pas de conditions de pH strictement déknj

- la concentration en DPPH doit étre comprise enrets200 uM afin d’avoir une

absorbance inférieure a 1 (classiquement aux alentte 80 uM) ;

- l'absorbance est mesurée classiquement a 5155386u 520 nm ;

- la durée totale de réaction est généralement &xXg@ minutes.

Nous avons donc choisi de répondre a 'ensembtegeritéres et de déterminer pour

chaque produit le pourcentage de réduction du D&Eulé selon la formule ci-dessous :

Q=100 (A - Ac)/Ag

ou Ay est I'absorbance initiale en absence de compaester et A est 'absorbance
mesurée a 30 minutes.

A une solution dans I'éthanol du radical DPR8D uM) est ajoutée une solution du
composé a tester a différentes concentrationsyrouolume final de 3 ml.

L’absorbance est mesurée a 516 nm a 30 minutesju€l@ncentration est réalisée en
triplicate.

Pour chaque test nous avons réalisé une courbaatiéage du DPPHEN effet pour
chaque essai une nouvelle solution de DR#Hpréparée car ce radical évolue en solution et

il y a une perte d’activité d’environ 4 a 5 % erelgemaine.

127 Blois M.S. Nature181, 1199-200, 1958.
128 Brand-Williams W., Cuvelier M.E., Berset C Foodeéwe and Technolog?8, 25-30, 1995.
129 Molyneux P. Songklanakarin J. Sci. Techra, 211-219, 2003.
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Un exemple du spectre UV du radical DPIRHde courbe d’étalonnage est représenté

figure 29.
A) B)
o 09 - £08] RZ= 09979
u g
508 £ 05
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g 07 1 504
= 0F A 02]
05 -

O 20 40 B0 80 100

0.4 - Concentration (ui)
03 A
02 -!
0.1 +
0 T T T T T |
150 230 30 490 530 B30 790

Longeur d'onde A {nm)

Figure 29: A) Spectre UV du DPPH (20uM) dans I'éthar®).Droite détalonnage du
DPPH (f(([DPPH]) = Abs.).
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ITT.1.3.Résultats

IIT.1.3.1. Les amines

Le test au DPPHest réalisé en présence des différentes amindisfes comme
précurseurs dans nos synthéses, pour différentegiotrations.
L’ensemble des résultats obtenus a la concentrali®4 mM en composé est

rassemblé dans le tableau 15 :

Composeés Pourcentage d’inhibition a 4 mM
2-aminobenzothiazole 6,03+ 0,57 %
2-amino-6-méthylbenzothiazole 5,57+ 0,98 %
2-amino-6-éthoxybenzothiazole 9,03+ 1,01 %
2-amino-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazole 9,57+ 0,68 %
2-amino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazole 4,80+ 0,78 %

Tableau 15: Détermination des pourcentages d’inhibition ohte en présence des amines a
la concentration de 4 mM.

Quel que soit le composé testé, nous observons tndse faible diminution de
'absorbance a 516 nm (de 'ordre de 10 % en mogepour des concentrations inférieures a

4 mM. Ceci traduit un faible pouvoir antioxydansaé-vis du radical DPPH
Les concentrations inhibitrices 50 % £g}lde ces composés ne sont pas déterminées
en raison de la nécessité d’'une concentration éJesépérieure a 4 mM pour avoir une

inhibition voisine des 10 % en moyenne.

Ces résultats montrent clairement l'intérét de medichimiquement ces composés
afin de les transformer en véritables moléculemaydantes.
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ITT.1.3.2. Les amides (1-5)

Le test au DPPHest réalisé en présence de chacun de ces amigdssiaurs
concentrations. Comme pour les dérivés de la fanpllécédente, il n'est pas observé
d’'importante diminution de I'absorbance a 516 nnurpdes concentrations inférieures a 4
mM. C’est pourquoi, dans le tableau 16 sont repsrtées inhibitions obtenues a la

concentration de 4 mM pour chacun des dérives.

Composés Pourcentage d’inhibition a 4 mM
N-benzothiazol-2-yl-propylamidel) 19,10+ 0,11 %
N-(6-méthyl-benzothiazol-2-yl)propylamidg)( 2,99+ 0,15 %
N-(6-éthoxy-benzothiazol-2-yl)propylamid8)( 5,49+ 0,89 %
N-(5-(éthylthio)-1,3,4-thiadiazol-2-yl)propylamidd)( 7,21+ 0,56 %
N-(5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)propylamid&)( 2,62+ 0,76 %

Tableau 16: Détermination des pourcentages d’inhibition & en présence des amides
(1-5).

Comme pour les composés précédents, leg @& ces composés ne sont pas
déterminées en raison de la nécessité d’'une caatient élevée, supérieure a 4 mM pour

avoir une inhibition voisine des 10 % en moyenne.

En raison du faible pouvoir antioxydant de ces coség, nous écartons cette famille

de la suite de notre étude.

IIT.1.3.3. Les alcools (21-25)

Le test au DPPtest réalisé en présence des aminoalcools a ptasiencentrations.
Pour le dérivé2]l, la Cky de ce composé n’est pas déterminée : en effetjnimilgition de
seulement 25,78 1,8 % a été observée pour la concentration den#)5

Il en est de méme pour le comp@2pour lequel une inhibition de seulement 1968

2,24 % est observée pour la concentration de 4 mM.
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En revanche pour les dérives, 24 et 25, nous avons déterminé lessgltableau 17)
Elles sont obtenues a partir des droites de régredes pourcentages d’'inhibition obtenus en

fonction de la concentration en composé :

Composés Clso (mM)
23 1.4
24 3,5
25 2,4

Tableau 17: Concentrations inhibitrices 50 % des aminoal®aB, 24 et 25.

En raison de leur faible pouvoir antioxydant, cesnposés sont également écartés

pour la suite de notre étude. En effet, les €bnt toutes supérieures a 1 mM.

ITT.1.3.4. Les thiols (11-15):

Le test au DPPHest réalisé en présence des thiblsa 15 pour lesquels nous
déterminons les G respectives, graphiquement a partir des droiteségeession tracées
représentant les pourcentages d’inhibition en fonctles concentrations (cf p 171). Les
résultats sont rassemblés dans le tableau 18 :

Composés Clso (mM)
11 0,092+ 0,006
12 0,091 + 0,004
13 0,046+ 0,005
14 0,053+ 0,006
15 0,084+ 0,005

Tableau 18 :Concentrations inhibitrices 50 % des thidls15.
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Il s’avére que nous modifions considérablement gegpriétés antioxydantes des
composés de départ, a savoir les amines. La similetitution de la fonction amine en
position 2 par une fonction thiol permet d’abaidssrCky qui deviennent toutes inférieures a
100 uM. En effet, pour les amines, nous n'avonsdgéasrminé les G car elles étaient toutes

supérieures a 4 mM.

ITI.1.3.5. Les aminothiols (16,17,19):

Nous avons évalué le pouvoir antioxydant de troignathiols qui sont les dérivés,
17 et19, les aminothiold.8 et20 n’étant que peu solubles.

Pour chacun des ces dérivés nous déterminons lgsg@phiquement a partir des
droites de régression obtenues représentant lescgrdages d'inhibition en fonction des
concentrations (cf p 172).

Les résultats sont reportés dans le tableau 19 :

Composés Clo(mM)
16 1,39+ 0,49
17 3,17+ 0,85
19 0,11+ 0,20

Tableau 19: Détermination des G¢ des aminothiold6, 17 et19.

Les Cko restent supérieures a celles obtenues avec legsliéd, 12, 13, 14 et 15.
Bien qu’elles soient néanmoins relativement élevéetamment pour les composkset 17,
nous avons choisi de poursuivre leur étude afioatdirmer ces résultats et I'influence de la
chaine alkyle dans l'activité antioxydante et radadectrice étant donné que les aminothiols
sont rapportés dans la littérature pour étre ddspeotecteurs intéressants. De plus, par
rapport aux alcool21 et 22, les Cko des composés6 et 17 sont inférieures ce qui montre

I'intérét d’'une fonction thiol.
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ITI.1.4.Bilan du test au DPPH

Nous avons commencé par tester les composés det diépsavoir les amines
primaires afin de vérifier que I'addition d’'un quehque groupement (amide, thiol ...) permet
d’augmenter les propriétés antioxydantes. Il s’avgue pour ces composes, legoGlont
supérieures a 4 mM. Ces derniéres n'ont pas égendigiées car nous estimons qu’au dela de
4 mM les propriétés antioxydantes sont trop faibllesn a été de méme lorsque nous avons

testé les amides correspondanitdy,
Nous avons ensuite déterminé lessoClles aminoalcools 2(0-25, intermédiaires

réactionnels de la synthése des phosphorothiohtss.résultats sont regroupés dans les

tableaux 20.
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Aminothiols Aminoalcools
. Clso (@
Composés Cleo @) Composes (mM)
(mM)
\>—NHCHZCHZSH 1,39 >4
\>—NHCHZCHZSH 3,17 - CH,CH,0H
¢ (17) (22) N
HsC >4
— >:NH, HBr
o 0,11
5/4 )\ " H,C -
N
>: 1,4
NH, HBr
S
H,CH,CO
(24) CHZCHZOH
N—N 3,5
3CH2CS/Q \/\NH HBr
(25) CHZCHZOH
2,4

N—N
3CH20/Q )\NH HBr

Tableau 20: Détermination des G} des aminothiols et des aminoalcodtsConcentration

en produit nécessaire pour réduire de 50 % I'absoide du DPPH a 516 nm.

170




Chapitre 11l : Activité antioxydante et radioprotectrice

Concernant lesaminoalcools ces derniers ont globalement ungyGlupérieure a 1
mM voire a 4 mM. Ceci témoigne d’'une faible molgilide I'atome d’hydrogéne, plus
particulierement de celui porté par 'oxygene. Cesiposés sont écartés pour la suite de cette

étudein vitro.

Concernant leaminothiols, les résultats montrent que nous avons diminu€lgset
par conséquent augmenté les propriétés antioxyslgaterapport aux alcools. La présence de
la fonction thiol semble étre déterminante pouctliaté antioxydante. Il est important de
noter I'activité intéressante du compd$t avec une Gh de 100 uM. Les composés et17

ont globalement une faible activité avec deg Glipérieures a 1 mM.

Thiols Références
i Clg, (@ Composés Cl;, (mBI)
Composs
(mM) Trolox 0,034
N WR-2721 0,106
\>—SH 0.092 Glutathion 0,096
ay| -
S
N
\>—3H 0,091
12
i g (12)
N
\>7$H 0,046
H;CH,C
TN S (13
N—/N
/\ 0,053
AsCHL—g sH (14)
S
N—N
I
HsCH,C < SH (15)

Tableau 21: Détermination des Gj des thiols 11, 12, 13, 14 et15) ; comparaison avec la
littérature. ® Concentration en produit nécessaire pour réduiee50 % I'absorbance du
DPPH a 516 nm.
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Lorsque nous testonkes thiols (tableau 21), nous constatons que lesy Gbnt
généralement inférieures a 100 uM. Si 'on compa® résultats avec ceux de la littérature,
plus particulierement avec le WR-2721, I'activitéiexydante des compos#$, 12, 13, 14 et
15 est du méme ordre de grandeur que ce delmneeYWR-2721est également testé dans nos
conditions et les résultats correspondent a ceesfudécrit dans la littératuf@30] avec une
Clsp voisine de 100 uM. Ce témoin nous permet de valiele résultats obtenus avec nos

COMpOSES.

Les valeurs trouvées pour nos composeés sont egatletneméme ordre de grandeur
gue celles décrites pour le glutathion et le Trolaralogue de la vitamine E) qui sont des
antioxydants de référenc¢s30]. Le test du DPPH révele que la chaine alkyle nedé
pouvoir antioxydant, a I'exception du compd$e: en effet les Gb des composést et 17
sont supérieures a celles de leurs homoloddext 12. En revanche, les §lrespectives des

composéd 9 et 14 restent voisines, méme si le compthdéossede une glinférieure.

ITT.1.4.1. Les thiols (11-15)

La figure 30représente les pourcentages d’inhibition en fonctle la concentration
en thiols. Pour chaque composé est représentd@ite de régression obtenue a partir des

points expérimentaux. Les coefficients de corrétationt satisfaisants (supérieurs a 0,9).

130 jiang J.J., Chang T.C., Hsu W.L., Hwahng J.M., Hu Chem. Pharm. Bulb1, 1307-1310, 2003.

172



Chapitre 11l : Activité antioxydante et radioprotectrice

Les thiols
100 - y = 1062,6x + 1,4462
90 - R’ = 0,9962 y= 50?,14X + 7,4189
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Figure 30: Représentation graphique des pourcentages diitibn obtenus en présence des
thiols 11, 12, 13, 14 et15 en fonction de la concentration.

Le composél4 se détache nettement du groupe avec une augneentaitable de
l'inhibition pour une faible variation de conceritom. Les dérivéd 1 et12 ont quant a eux le
méme comportement, l'influence du méthyle sur leleyaromatique est négligeable sur
l'activité antioxydante. A linverse, le groupemegthoxy du composé&3 semble apporter

une activité importante supérieure a celle du ééri/
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IIT.1.4.2. Les aminothiols (16, 17, 19)

Les aminothiols
80 y = 393,24x + 2,6521
20 R?= 0,994
y = 35,577x + 0,4968 T
60 2 _
R =0,9801
[
.gSO ¢ -
240 :
= T
§30 & B
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Figure 31: Représentation graphique des pourcentages diitibn obtenus en présence des

aminothiolsl6, 17 et19 en fonction de la concentration.

La figure 31 représente de la méme facon que peéoéent, les droites de régression
des pourcentages d’inhibition en fonction des cotraions en aminothiol déterminées a
partir des points expérimentaux. Lorsqu’'on con&dérs deérivésl6, 17 et 19, nous
remarquons également qu’un composé se distinga@git du dérivél9, analogue dd4. De
la méme facon que pour le dérii&, nous observons une augmentation importante de
I'inhibition pour une faible variation de concertom. Il semblerait que, pour ce test, les
dérivés du thiadiazole possedent une meilleur@igetjue ceux du benzothiazole pour piéger

le radical DPPH
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ITT.1.4.3. Conclusion

Nous pouvons classer les composeés testés en fordzideur efficacité croissante a
piéger le radical DPPH17<16<19=11<12<15<14<13

Au sein des 2 familles de composés (thiols et athials), le motif thiadiazole reste le

plus efficace (a I'exception du compdk®.

Ces résultats montrent I'apport non négligeablene’fonction thiol ou aminothiol
dans les propriétés antioxydantes par rapport amposés de départ. Il en est de méme pour
les amidesX-5). La présence d’une fonction thiol directemenigelux cycles augmente les
propriétés antioxydantes ; les valeurs obtenues$ snrt a fait comparables a celles des
composés de références : le WR-2721, le trolog giutathion.

Concernant les dérivés phosphot&8-87) et les acides thiosulfonique31¢35), le test
n'est pas concluant. Aucune sgln’est déterminée en raison de I'apparition d'uramde
d’absorption a 516 nm se superposant a celle duHJBRque nous réalisons le test. Malgré
ce phénomene compétitif, une décoloration de latieol éthanolique est observée témoignant
d'une activité antioxydante. C’est pourquoi nousoras/ fait appel a un autre test par

spectrophotométrie UV-visible avec un autre radidalradical cation ABTS.
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IIT.2. Test au radical cation, l'acide 2,2'-azinobis-(3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS).

IIT.2.1.Introduction - Principe du test

L'acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6{fauique) est également un radical
libre et stable. Il est tres utilisé pour évaluempbuvoir antioxydant des fluides biologiques,
des mélanges complexes ou bien des composés uradiCal est capable de réagir avec des
antioxydants classiques de type phénols et thiad$s raussi avec tout composé donneur
d’hydrogéne ou d’électrofi31,132] Ce radical cation est facilement formé par oxigaaen
présence de persulfate de potassium pour donnesalngon colorée en vert-bleu. D’autres
oxydants peuvent étre utilisés tels que le dioxgdelenanganese (M Le radical formé est
stable avec des coefficients d’extinction molaidevés a 416, 650 et 734 nm. La
concentration de ce radical peut étre déterminéemesurant I'absorbance a ces longueurs
d’'onde. L’addition d’'un antioxydant a une solutide ce radical cation entraine la réduction
de ce radical et une diminution de I'absorbance3d @m. Cette diminution dépend de
I'activité antioxydante des composés testés maisestt aussi du temps et de la concentration
[133].

|CH3 (I:Hs B (I:H3 (I:H3 - ® .
(.:HZ (.:HZ CH, CH,
N N N N
I, | SO =
HO,S S S SOH 05S S S SO,
ABTS ABTS *+

Figure 32: Structure du 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiaaet6-sulfonic acid) : forme
réduite ABTS, forme radical cation ABTS

131 Rice-Evans C., Miller, N.J. Methods Enzymol. 2349-293, 1994.
132 Rice-Evans C. et al. Free Radical R2%.375-383, 1995.
13Re R. et al. Free Rad. Biol. Med. 26 (9/10), 12287, 1999.
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Comme pour le test précédent, nous déterminonsourcentage d’inhibition & 734
nm (correspondant a une diminution de la coloratilenla solution) en fonction de la

concentration en composeé et du temps.

Ce test présente 'avantage de nous permettrestier td’autres composés, tels que les
acides thiosulfoniques et les phosphorothioateissapt peu solubles dans les alcools utilisés
dans le test au DPPH et pour lesquels nous avossnab I'apparition d’'une bande

d’absorption a 516 nm lorsque nous avons réalisgsteau DPPH..

ITI.2.2. Conditions expérimentales

A une solution dans 'eau d’ABTS (Sigma Aldrich)m™ est ajoutée une solution de
persulfate de potassium (Sigma Aldrich) & 140 mMrpabtenir une concentration finale de
3,5 mM[134]. Le mélange est agité une nuit dans le noir a éeatpre ambiante pour former
le radical cation ABTS. Avant utilisation, la solution est diluée pourtemir un absorbance
voisine de 0,70 a 734 nm et a 30°C pour un volumad de 1,5 ml. Le rendement de la
réaction d’oxydation peut étre ainsi calculé aipait coefficient d’extinction molaire connu
de 1,5 x 16 mor*.L.cmi* [133]. En effet, la réaction est toujours incomplétée ebmmence
immédiatement mais ne se stabilise qu’apres ausr®heures.

La solution obtenue est stable lorsqu’elle est eorde a l'abri de la lumiere et a
température ambiante. L’activité antioxydante essunée par addition a une solution diluée
de radical ABTS (1,5ml) 10 a 15 pl du composé a tester. Le chargemtiabsorbance est
mesuré a 0 s, 30 s, 1 min, 2 min, 3 min, 5 minoates les 5 min jusqu’a obtention d’un
plateau. Nous avons déterminé pour chaque progyblrcentage de réduction du ABTS

calculé selon la formule ci-dessous :

Q =100 (A - Ac)Ag

ou Ag est I'absorbance initiale en absence de compaester et A est I'absorbance

mesurée a 1 min.

134 Henriquez, C. Aliaga C., Lissi E. Int. J. Chemn&iics34(12) 659-665, 2002.
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Le pouvoir antioxydant est évalué en calculant lg,&oncentration pour laquelle nous
obtenons 50 % de diminution de I'absorbance a ™4 n
Les mesures ont été réalisées sur un spectromstradilent 8453 piloté par le logiciel

Chemestation.

ITT.2.3. Résultats

Pour chaque composé et pour chaque concentratiencimétique d’inhibition est
réalisée. D’'une facon générale pour I'ensemble aeraposés testés, nous observons une
importante inhibition des la premiére minute. Aptg®e minute, la réaction se stabilise et

nous obtenons un plateau. C’est pourquoi lggoht calculées a 1 minute.
Au vu des résultats obtenus avec le test précédenis évaluons le pouvoir

antioxydant des thiolsl(-15), des aminothiolsl, 17 et 19), des acides thiosulfonique34(
35) et des phosphorothioate6(37).
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ITT.2.3.1. Les thiols (11-15)

Comme précédemment, nous avons représenté leseptages d’inhibition en
fonction de la concentration en thiols. Pour chagamposé est déterminée la droite de

régression obtenue a partir des points expérimentau

100 Les thiols
y =2,291x + 1,2821 = 0
90 1 R*=0,9877 y = 0,6341x + 1,3913
80 - R® =0,9961
y = 0,6554x 2,3317
70 - ]
R =
560 0,959
£ _~
40 -
30 - T y =10,5378x + 2,4837
R®=0,9812
20 -
Wl
0 p< T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Concentration (UM)
—--11 @12 413 14 15

Figure 33: Représentation graphique des pourcentages diitibn obtenus en présence des
thiols 11, 12, 13, 14, et15 en fonction de la concentration.

La figure 33 montre clairement I'existence de déumilles de composés aux activités
différentes. En effet, les composkset 15 se détachent du groupe de composés appartenant a
la famille du benzothiazole, a savoir les déritds 12. Pour les composésa et 15, nous
observons une augmentation importante de [I'actiyigur une faible variation de

concentration.

Ce phénomeéne est moins important lorsqu’on corsitesr composékl, 12 et 13 qui
ont globalement le méme comportement. A l'inverss désultats obtenus dans le test au
DPPH, le substituant en position 6 du cycle berémien particulier le groupement éthoxy,

n’a pas d’influence sur la capture du radical ABTS
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Les concentrations inhibitrices 50 % sont repartdemns le tableau 22 :

Composés Clso(UM)
11 79,84+ 3,55
12 76,66+ 5,97
13 88,35+ 3,28
14 23,08+ 2,17
15 21,26+ 1,41
Acide ascorbique 46,46+ 0,33

Tableau 22: Concentrations inhibitrices 50 % des thiold{15).

Concernant le WR-2721, il n’a pas été possibleaterchiner une G} en raison d’'une
mauvaise reproductibilité des résultats obtenusnd@inute. En effet, avec ce composé, nous
n‘avons pas pu mettre en évidence de plateau nmasinhibition croissante et réguliere
jusqu’a une inhibition totale. Par exemple, désdacentration de 68 uM, nous observons
systématiquement 100 % d’inhibition & 8 minutesesCpourquoi nous avons choisi de tester,

dans nos conditions un antioxydant de référencguel’acide ascorbique.

Les résultats confirment une activité tres intéaats du compos®4 (comme dans le
test au DPPH) mais aussi du compaSévec des Gj inférieures a celle de la vitamine C
(46,46 uM) de l'ordre de 20 uM (tableau 22). Ceaxdeomposés appartiennent a la série

dérivée du thiadiazole.
Les dérivésll, 12 et 13, issus du benzothiazole, possédent, quant a &s<Cdo

voisines de 80 pM. Ces &lsont supérieures a celle de l'acide ascorbique mestent

relativement intéressantes car toujours infériear&80 uM.
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En conclusion, ces résultats sont en accord auvec @etenus avec le test au DPPH.
En effet, 'ordre de grandeur des concentratiofmsbitrices est le méme : elles sont toutes
inférieures a 100 uM. La différence avec le prertast réside dans le fait que le compbSé
est plus actif que tous les autres et que le cogmpB8spossede une activité voisine des
composéd 1 et12 Malgreé tout, la série dérivée du thiadiazolelagtlus efficace par rapport
a celle du benzothiazole. Nous pouvons donc clasesrcomposés par ordre d'activité

décroissante de la facon suivanib=14>12>11> 13

IIT.2.3.2. Les aminothiols (16, 17 et 19)

Figure 34 sont représentées comme précédemmendrdétes de régression des
pourcentages d’inhibition en fonction des concéiming en aminothiols, obtenues a partir des

points expérimentaux.

70

(o))
o
!

y=0,0121x + 1,4286 &

y=0,11x + 6,7614
R? = 0,8445

R? = 0,9937

(6}
o
!

NN
o
I

y = 0,0325x + 0,6794
R?=0,9221

»4

% inhibition

4

T T I T T I 1
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Concentration (UM)

- 16 -+~ 17 - 19

Figure 34: Représentation graphique des pourcentages diitibn obtenus en présence des

aminothiolsl6, 17 et19 en fonction de la concentration.
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Les résultats obtenus sont similaires a ceux duaieOPPH. En effet, ils montrent
clairement que le compod® se distingue des deux autres car il présente cingt@ plus
grande. Dans le cas des aminothiols, nous constatomme dans le cas des thiols une

activité plus importante des dérivés du thiadiapalerapport aux dérivés du benzothiazole.

Les concentrations inhibitrices 50 % sont les uies :

Composés Clso(mM)
16 1,52+ 0,09
17 4,04+ 0,62
19 0,39+ 0,03
0,046+ 0,03

Acide ascorbique

Tableau 23: Concentrations inhibitrices 50 % des aminothib& 17 et 19.

Comme dans le cas du test au DPPH, les concemntgatibibitrices sont supérieures a
1 mM pour les composéks et 17 et de ce fait supérieures a celle de la vitamind.eC.
composél9 reste le plus actif de cette famille avec ugy@e 0,39 mM. Ainsi nous pouvons
classer ces composés par ordre d’activité décraisse la facon suivani > 16> 17.

Ces résultats sont en accord total avec le preeseau DPPH.
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ITT.2.3.3. Les acides thiosulfoniques et les phosphorothioates

Enfin, grace a ce test nous avons pu évaluer, de&fae facon, que pour les thiols et
aminothiols les propriétés antioxydantes des acithégsulfoniques34 et 35 et des
phosphorothioate36 et 37. Les acides thiosulfoniqu&2-33 n'ont pas pu étre testés en raison

de problemes de solubilité. Les résultats sorresgmtés figure 35.

Acides thiosulfoniques et phosphorothioates
807 y = 0,8856x + 4,0733
701 y=6,2336x + 1,881 R®=0,948
R*=0,9755 ]
60 - Y
50 I
40 - ¢ - y = 0,555 0,1559
R™=0,9927
30 -
20 -
10 -
O ;1/ T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
- 34 - 35 36 —- 37

Figure 35: Représentation graphique des pourcentages diitibn obtenus en présence des

composés4, 35, 36et37 en fonction de la concentration.

Selon la figure 35, les acides thiosulfoniqusgiset 35 ont une activité supérieure a
celles des phosphorothioates correspondants. Erigaent les pentes de chacune des droites
de régression. Cependant, il faut noter que le cs@®4 est le plus actif puisque I'inhibition

est plus rapide que pour les autres composés.
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Les concentrations inhibitrices sont les suivantes

Composés Clso (M)
34 8,32+ 0,12
35 51,85+ 3,06
36 76,87+ 0,99
37 90,33+ 2,56
Acide ascorbique 46,46+ 0,03

Tableau 24: Concentrations inhibitrices 50 % des compo$#s37).

Comme pour les thiols, toutes les concentratiohgbittices sont inférieures a 100
MM. Seul le compos&4 présente une meilleure activité que la vitamin@awec une Gb
voisine de 10 pM. Il semble donc que le groupentemminal de la chaine alkyle ait une
influence sur [l'activité antioxydante. En partieuli la présence d'un groupement

phosporothioate diminue I'activité par rapport agnoupement thiosulfonique.

ITI.3. Conclusion

Pour conclure, ce test confirme les résultats als@vec le test au DPPH. Cependant,
il semble sous estimer légérement les valeurs abgemvec ce dernier pour les thiols en
particulier.

De plus, ces deux tests attestent I'activité agtiaxte des nos composiEs15 et 34-
37. Nous pouvons ainsi classer nos familles de codgp@ar ordre décroissant d'activité
antioxydante de la fagon suivante :
Thiols :15=14=13>11>12
Aminothiols :19>16>17
Acides thiosulfoniques34 > 35
Phosphorothioates3t > 37
Alcools: 21-25
Amides: 1-5
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D’autre part, au sein de chaque famille, et notantrdes familles thiol et aminothiol,

les motifs dérivés du thiadiazole sont toujoursgatifs que les dérivés du benzothiazole.
Au sein méme de cette famille dérivée du thiadezta présence d'un groupement
éthylthio-, en position 5 du cycle, améliore, daas plupart des cas, les propriétés

antioxydantes par rapport a un groupement éthyle.

Enfin, les tests réalisés montrent que les compteeplus actifs ont une activité

antioxydante comparable a celle du WR-2721.

IV. ETUDE DU POUVOIR RADIOPROTECTEUR DES

THIOLS ET AMINOTHIOLS

IV.1. Etude du pouvoir protecteur vis-a-vis de I'ADN

des composés synthétisés apres réaction de Fenton

IV.1.1. Introduction

Afin de confirmer le pouvoir antioxydant des comg@®sayant obtenu une 4l
satisfaisante aux tests avec les radicaux DRPHABTS", nous avons étudié la capacité des
dérivés thiols 11-15 et aminothiols 16, 17, 19 a protéger 'ADN plasmidique des radicaux
hydroxyles, connus pour étre a l'origine des ppacix dégats sur ’ADN suite a la radiolyse
de l'eau.

Par la réaction de Fenton, nous simulonssitu 'effet indirect des radiations
ionisantes. En effet, cette réaction simple d’oxitadu Fer ferreux (P& en Fer ferrique
Fe** en présence de peroxyde d’hydrogéne aboutit arfaation du radical et de I'anion

hydroxyle.
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IV.1.2. Conditions expérimentales

A une solution aqueuse d’ADN plasmidiqgue pBR322yi(& Aldrich, 4363 pb) dans
du tampon phosphate 5 mM (pH 7,4, NaCl 10 mM) sgotitées des quantités variables des
composeés testés eux mémes en solutions dans dwnaphwsphate. La quantité d’ADN
utilisée par échantillon était de 1,25 pg (42 pgymL

La réaction de Fenton est réalisée en ajoutansdlesions fraichement préparées de
sel de Mohr (sulfate d’ammonium ferreux, ACS reag@&a0 uM), de peroxyde d’hydrogene
a 30 % (100 uM) et I’EDTA (Sigma Aldrich, 100 uMes échantillons, d’un volume final
de 30 pL, sont ensuite incubés a 37 °C pendantid@tes. La réaction de Fenton est bloquée
par addition d’une solution de mésylate de desfarore (concentration finale de 0,18 mM).

Les coupures de 'ADN consécutives a l'attaque dedicaux oxygénés ont été
révélées par électrophorése sur gel d'agarose ;8rienant 25 puL de bromure d’éthydium
(10 mg/mL) apres addition a chaque échantillon deL8de bleu de bromophénol (75 %
glycérol, 24,95 % tampon Tris, 0,05 % bleu de brph@nol). La migration est réalisée
pendant 16 heures a 20 V dans du tampon tris boE®DdA (10,8 g/L de
tris(hydroxyméthyl)aminométhane, 5,5 g/L acide qoe, 0,93 g/L d’'EDTA).

Le gel est ensuite analysé et les différentes ferdid&DN plasmidiques révélées par
illumination sur une table UV a 254 nm. Apres plgpaphie, une quantification a été réalisée
par densitométrie a I'aide d’un logiciel Mesurim.

De la méme fagon que pour les tests réalisés avd@aphazoline (p X) nous avons

déterminé le pourcentage de forme circulaire relg%€ Forme Il) selon la formule suivante :

Forme circulaire relaxée
% FIl =100 *

Forme circulaire relaxée ADN + Forme superenronlées¢

Fll = Forme Circulaire Relaxée

Nous avons également pu calculer les pourcentagpsotiection de la fagon suivante :

Pr— Tnt

% protection =100 *————
P TeTnr

Avec R = Produit + ADN + Fenton ;§r = témoin ADN non traité ; A= témoin ADN traité.
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Un testt de Student a été réalisé afin de mettre en évedeeffet protecteur des nos
composés. Nous avons comparé les échantillons ABit t+ produit avec le témoin non
traité c’est a dire 'ADN natif (** différence trésignificative p < 0,01 ; * différence

significative p < 0,05) a l'aide du logiciel GrapdPInStat version 3.00.

IV.1.3. Etude des thiols (11-15) et aminothiols (16,17, 19)

Dans un premier temps nous présentons les résolitdaus avec les thioldX-19 et
les aminothiols 16, 17, 19. En effet les résultats du test au DPPH attestent pouvoir
antioxydant intéressant pour la plupart d’entre.dd plus, il est connu que la majorité des

radioprotecteurs efficaces sont des thiols ou desahiols.

Pour des raisons de solubilité, le compb3&’a pas pu étre testé dans nos conditions.
Cependant, afin de solubiliser les autres deérimésis avons préparé des solutions meres
diluées avec 2 % de diméthylsulfoxyde (DMSO). Esaa du volume prélevé trés faible de
ces solutions méres et du faible volume réactigrifedfet du DMSO est considéré comme

nul. La concentration finale en DMSO est estiméenmyenne a 0,4 % en volume dans

I'échantillon.
Forme super-enroulée =

ADN intact Bl 8a8 o ™ ret
_ . =
Forme circulaire relaxée = —p ==y === s — A= Q
ADN endommagé, cassure simple brin : %.
& S R LS

e et

OH- [ O 0 - 0
Composél5(uM) 50 100 200 0 0

Figure 36 : Electrophorése sur gel d’agarose obtenu apr&stement de 'ADN par une
réaction de Fenton en présence et en absence dpos@hs (50 uM ; 100 uM ; 200 pM).
Colonne 1 : 50 uM, colonne 2 : 100 uM, colonnez®0 pM. Colonne 4: ADN non oxydé,

colonne 5 : ADN exposé aux radicaux Od#ns le composks.
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Les résultats obtenus sont représentés sous fdhiseéodrammes (figure 37).

Thiols

Pourcentage forme
circulaire relaxée

4C1 ** { %
3C o
2C
1C ’]"
0 — :
ADN ADN 5 2C 50 10C 20C
traité  non
traité Concentration (UM)
B Benzothiazole-2-thiol11)
O 6-méthylbenzothiazole-2-thiolp)
B 5-éthylthio-1,3,4-thiadiazole-2-thiol §)
B 5-éthyl-1,3,4-thiadiazole-2-thiol B)
B ADN traité (Fenton 100 pM)
LI ADN non traité

Aminothiols

Pourcentage form:
circulaire relaxée

40
301
20
101
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2-(benzothiazol-2-ylamino)éthanethidlg)
2-(6-méthylbenzothiazol-2-ylamino)éthanethib¥)
2-(5-éthylthio-1,3,4-thiadiazol-2-ylamino)éthaneth{19)
ADN traité (Fenton 100 uM)

ADN non traité

Figure 37 : Représentation des pourcentages d’ADN sous farimoellaire relaxée apres
réaction de Fenton en présence ou en absence dgsosed 1, 12, 14, 15, 16, 17t 19. Tous

les échantillons ont été realisés en triplicatesled valeurs figurées sont des valeurs

moyennest écart type. * produit + réaction de Fenton versignoin non traité par la

réaction de Fenton, p < 0,05, ** produit + réactiale Fenton versus témoin non traité par la

réaction de Fenton, p < 0,01.

Une étude statistique est réalisée visant a compaae un test de Student les

moyennes des pourcentages d’ADN sous forme cireutalaxée dans les échantillons traités

par la réaction de Fenton en présence de produgts la moyenne du pourcentage d’ADN

sous forme circulaire relaxée dans le témoin naitétrpar la réaction de Fenton (**:

différence trés significative, * : différence sifjoative).
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Tout d’abord, il faut noter 'augmentation signdiove (p < 0,01) des dommages de
’ADN induits par les radicaux hydroxyles. En efféeés taux de coupures simples brins
générés par les radicaux hydroxyles pour les depgreences sont respectivement de 36,92 +
2,01 % et de 35,80 + 1,89 %. En revanche, les t#ncoupures simple brin dans les
échantillons non traités par la réaction de Festont de 11,50 = 1,30 % et 12,03 + 2,14 %.

De plus, ces deux histogrammes montrent claireriefiieét protecteur des thiols :
nous observons une diminution du pourcentage d@rlae circulaire relaxée lorsque la
concentration en dérivésl, 12, 14, 15 augmente. Cette diminution est d’autant plus

importante que les concentrations sont élevées.

D’autre part, ces résultats montrent une protediibale de I’ADN vis a vis des OH
par le dérivéll des la concentration de 50 uM. En effet, a pastirau dela de cette
concentration, il n’y a aucune différence statistiopent significative entre le témoin non
traité et I'’échantillon traité en présence du cosddd. Concernant le dérivE2, la protection

totale est obtenue pour une concentration de 100 uM

Avec les dérivéd4 et 15, les taux de coupures simple brin, aprés réad@FRenton,
sont plus importants qu’avec les dérivdset 12 quelle que soit la concentration en produit.
En effet, ils sont de 31,05 = 1,29 pour le compb4€32,84 + 2,18 % pour le composs,
19,52 + 4,07 % pour le composé et 20,27 + 4,26 % pour le compak2a la concentration
de 5 uM.

L’étude statistique révele une différence siguiiice entre le témoin non traité par la
réaction de Fenton et les échantillons traitéslgpaéaction de Fenton et en présence de ces
composés. Ces histogrammes permettent donc deucerstlr I'efficacité plus importante des
thiols dérivés du benzothiazole par rapport ausishiérivés du thiadiazole. Ces résultats sont
certes en contradiction avec ceux des tests prat®dencernant I'efficacité relative de ces

dérivés mais les concentrations efficaces restems tbus les cas inférieures a 100 uM.

Concernant les aminothiols, il faut noter tout @ab que comparativement aux
composésll, 12, 14, 15 les concentrations nécessaires pour avoir un pffaecteur d'au
moins 50 % avec les composkEs 17 et 19 sont supérieures. Ceci témoigne d’une efficacité

moindre de la part des aminothiols par rapporttaiots.
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De plus, une protection totale n’est obtenue quer p@ concentration de 1 mM pour les
composésl6 et 19. Le composél9 reste le plus actif de cette famille avec uneqmtion
guasi-totale a 500 pM. Les concentrations de 250@0 uM n’ont pas été réalisées avec le

COMpOséLG.

Nous avons représenté les pourcentages de prat@ttioenus pour 'ensemble des

composeés en fonction de la concentration (figune 38

—*— Benzothiazole-2-thiol1(1)
(12)
19 —=— 6-Méthylbenzothiazole-
A (19) (16 2-thiol (12)
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Figure 38: Représentation de pourcentages de protectiohAdEN aprés réaction de Fenton

en fonction des concentrations en thiols et amiontgh

Cette représentation montre I'existence de deuxmge de composés en fonction de
leur efficacité. En effet, nous avons d’'une past tleiols et le compos#9 et d’autre part,
moins protecteurs, les dérivés aminothibiiset 17. Quel que soit le test réalisé, 'aminothiol

19, dérivé du thiadiazole, se rapproche en termetigigede celle des thiols.
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En comparaison avec le WR-2721 et son métabaditéd/R-1065, dans I'ensemble les
composédl ], 12, 14 et 15 possédent une activité protectrice nettement jphyportante. Les
pourcentages de protection obtenus, dans les méonegions, pour le WR-2721 et le WR-
1065 a la concentration de 50 uM sont respectivemeri3,82+ 1,40 % et 8,96 1,88 %
contre 100,00 % pour le compo$#& 79,00+ 2,55 % pour le composE?, 73,45 %+ 0,57
pour le composé4 et 72,31+ 4,07 % pour le compogé a 50 uM.

Enfin, il faut noter que les concentrations utiéiséen produit sont relativement faibles,
voisines de celles utilisées dans les tests bidgnies précédents (DPPH, ABTS). Pour ce
test, nous ne déterminons pas les concentratidiitstinices 50 % en raison de la non linéarité
des résultats obtenus. Cependant, elles se sipoemtles dérivédl, 12, 14, 15 et 19 en
dessous de 50 uM ce qui est du méme ordre de gnagde pour les tests avec les radicaux
DPPH et ABTS".

Pour les dérivé46, 17, une protection de 50 % est observée pour deseotnations
comprises entre 200 et 250 uM.

En conclusion, les deux tests précédents montuemiay plupart des composeés testés
présentent une activité antioxydante intéresséraeplus, les tests (test DPPH et test ABTS)
précédents semblent de bons modeéeles de criblagecdegposés méme si en toute
vraisemblance ils sous estiment I'activité anticaaye. Ceci s’explique simplement par le fait
gue les radicaux hydroxyles générés par la réadgoRenton sont beaucoup plus réactifs que
les radicaux DPPH et ABTS.
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IV.1.4. Etude des acides thiosulfoniques (34, 35) et des

phosphorothioates (36, 37)

Nous avons également évalué le pouvoir protectegr atides thiosulfoniques et des
phosphorothioates vis-a-vis de 'ADN traité par wéaction de Fenton.

Cependant, les résultats obtenus ne nous permgttentde tracer des histogrammes
représentant les pourcentages d’ADN sous formeuleire relaxée en fonction des
concentrations en produits testés. En effet, cormméemoignent les gels d’électrophorése

représentés a la figure 39, aucun effet protecteuété observé.

OH o O O O 0 - O OH o O O O O

Composé3 20 50 100 200 ¢ 0 Composé86 20 50 100 200 500

Fl e =

5 -

Fil z A S

e >
Acide S-2-(2-imino-5-éthyl-1,3,4- Acide S-2-(2-imino-5-éthyl-1,3,4-
thiadiazol-3-yl)éthylthiosulfonique3d) thiadiazol-3-yl)éthylthiophosphate3)

Figure 39: Gel d’électrophorese de TADNBR322 exposé aux radicaux Qj¢néreés par la
réaction de Fenton en présence et en absence degsigd et 36 (20 ; 50 ; 100 ; 200 ; 500
UM). Colonne 1 : ADN exposé aux Ot présence des dérivés (20 uM), colonne 2 : ADN
exposé aux OHEn présence des dérivés (50 uM), colonne 3: ARpPpbsE aux OHen
présence des dérivés (100 uM), colonne 4 : ADN sxpaix OHen présence des dérivés
(200 pM), colonne 5 : ADN exposé aux @H présence des dérivés (500 puM), colonne 6 :
ADN non traité, colonne 7 : ADN exposé aux CH = Forme superenroulée, Fll = forme

circulaire relaxée

Ces résultats confirment d'une part la nécessitér pes dérivés phosphorés de
lintervention de la phosphatase alcaline perméttdm libérer la forme active, & savoir
I'aminothiol correspondant, comme pour le WR-27Eh. effet, dans les mémes conditions,
les pourcentages de protection obtenus pour le \RER-2t pour son métabolite, le WR-1065
a 1 mM sont respectivement de 102,63 % et de 90.67 £ 1.45 %. Le WR-1065 est donc

bien le composé a I'origine de I'effet protectear papture des radicaux oxygenes.
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Il est décrit dans la littérature que cette métahtibn a lieu au niveau des membranes
cellulaires. Nous avons confirmé par une étude RiMNlevenir du WR-2721 dans du plasma
dépourvu de cellules. Dans ces conditions, nougon® pas observé de diminution du pic
caractéristique en phosphore du WR-2721, ni l'afipar d’'un pic correspondant a du
phosphate. La phosphatase alcaline membranaid®estindispensable a la libération dans le

milieu intracellulaire du métabolite actif.

D’autre part, comme pour le WR-2721, nous montrpaisle test au DPPH que les
phosphorothioates possedent des propriétés antoigsl intrinséques malgré une protection
de I'ADN nulle. Il en est de méme pour les acide®dulfoniques, pour lesquels nous
n'observons pas d'effet protecteur malgré une @étantioxydante intéressante mesurée par
le test ABTS. Ceci suggere que pour ces composesmetabolisation est indispensable a

I'activité.

IV.2. Evaluation du pouvoir radioprotecteur vis-a-vis de

I'ADN plasmidique /7 vitro apreés irrradiation gamma

IV.2.1. Introduction

Afin de déterminer un effet radioprotecteur visig-ges radiationg, nous soumettons
une solution d’ADN plasmidique pBR322 dans 30 pLta®pon phosphate 5 mM (pH 7,4,
NaCl 10 mM) a différentes doses d'irradiatigrife0 Gy/h) par une source cobalt 60 a
température ambiante en présence et en absencdiffi@®nts composés testés. Les
irradiations ont été réalisées en présence et sgnab des différents composés a différentes
concentrations.

De la méme facon que pour la réaction de Fentams séparons les différentes formes
d’ADN par électrophorese sur gel d’agarose et muastifions chacune d’elle.

Nous calculons ainsi les pourcentages d’ADN soumédocirculaire relaxée et les

pourcentages de protection pour chacun des déestss.
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IV.2.2. Conditions expérimentales

Différentes solutions contenant de I'’ADN plasmiddqpBR322 (1,25 pg soit 42
pg/mL) dans 30 pL de tampon phosphate 5 mM (pHNa&£| 10 mM) ont été exposées a
une irradiation par une source Cobalt 60 a difftaenloses (débit de dose a 50 Gy/h) a 25°C
en présence et en absence des différents comp@sedoses d’irradiation sont similaires a
celles utilisées dans la littérature pour des tEatdaires[124].

Apres irradiation, 10 pL de bleu de bromophénoPgagycérol, 24,95 % tampon Tris,
0,05 % bleu de bromophénol) sont ajoutés a chagbanéllon. Les coupures de I'ADN
consécutives a l'irradiation ont été révélées pactéophorése sur gel d’agarose 0,8 %
contenant 25 pl de bromure d’éthidium (10 mg/mix migration est réalisée pendant 16
heures a 20 V dans du tampon tris borate EDTA (10g8L de
tris(hydroxyméthyl)aminométhane, 5,5 g/L acide foe, 0,93 g/L d’'EDTA). Le gel est
ensuite analysé et les différentes formes d’ADNpi@ique ont été révélées par illumination
sur une table UV a 254 nm. Aprés photographie, quantification des bandes a été réalisée
par densitométrie a l'aide d'un logiciel Mesurimol$ avons pu ainsi déterminer les
pourcentages d’ADN sous forme relaxée qui corredpanla forme endommagée et les

pourcentages de protection comme dans le testge@té
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IV.2.3. Résultats

IV.2.3.1. Thiols (11-15)

Afin de confirmer les résultats obtenus précédentnatnd’évaluer un pouvoir
radioprotecteur « réel », nous soumettons de I'Aidémidique a des radiations gamma par
une source Cobalt 60 (10 et 15 Gy) en présenca absence des dérivés suivanid,: 12,

14, 15, WR-2721 et WR-1065. Les coupures de '’ADN consiges a lirradiation ont été
révélées par électrophorése sur gel d'agarose.iduaef 40 montre un exemple de gel
d’électrophorése obtenu aprés une irradiation déyLen présence du compddss

Irradiaton 0O 0O 0O O -
Composél5 0 50 100 200 0

] 1 2 3 4 5
Forme superenroulee\:A

forme intacte(FI)

— = m mm——— m—— —_—

el

Forme circulaire relaée =
forme endommadgg, coupure simple brin (FII)

Figure 40 : Electrophorese sur gel d’agarose obtenu apréposition de I'ADN a des
radiations gamma (10 Gy) en présence et en absgma@mmposd5 (50 uM; 100 uM; 200
pHM). Colonne 1 : ADN exposé aux radiations gamniiN &xposé aux radiations gamma en
présence du compodd; colonne 2 : 50 uM, colonne 3 : 100 uM, colonne 200 pM.

colonne 5 : ADN non traité.

Les résultats quantitatifs sont représentés figdreUne étude statistique est réalisée
visant a comparer par un test de Student les megedes pourcentages d’ADN sous forme
circulaire relaxée dans les échantillons traitéesence de produits avec la moyenne du
pourcentage d’ADN sous forme circulaire relaxéesd@ntémoin non traité (** : différence

trés significative, * : différence significative).
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Irradiation 10 Gy

Irradiation 15 Gy

Pourcentage forme Pourcentage forme
circulaire relaxée circulaire relaxée
40 . o
* 40
30 H - . 30 o
20 20
10 10
O L -
ADN ADN 50 10C 20C ADN ADN 50 10C 20C
irradie non i irradié non Concentration (UM
iradie Concentration (M) irradie (UM)
B benzothiazole-2-thioll(1) B 6-méthylbenzothiazole-2-thiol )
0 5-éthylthio-1,3,4-thiadiazole-2-thiol §) E  5-éthyl-1,3,4-thiadiazole-2-thiollE)
Bl ADN irradié [J ADN non irradié

Figure 41 : Représentation des pourcentages d’ADN sous farnmoellaire relaxée aprés

irradiation gamma (10 Gy et 15 Gy) en présence malesence des compodsés 12, 14, 15.

Tous les échantillons ont été réalisés en tripsaét les valeurs figurées sont des valeurs

moyennest écart type. * produit + irradiation gamma versuEntoin non irradié, p < 0,05,

** produit + irradiation gamma versus témoin nomadié, p < 0,01.

Ces histogrammes montrent que quelque soit la dbsadiation nous avons une

augmentation significative des dommages radio-tsddé I'ADN. A 10 Gy, nous obtenons

36,99+ 0,90 % d’ADN sous forme circulaire relaxée cor2b46+ 0,91 % dans I'’échantillon

non irradié. Les taux de coupures simple brin s&gdrement supérieurs aprés une irradiation

gamma qu’aprés une réaction de Fenton.
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Pour une dose d’irradiation de 10 Gy, les résubbdtenus témoignent toujours d’'une
grande efficacité des thiols. Deés la plus faibleaamtration (50 uM) nous pouvons considérer
gue nous avons une protection totale de 'ADN eni@dier avec le compos#2. En effet,
nous observons autant d’ADN sous forme circulaire reéaX@8,78+ 0,85 %) que dans

I’échantillon non irradié.

Les pourcentages de protection calculés a 100 joMr, pne dose d’irradiation de 10
Gy, des composékl, 12, 14 et 15 sont respectivement de 64,¥¥,43 %, 100,0& 7,66 %,
71,12+ 5,61 % et de 63,52 3,27 %. Nous avons également calculé les pourgestde
protection du WR-1065 et du WR-2721 a 100 uM e anEme dose d’irradiation ; ils sont
respectivement de 22,25 #3,02 et de 0,32 % 2,49 a 10 Gy.

Ces résultats attestent donc que les thiols apgartee meilleure protection de 'ADN
gue le composé de référence dans le domaine emnsétabolite, a savoir le WR-2721 et le
WR-1065.

Concernant la dose de 15 Gy, il faut noter quegraentation des dommages de
'ADN dans le témoin irradié est minime par rappartla dose de 10 Gy. En effet, les
pourcentages d’ADN sous forme relaxée pour les dimses d’irradiation sont tres proches :
36,99+ 0,90 % a 10 Gy contre 41,910,59 % a 15 Gy.

A cette dose, nous obtenons une protection to®lBADN avec les composér? et
14 des 50 puM.

En comparaison avec le WR-1065 et le WR-2721, lmsrqentages de protection
calculés a 100 uM pour I'ensemble des composésniestipérieurs a ceux du WR-2721 et du
WR-1065. En effet, pour le compodd, a 100 uM, nous obtenons 73,09 + 3,68 % de
protection. Pour les trois autres composés, noassaune protection estimée a 100 % alors
gue pour le WR-2721 et le WR-1065, les protecteorst estimées a 15,89 + 5,76 % et 40,84
+ 6,34 %.
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Les différents composés peuvent étre classés pamit@adécroissante dans l'ordre
suivant :12>14>11> 15> WR-1065 > WR-2721

IV.2.3.2. Les aminothiols (16, 17 et 19)

Comme précédemment nous avons représenté figues 4durcentages d’ADN sous

forme circulaire relaxée en fonction de la concaidn en composéks, 17 et 19 et de la dose

d’irradiation.

Irradiation 10 Gy

Irradiation 15 Gy

Pourcentage forme
circulaire relaxée

80
70
60
50
40
30
20
10

*%

ADN
non
irradié

ADN
irradié

10C

500

100(¢

Concentration (uUM)

Pourcentage forme
circulaire relaxée

8C

20 ok

6C -

5C

4C *

3C

20

10

0 L
ADN ADN 10C 50C 100(¢
irradié _hon Concentration (uM)

irradié

B 2-(benzothiazol-2-ylamino)éthanethidlg)

B 2-(6-méthylbenzothiazol-2-ylamino)éthanethib¥)

[0 2-(5-éthylthio-1,3,4-thiadiazol-2-ylamino)éthaneth(19)

B ADN non irradié
1 ADN irradié

Figure 42 : Représentation des pourcentages d’ADN sous farimoellaire relaxée apres

irradiation gamma (10 Gy et 15 Gy) en présence owlesence des composks 17, 19.

Tous les échantillons ont été réalisés en tripbsaét les valeurs figurées sont des valeurs

moyenneg écart type. * produit + irradiation gamma versu&nioin non irradié, p<0,05, **

produit + irradiation gamma versus témoin non irrf@dp<0,01.
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Il est important de noter que les concentrationsesgaires pour observer une
protection avec les aminothiols restent toujoursésieures a celles utilisées pour les thiols.
Globalement ces dérivds, 17 et 19 sont donc moins efficaces que les dérivgsl2, 14 et
15.

De plus, comme précédemment, il existe une augriemtasignificative des
dommages de 'ADN aprés une irradiation aux dosesld et 15 Gy. Les pourcentages
d’ADN sous forme circulaire relaxée sont respectieat de 61,6% 0,93 % et de 75,18%

0,63 % contre 29,38 0,74 % lorsque I’ADN n’est pas irradié.

Concernant l'irradiation a 10 Gy, les dérives et 19 apportent respectivement une
protection de 100,00 % et 70,%3L,43 % des 500 uM et a 10 Gy contre 22,6033 % pour
le dérivél7. D'autre part, a la méme concentration et pounéane dose d’irradiation de 10
Gy, les pourcentages de protection respectifs du2¥R et du WR-1065 sont 24,411,07
% et 70,13t 1,43 % : ces pourcentages restent inférieurs & aetenus avec les dérivés et
19.

Pour une dose de 15 Gy, 7548),63 %de I’ADN se trouve sous forme circulaire
relaxée contre 29,38 0,74 % lorsque I'’ADN n’est pas irradié. Nous olmes des résultats
similaires a ceux observés avec la dose de 10 &mé&me rapport d’activité existe entre les
différents composés aveld [119 > 17. En effet, les pourcentages de protection sont les
suivants a 100 uM : 73,421,45 % pour le composkb, 41,92+ 1,67 % pour le compodé,
75,94+ 1,38 % pour le compod®. Concernant le WR-2721 et le WR-1065, les pouamges
de protection calculés sont de 458,76 % et de 76,4¥ 5,39 % a 500uM.

Il en résulte une efficacité comparable des dériviest 19 avec le métabolite actif du

WR-2721 quelle que soit la dose d’irradiation etipene concentration de 500 uM.
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V. CONCLUSION

En conclusion de cette étugevitro, les différents résultats montrent, d’une parg un
plus grande efficacité des dérivés thiols compagatent aux aminothiols quel que soit le
test. De plus ces thiols semblent avoir une effi€éacomparable a celle du WR-1065 et du

WR-2721 testés dans les mémes conditions.
D’autre part, il semble que les dérivés du motiadirzole sont dans la majorité des
cas plus efficaces que ceux dérivés de la familleehzothiazole. Concernant ces derniers, le

substituant en position 6 n’a pas d’influence magesur I'activité.

Le tableau 25 résume pour chaque test lggaBtenues en mM:

Composés Test DPPH  Test ABTS Fenton camma cGamma
(10 Gy) (15 Gy)

11 0,092 0,079 <0,05 <0,05 0,05
12 0,092 0,076 <0,05 <0,05 <0,05
14 0,053 0,023 <0,05 <0,1 <0,05
15 0,084 0,021 <0,05 <0,1 <0,05
16 1,39 1,52 0,250 <0,25 <0,25
17 3,17 4,04 0,250 1 1
19 0,11 0,39 <0,10 0,250 0,250

Tableau 25: Bilan des résultats obtenus en fonction du ugigsé.

Les résultats obtenus avec les phosphorothioedesirment que le mécanisme
d’action de ces dérivés passe d’abord par l'intetiea d’'une enzyme permettant de libérer la
forme active correspondante, c’est a dire 'amimatiCependant, ces dérivés, tout comme le
WR-2721, possédent une activité antioxydante netdahs les tests vitro avec les radicaux
DPPH et ABTS". L’activité antioxydante n’est donc pas le seulgpaétre entrant en jeu dans

I'effet protecteur.
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Au vu de cette étude, nous avons synthétisé deeaoxvcomposés aux propriétés
antioxydantes et radioprotectrices trés intéressaiitn effet, comparativement aux références
connues dans le domaine des antioxydants, lesthipll2, 14, 15 ont une activité tout aussi
comparable voire meilleure que la vitamine C ouweade Trolox. De plus, comparativement
aux polyphénols, décrits comme d’excellents antilaxys dans la littérature, les composés
synthétisés restent trés intéressants de partaetivité voisines de celle des polyphénols
[135]. Ainsi, nous représentons ci-dessous les strusintéressantes (figure 43).

Thiols Lpport de la chafne ? M

R-5H f -NHCH,CHSH

B - - O OO - AR

fasck =H(1j ¢ E, (2} OCE,CH, (3)

F 3
r

Awok., =H(1j CH, (2} OCH,CH, (3)
utly = EECH, i) CE,CH, (3) wtky = L BCH, ) CE,CE, (3)

"

Activite antioxydante
et radioprotectrice

Lpport de la fonetion thiol ?

HLHC-C~HN-R R-CHLHOH
O

Figure 43: Représentations des relations structure-activité

1% Villano, D., Fernandez-Pachon M.S., Moya M.L., fitoso A.M., Parilla-Garcia M.C. Talanta, in press.
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Contrairement a ce qu'il est décrit dans la littr@, nos résultats montrent que la
présence de deux carbones entre la fonction arhlada@nction thiol n’améliore pas l'activité
[1,57]. En effet, il semble méme que la présence d'umectfion amine ne soit pas
indispensable. En revanche, nous confirmons quarteésoalcools sont toujours moins actifs
gue les thiols. Enfin, il semble que les motifs aotienzothiazole et thiadiazole, ainsi que la
présence de substituants, influent sur I'activiliaxydante et radioprotectrice. Les dérivés
du thiadiazole sont plus actifs que les dérivésbdnzothiazole. Une substitution du cycle
benzénique du motif benzothiazole en position 6 yggaméthyl en particulier, entraine une
diminution de l'activité par rapport a son homoleguon substitué. Par contre la présence
d’un éthoxy améliore considérablement I'activitéisnentraine des problémes de solubilité en
milieu tampon. En conséquence, la structure la ipligsessante devrait dériver du thiadiazole

sur lequel il serait intéressant d’étudier I'inflee de certains groupements.

D’autre part, concernant le mécanisme d’actiontdieds en particulier, nous pouvons

émettre plusieurs hypothéses. Ces hypothéses r@mgeun processus qui est la capture des
radicaux oxygénés, plus particulierement du radigairoxyle. Il est envisageable que ces
thiols puissent neutraliser ces radicaux de diffig® maniéres. La premiere possibilité est que
de part la mobilité de I'atome d’hydrogéne porté |gasoufre, ce dernier réagisse avec le

radical hydroxyle pour former une molécule d’eau :

RSH + HO — RS + H0

Les radicaux RSpeuvent a leur tour réagir entre eux pour formes disulfures. Ces
derniers peuvent étre réduits par des systemestetds intracellulaires tels que la glutathion
transférase ou bien subir l'attaque d’autres espeeelicalaires pour donner lieu a la

formation d’une part d’acide sulfonique et d’aypaat du thiol correspondant.

RS + RS R-S-S-R
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Dans tous les cas, la capture précoce de ces vadp=amet d’éviter que ceux ci ne
soient a I'origine de dommages, notamment au nideall/ADN.

Néanmoins, il est aussi raisonnable de penser gsi€@mposés peuvent encore agir
apres l'attaque des radicaux oxygéenés au niveaubdsss de 'ADN. En effet, I'attaque
directe des radicaux au niveau de ces bases settnamtamment par la formation d’espéces
radicalaires au sein méme de cette macromoléculeffet de nombreux auteurs mettent en

évidence les conséquences au niveau de 'ADN dfet'imdirect des radiations ionisantes.

Différents mécanismes peuvent intervenir mais tlhautissent a 'apparition de bases
modifiées aprés réarrangement des bases radicafarmées par I'attaque des radicaux
oxygénés voire a une coupure simple b4,136,137. Concrétement, si I'on conserve
'exemple des radicaux hydroxyles, ces derniersvpeuattaquer certaines doubles liaisons
des base puriques et pirimidiques et ainsi s'anldier en créant une espéce radicalaire. lls
peuvent également arracher un proton créant égataime espéce radicalaire. Les composés
possédant une activité antioxydante, s’ils intermEnt avant que les bases atteintes
n’évoluent, peuvent neutraliser ces especes railiealpar donation d’'un atome d’hydrogene

par exemple et ainsi réparer entierement ou plarieint les bases atteintes.

DNA" + RSH —— DNA(H) + RS

L’ensemble de ces mécanismes nécessite la prédesceomposeés radioprotecteurs

au moment de l'irradiation étant donné la trés daéactivité de radicaux formés.

Enfin, la derniere hypothése que nous pouvons flampar analogie a ce que nous
venons de décrire pour 'ADN, est la possibilitéytiroxylation de nos composés en divers

endroits de la molécule apres attaque des radicgdroxyles.

136 Cadet J. et al. Nuclear Instruments and Method®hiysics Research B 151-7, 1999.
137Ward J.F.. Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Bi8b, 95-125, 1988.
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Afin d’approfondir, la compréhension des différemaactivité de certains de nos
composés, leur mécanisme d’action et dans le Bthallir des relations structure-activité,
nous présentons dans le chapitre suivant les aésulkisus de deux études théorique : la
premiere concerne I'étude d’'une réaction radicalaiise en jeu dans I'activité antioxydante
et radioprotectrie par des calculs de DFT (Densitgctional Theory) : il s’agit de la réaction
d’'abstraction d’'un atome d’hydrogéne du composé yamradical hydroxyle. La seconde
approche est couramment utilisée dans le domaiaen@teutiqgue, notamment dans ce que
'on appelle le « Drug Design ». En effet, il sagiune étude dite de QSAR (Quantitive
Structure Activity Relationship) : elle a pour pipe de déterminer les parametres
moléculaires (lipophilie, structure électronique .impliqués dans l'activité a partir d’'un

panel de composés testés expérimentalement.
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Chapitre IV : Etude théorique

I.ETUDE DE LA THEORIE FONCTIONNELLE DE LA

DENSITE

I.1. Introduction

Les thiols sont connus depuis longtemps pour pestéss cellules vivantes des effets
des radiations ionisantes. Par exemple, Newton |.ef188] rapportent les propriétés
radioprotectrices de certains composés tels gepdamidine et la spermine qui diminuent le
nombre de cassures simples brins de '’ADN apreslisition gamma en solution aqueuse. Le
mécanisme d’action supposé de tels agents esptareade radicaux libres oxygénés, tels que
le radical hydroxyle, en solution.

Plus récemment, Weiss et al45] montrent d'une part [l'efficacité des
phosphorothioates et d’autres thiols chez la sairtbautre part que les antioxydants naturels
(dérivés séléniés, vitamine E) sont moins efficages les thiols issus de la synthese
chimique.

Un des mécanismes d’action connus des thiols ehahiols est la capture des
radicaux libres. Trés rapidement (de I'ordre dedmoseconde), les thiols, leur thiolates ou
leurs disulfures correspondants protegent 'ADN pmapture des radicaux hydroxyles
diminuant ainsi le nombre de dommages radio-inditts’ADN. Il faut noter cependant, que
des antioxydants « non thiols » sont bien souveoinsefficaces que les thiols suggérant
ainsi que la capture des radicaux n'est pas le seétanisme impligué dans [l'effet
radioprotecteur des thiols.

Nous avons choisi ici d’étudier par une approchitigue une réaction radicalaire
impliquée dans ce processus de capture des radigalmmxyles par les thiols. Cette étude a
pour but de confirmer les résultats expérimentdabermus avec nos composés. Comme il est
décrit au chapitre 1, lors de la radiolyse de l,ed@s radicaux oxygénés se forment. Ces

derniers peuvent étre « neutralisés » par desstimla fagon suivante :
HO — OH + H (1)
RSH + OH —> RS + HLO (2)

RS + RS — RSSR (3)

138 Newton G.L., Aguilera J.A., Ward J.F., Fahey R.&RRes148(3) 272-284, 1997.
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Nous nous sommes attachés a la modélisation datdion 2 consistant en I'abstraction d’'un
atome d’hydrogene de nos composés par le radickibRyle. Pour cela, nous avons fait appel
a la Théorie de la Fonctionnelle de la Densité (DBPEnsity Functional Theory). Cette
théorie est désormais devenue un outil standard gomprendre les propriétés des
molécules, agrégats et matériaux a I'échelle atoepigomplétant ainsi les connaissances
expérimentales par des simulations numeériques basée la mécanique quantique. Elle
permet notamment de caractériser les structuresr@éhégques des molécules. Dans notre cas,
elle nous a permis d’étudier la réaction 2 en déitesint les chemins réactionnels des
différents composés dans le but de mettre en ésedéinfluence des propriétés électroniques
de chaque composé dans leur capacité a piégedisalraydroxyle.

L'utilisation de la chimie théorique dans I'étudeesd mécanismes d’action des
radioprotecteurs reste encore limitée. Trois étusmdement concernent le WR-2721, son
métabolite, le WR-1065139,140] et le dérivé Hoescht 3325B41]. Par contre, les

mécanismes d’addition du radical hydroxyle sonsmannug142,143].
OH

H3C\

\ NH

HOESCHT 33258

I.2. Méthodes de calculs

Depuis ces derniéres années, la théorie de laidmmetlle de la densité, est une

méthode, maintenant standard, acceptée par la coautéide chimie théorique. Il s’agit d’'un

outil d’étude fiable des réactions chimiques impéigt aussi bien des molécules a couches
fermées que des molécules a couches ouvertes ¢asspessédant un ou plusieurs électrons
célibataires). Il est ainsi possible de caractérides réactifs, des produits et des états de
transition, c'est a dire des mécanismes réactisnmEur une grande variété de composés

grace a cette méthode.

139 vasilescu D., Broch H., Hamza A. J. Mol. Stri&38 133-144, 2001.
140Broch H., Hamza A., Vasilescu D. J. Mol. Stri&38 117-132, 2001.

141 Kakkar R., Garg R., Suruchi R. J. Mol. Struct. §6bhem)668 243-248, 2004.
142 Galano A. et al. J. Mol. Struct. (Theochesg, 97-103, 2004.

143 Lunqvidst M.J., Eriksson L.A. J. Phys. Chafy, 848-855, 2000.
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L’ensemble des calculs est réalisé avec le logi@ealussian 03 en utilisant la
fonctionnelle hybride B3LYP et la base 6-31+G(d,p34]. La contamination de spin de la
fonction d’'onde UB3LYP des molécules dans leur ékatiblet de spin (c'est a dire de
radicaux) est faible. Elle est estimée grace aautale la valeur moyenne d&. Pour un
doublet la valeur attendue est :

S2=S(S + 1)h2=1/2(1/2 + 1)h2 = 3/4h2
Dans notre cas elle est systématiquement trésneode 0,75h2 (0,77h2 au maximum). Cette
valeur confirme la validité de la description dest€doublet en DFT.

Les états de transition sont recherchés avec ldadét QST[145] (Synchronous
Transit-Guided Quasi-Newton).

Les calculs de fréquence vibrationnelle sont réalisystématiquement pour chaque
géomeétrie atteinte lors d’une optimisation de cgéétemétrie afin de caractériser la nature du
point stationnaire. Une fréquence vibrationnellesifpee est caractéristique d'un état de
transition.

Les chemins réactionnels sont explorés de I'étaratfesition aux produits et réactifs
en utilisant la méthode IR[246] (Intrinsic Reaction Coordinate).

Les énergies libres de Gibbs sont calculées avaessskmn 03 en appliquant les

équations données dans les manuels standardsrdethy@mamique statistiqué47].

I.3. RESULTATS - DISCUSSION

I.3.1. Cas des composés 11,16 et 19

Nous avons choisi d'étudier le thidll et les aminothiold6 et 19. Le but de cette
étude est de comparer ces trois composeés afinmferer la plus grande activité des thiols
par rapport aux aminothiols. Pour cela, nous awmailé par le calcul I'abstraction d’'un
atome d’hydrogéne par un radical hydroxyle au nivéa la fonction thiol. En effet, les deux
tests réalisém vitro (test DPPH et test ABTS) mettent en évidence #mdg labilité de cet
hydrogene. Nous avons volontairement simplifiéttacture du composg9 en remplacant le
groupement thioéthyle par un groupement thiomét(iydd. Les calculs sont réalisés dans le

vide.

144 Erisch J.M. et al. Gaussian 03, Revision B.05,98@n, Inc., Wallingford CT, 2004.

145peng C., Ayala P.Y., Schlegel B., Frisch M.J. dmput. Chem17(1), 49-56, 1996.

146 Gonzalez C., Schlegel H.B. J. Chem. Phys. 90, 21%4, 1989.

147 McQuarrie D.A., Simon J.D., Physical Chemistrjalecular Approach, University Science Book,
Sausalito, 1997.
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Les résultats montrent que quelque soit le compdsé’agit d’'un processus

thermodynamique avec le méme type de chemin rémetioEn effet, il s’agit d’une réaction
élémentaire représentée ci-dessous de facon stihéma

Adduit Adduit
stabilig par stabili par
RSH + HOO—  des liaisons —— Etat de transiton ——» des liaisons——» RS' + HO
hydrognes hydrognes
intermokculaires

intermoéculaires
L'arrachement de I'atome d’hydrogéne passe pasriadtion d’un adduit stabilisé par
des liaisons hydrogenes intermoléculaires puisupaétat de transition. L’élimination d’'une

molécule d’eau passe elle aussi par un adduit.ecga de chaque état est déterminée en
kcal.mol™.

Nous obtenons les profils énergétiques représéigtée 44 :
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R-SH + HO R-SH"HO" [R-SH"HO7# R-SH,0 R-S+H,0
(adduit)  Etat transition  (adduit)

Figure 44 : Représentation des profils énergétiques obtg@ous les composékl, 16 et19’
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Concernant le compod®’, il nous a été impossible de déterminer un étatatesition
en raison vraisemblablement d’une sous estimat@wrigpfonctionnelle B3LYP des barriéres
d’activation qui sont ici trés petites. Pour lesixl@utres composékl et 16, I'attaque du
radical hydroxyle sur la fonction thiol, implique passage par la formation d’'un adduit dont
I'énergie est voisine de celle de I'état de traasit La barriere énergétique nécessaire a ce
passage est trés faible de I'ordre de 5 kcal'mBien que la fonctionnelle B3LYP soit connue
pour sous estimer cette barriere, les résultatgésegt qu'il s’'agit d’'un processus tres

favorable et essentiellement gouverné par la thdymamique et non par la cinétique.

Les radicaux résultant de I'abstraction d’'un hy@mg RSsont représentés figure 43.
L’étape de libération de la molécule d’eau impliggiee aussi le passage par un adduit
stabilisé par des liaisons hydrogenes entre la catdéd’eau et le radical RSCependant, il
faut noter que I'énergie libre est plus importaptaur I'adduit que pour le radical libre
produit. Ce dernier semble moins stable si on demsi I'enthalpie An et AS sont positifs
[148], ce qui permet la stabilisation des produits deékction RS + HO par rapport a
ladduit RS...H,O.

Les énergies de réaction nécessaires pour |'atisinagirecte de I'atome d’hydrogéne
sont - 32,2, - 32,4 et - 39,4 kcal.rfopour les composésl, 19' et 16. Pour tous les
composeés, il s’agit donc dune réaction trés exotigue. Cette exothermicité est
significativement plus importante pour le comp&déjue pour les deux autres. Compte tenu
de la tres faible barriere d’'activation, la réaaticdtudiée obéit a un processus
thermodynamique, le compo4é réagit plus efficacement avec les radicaux hydesxgue
les composédb et 19'. Ceci tend a confirmer la plus grande réactivas thiols par rapport

aux aminothiols observée expérimentalement.

Enfin, nous avons réalisé les mémes calculs en idgnasmt |'aminoalcool
correspondant au compo$6. Bien que la réaction ne nécessite pas une bamiactivation
élevée, de la méme facon que pour les compd$ed6 et 19', elle est significativement
moins exothermique avec une énergie libre de - R6a@mol* au lieu de - 32,2 kcal.mdl
pour le composd6. Ce résultat confirme la plus grande activité @dante des thiols par
rapport aux alcools.

148\watson L.A., Eisenstein O. J. Chem. Et9, 1269, 2002.
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En conclusion, la réaction d’abstraction d’'un atoditeydrogéne porté par un atome
de soufre résulte d’'un processus thermodynamigeegerique. Les résultats obtenus nous
permettent de classer nos composés par ordre \dtactiécroissantd1l > 16 = 19'. Nous
confirmons ainsi par le calcul les résultats expéritaux obtenus avec les tesisvitro
montrant une meilleure activité antioxydante du pos&ll par rapport au compodé. Cette
différence de réactivité peut s’expliquer par urelieure stabilisation du radical R-&ans le
cas du composéll du fait de sa plus basse énergie et de la passidié délocalisation de
I'électron célibataire. En effet, pour le radicalSRdu composdl, il est possible d’envisager
I'existence de plusieurs formes limites de résonalors que pour le compos6 la présence
d’'un chaine alkyle empéche la délocalisation dedton célibataire.

Enfin, la présence d’une fonction thiol semble gpdinsable a une activité intéressante
puisque lorsque nous remplacons la fonction thasl yne fonction alcool, le processus est

moins favorable.

I.3.2. Cas de la 1-thioéthyl-2-(1-naphthylméthyl)-2-
imidazoline

Dans un second temps, nous avons choisi de résenémes calculs pour un autre
compose, le 1-thioéthyl-2-(1-naphthylméthyl)-2-iedline. Par analogie avec le WR-2721,
ce dérivé est le métabolite d'un composé phosphooérespondant, le S-2-[2-(1-
naphthylméthyl)-2-imidazoline]éthylthiophosphateesCdeux dérivés ont fait I'objet d’'une
étude de I'activité radioprotectride vivo chez la souris. Les pourcentages de survie ob&nus
un mois sont respectivement de 40 % apres undadtial de 9,75 Gy et 100 % apres une
irradiation de 8,1 Gy [90]. Cette différence d’activité montre clairemennffuence du
groupement phoosphoré dans l'activité, vraisemblaleht par une meilleure vectorisation de
la prodrogue libérant ensuite I'aminothiol corresgant.

[\

NN CHCHoSH Ny N'CHCHSPOH,

1-thioéthyl-2-(1-naphthyl S-2-[2-(1-naphthylméthyl)-2-
méthyl)-2-imidazoline imidazoline]éthylthiophosphate
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Afin de faciliter le calcul, nous avons simplifi@ Istructure en retirant le motif
naphtaléne. De plus, comme précédemment, nous agahsé des calculs visant & simuler
I'abstraction d’'un atome d’hydrogéne porté panjele et par I'atome de soufre.

Les profils énergétiques obtenus sont représerntefigure 45.
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R-SH + HO R-SH+~HO" [R-SH+HO* RS H,0 R-S+H,0
(adduit)  Etat transition  (adduit)

Figure 45: Représentation des profils énergétiques obt@ous le 1-thioéthyl-2-(1-
naphthylméthyl)-2-imidazoline.
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Les résultats sont similaires a ceux obtenus pe¥nétent puisqu’il s’agit toujours de
processus thermodynamiquement favorables avec gagsa deux adduits et un état de
transition de basse énergie. Pour chaque réactimhiéé (abstraction d’'un hydrogéne sur le

cycle ou sur I'atome de soufre), I'état de transitest déterminé.

Les énergies de réaction nécessaire pour I'abstradirecte de I'atome d’hydrogéne
sur I'atome de soufre est de - 31,9 contre - 28a.tol* pour I'arrachement de I'hydrogéne
sur le cycle imidazole. Dans les deux cas, il $’dghc d’'une réaction trés exothermique avec
une faible barriere d’activation. Cette exothertdicest un peu plus importante dans le
premier cas. L'arrachement d’'un hydrogéne de latfon thiol est donc plus favorable que
I'arrachement d’'un hydrogene sur le cycle. De plufaut noter que I'énergie nécessaire a
I'abstraction de I'hydrogéne porté par I'atome defge est tres voisine de celle calculée pour

le composé6etl9.

Il est raisonnable d’envisager au vu de ces résultue le compos#l reste plus
efficace en terme d’activité antioxydante mémeesidxpérimentations n’ont pas été réalisées.
Cependant, la capture des radicaux libres n’estgpasul mécanisme pouvant étre impliqué
dans l'activité radioprotectrice. En effet, commeai été décrit au chapitre |, différents
mécanismes de radioprotection chimique existenaufés étudesin vitro et in vivo,
permetraient de mettre en évidence ou non |'exigtede propriétés vasoconstrictrices,

antimutagenes ...
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I.4. Conclusion

Cette étude théorique nous permet de confirmerdssltats expérimentaux obtenus
avec certains de nos composés a savoir une plodeyeectivité des dérivés thiols par rapport
aux aminothiols correspondants. Cette différencactdiité peut étre attribuée a la
délocalisation de I'électron célibataire. Cette dijygse est confirmée par le calcul de la
densité de spin de Mulliken. Ce calcul a été obtgmes I'optimisation de la géométrie des

composéd letl6. Figure 46 se trouvent les représentations gragisigour ces composés.

/]

Composé 11 Composé 16

Figure 46: Représentations des densités de spin de Multlkercomposékl et 16.

La densité de spin sur l'ensemble des atomes ede é&y nombre d'électrons
célibataires. Ainsi pour une espece radicalairge aensité est égale a 1. Les représentations
ci-dessus témoignent d’une répartition différent ld densité de spin pour ces deux
composés. En effet, pour le compdéé cette densité est essentiellement localiséeatonie

de soufre ou elle vaut 1.

En revanche, pour le compog&é il existe une répartition de la densité de spin su
I'ensemble de la molécule, si bien qu’elle est é@ab,65 sur I'atome de soufre. Ces résultats
confirment donc I'existence d’'une délocalisationl'déectron célibataire pour le compoé
qui n'existe pas pour I'aminothiol correspondardniposél6). Cette délocalisation est donc
a l'origine d’'une plus grande stabilité de ce ratiR-S et de sa plus basse énergie. Ces
résultats peuvent étre extrapolés de la méme fagandérivés du thiadiazole tels que les

dérivésl4 et son aminothiol corresponddr
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Comme perspective, il est possible d’envisagernel’part, la poursuite de cette
approche limitée ici a une seule réaction et ddsulsadans le vide. En effet, il serait
intéressant de compléter ces résultats par I'éteteréactions radicalaires dans un milieu
aqueux, reflétant le milieu biologique. D’autre tpad’autres réactions telles que des
hydroxylations des radioprotecteurs peuvent étndsagées : ces hydroxylations sont une
autre forme de capture des radicaux hydroxyles.inEnfinteraction de certains
radioprotecteurs avec '’ADN semble un autre moyapputéhender les mécanismes d’action

de ces composeés.

Il est important de noter que ces calculs ne comgr qu'un des mécanismes
possibles de radioprotection chimique et que biaterglu il existe vraisemblablement
d’autres parameétres en jeu. C’est pourquoi, en t&mmgnt de ce travail, nous avons étudié
par un autre type d’approche théorique une relagtauncture activité au moyen d’'une étude
QSAR (Quantitive Structure Activity Relationhip).
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II. ETUDE DES RELATIONS STRUCTURE-ACTIVITE

IT.1. Introduction

Dans le domaine de la radioprotection chimiques tpgu de travaux font appel a la
bioinformatique. En effet, seules trois étudessdiit différentes approches théoriques visant
a interpréter les résultats expérimentaux. Une ptemieres études concerne les dérivés a
structure dithiolanniqu§l49,150]et utilise la méthode de Free et Wildd®1]. Un travail
plus récent concerne le dérivé Hoescht 33258 atd&de son mécanisme d’action par une
approche QSAR (Quantitive Structure-Activity Redatship) [152] : les résultats de cette
étude montrent I'influence non négligeable de @estgroupements donneurs d’électron dans

I'activité radioprotectrice.

II.2. Principe

II.2.1. Etude QSAR

Le principe d’'une étude QSAR, consiste a trouvex oorrélation entre une activité
biologique mesurée pour un panel de composés teirtedescripteurs moléculaires. En effet,
une fonction mathématique permet de relier I'atéivdiologique a certains de ces parametres

physico-chimiques.
Activité biologique = f(propriétés physico-chimicg)e

L'association des variations de l'activité aux patres structuraux permet d'obtenir
un systeme d'équations qui donmp®ur une série chimiquedonnée etpour une activité
définie,une équation de corrélation

L'intérét essentiel de cette équation est qu'@iegkrmettre de déterminer les valeurs
des parameétres qui correspondent a une activiténmadx et ainsi de prévoir l'activité des

molécules qui n'ont pas encore été synthétisées.

149 Grassy G., Terol A., Belly A., Robbe Y., Chap#&.JGranger R. Eur. J. Med. Chehd(1), 14-18, 1975.
%0 Grassy G. et al. Eur. J. Med. Chetf(1), 14-18, 1975.

51 Free J.M., Wilson I.W. J. Med. Cheif).395-399, 1964

152 Kakkar R., Pathak S.M. J. Mol. Struc. (Theoch&@ty, 35-42, 2005.
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1
A\ 4

rrul el

Figure 47: Modele d'étude de relation structure-activité (GSA

Ainsi, Hansch et al[153] sont les premiers, en 1964, & établir une relatione les
propriétés physico-chimiques (logP, pKa, paraméstésaques et électroniques) et I'activité
biologique. En 1971, ils réalisent une étude deatimh structure-activité sur différentes
familles d’antifongiques : benzoquinones, selskykyridinium, imidazoles, phénold.54].
L'activité  antifongigue dépend du coefficient de rtpge octanol-eau mesuré
expérimentalement ou calculé.

Les techniques QSAR s’appuient sur le concept padtgue des structures similaires
ont des propriétés similaire|d55]. Ce type d’étude a donc pour vocation d'une part
d’expliquer les paramétres moléculaires impliquémsd I'activité biologique mesurée et
d’autre part de prévoir l'influence de certainesdifioations structurales dans l'activité
biologique. Les descripteurs moléculaires calcat## classiquement de trois types : physico-
chimiques (lipophilie, pKa ...), électroniques (morndipolaire...) et topologiques (indice de
Balaban...). Ces descripteurs sont eux mémes casdicjges de la structure en 2 dimensions

ou en 3 dimensions de la molécule.

133 Hansch C., Fujita Tm—p-TtAnalysis. J. Am. Chem. So86, 1616-1626, 1964.
% Hansch C., Lien E.J. J. Med. Chel¥(8), 653-670, 1971.
1% Maldonado A.G., Doucet J.P., Petitiean M., Fan.B/f6lecular Diversityl0, 39-79, 2006
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La QSAR-2D est un moyen de rationaliser au moyamel’ équation (régression
linéaire) une propriété biologique avec des desmmiig physico-chimiques ou topologiques
calculés a partir de la formule développée. Pourenpart, nous nous sommes attachés a
'étude QSAR-3D de nos composés. Ce type d’étudedésrit pour la premiere fois par
Cramer et al[156] et permet d’établir des relations linéaires entre propriété biologique et
des champs stériques/électrostatiques calculéstiét gaine conformation spatiale définie.

Nos résultats ont été confirmés par une validatroisée.

La réalisation d’'une telle étude, notamment I'dss@ment des corrélations, fait appel

a l'utilisation des réseaux de neurones.

IT.2.2. Réseau de neurones

IT.2.21. Historique

Le début des réseaux de neurones date de 1943 Ma@ulloh et Pitts[157] qui
inventent le premier neurone formel. Ce n'est quI®®8 qu’apparait le premier réseau de
neurones artificiels grace aux travaux de Rosenpl&8] qui concgoit le Perceptron. Ce
dernier est constitué d’'une couche de neuronegdrdeet d'une couche de neurones de sortie.
Ce réseau est le premier systeme artificiel présema capacité d’apprendre par I'expérience.
Néanmoins, en 1969, Minsky et Papd®$9] démontrent dans leur livre « Perceptrons » les
limites des réseaux de neurones a une seule colidhet attendre 1982 et les travaux de
Hopfield [160] pour susciter a nouveaux l'intérét des scientéd&en proposant les neurones
associatifs. Dans le méme temps, Werldd@xl] concoit I'algorithme de rétropropagation de
l'erreur offrant un mécanisme d’'apprentissage plas réseaux multi-couches de type
Perceptron et qui permet d’entrainer les neurores @buches cachées. Cependant, cet

algorithme ne deviendra connu qu’apres 1986 gr&Renaelhar{162].

1% Cramer R.D., Patterson D.E., Bunce J.D. J. AmnCH®oc.110, 5959-5967, 1998.

15" McCulloh W.S., Pitts W. Bulletin of Mathematidgiophysics5, 115-133, 1943.

1%8 Rosenblatt F Psychological Revie§§, 386-408, 1958.

%9 Minky M., Papert S. Perceptrons. MIT Press. 1969

%0 Hopfield J. Proceedings of the National Academ$oiences of the USA. 9, 2554, 1982.
181 Werbos. PThése d'Université, Harvard University, Cambridy, 1974

182 Rumelhart D., Hinton G.E., Williams R.J. Natu23 533-536, 1986.
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IT.2.2.2. Les réseaux de neurones, définitions et propriétés

Un neuroneest une fonction paramétrée, a valeurs borndegtalise une fonction
paramétrée de ses variables d’entrées. Un neurshedanc avant tout un opérateur
mathématique avec des « entrées » (variables fd@déion mathématique) et des « sorties »
(valeurs de la fonction). L'intérét des neuronesde dans les propriétés qui résultent de leur
association en réseaux, c'est-a-dire de la composites fonctions réalisées par chacun des
neurones.

La sortie d’'un neurone dépend de I'entrée du neugairde sdonction de transfertll
existe essentiellement trois types de fonctionrdasfert qui sont les fonctions seuils, les
fonctions linéaires et les fonctions sigmoidesuffeg48). La fonction sigmoide est la plus

utilisée car elle représente un bon compromis desréonctions seuils et linéaires.

A A A

+1 +1 / +1
0 > /0/ > >
-1 -1 -1
(a) (b (©)

Figure 48: Fonction de transfert : (a) du neurone «seuil»), o neurone «linéaire», et (c)

du neurone «sigmoide».

Il existe deux types de réseaux de neuronesrékEsaux non bouclést les réseaux
bouclés. Nous ne parlerons que des premiers. Iseaug de neurone non bouclés réalisent
une (ou plusieurs) fonction algébrique de ses esatngar composition des fonctions réalisées
par chacun de ses neurones. Il s’agit donc d’'uerebke de neurones connectés entre eux,
linformation circulant des entrées vers les sartsans retour en arriere possible. On parle

souvent de Perceptron multicouche a cause de $amecé de neurones cachés (figure 49).
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Variable
d'entree 1

Variable
d'entrée 2

M-M-
._\ wid &

Sortie
f ;*f_umle

l
[ ]
&
L |
Variable
dentrée n
i

Couche Couche cachée Couche de sortie
d'entrée (et poids cachés) (et poids de sortie)

Figure 49: Topologie d’'un réseau de neurones. Dans chaque ulgtla couche cachée les
variables sont combinées de facon linéaire. Le aésale neurones applique une

transformation non-linéaire a chacune de ces comibons. Finalement, les valeurs

résultantes des unités cachées sont combinéegaie lfaéaire pour obtenir la valeur prévue.

Il existe plusieurs typed’apprentissagesnais nous n’utiliserons dans notre étude que
'apprentissage supervisé. Le principe de ce deregt que le réseau doit s'adapter par
comparaison entre le résultat qu'il a calculé, emcfion des entrées fournies, et la réponse
attendue en sortie. Dans notre cas, les entréesiégusont les descripteurs moléculaires et les
sorties sont les résultats biologiques obtenus &wuse de concentration inhibitrice 50 %. Le
réseau se modifie jusqu’a ce qu'il trouve la boearie. Ces modifications ont lieu au cours
de cycles de présentations des données selon anitlatge d’apprentissage. Dans notre étude,
nous utilisons un algorithme de rétropropagationsgiant a minimiser la différence entre la

sortie calculée et la sortie fournie en apprengissaest a dire les valeurs expérimentales.
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IT.2.2.3. L'algorithme de rétropropragation

Comme il est décrit ci-dessus, I'apprentissage is&n un entrainement du réseau
de neurones. L'algorithme consiste dans un pretaraps a propager vers l'avant les entrées
(ici les descripteurs moléculaires) jusqu’a obteme sortie (Gh calculées) calculée par le
réseau. La seconde étape consiste a comparettia calculée avec la sortie expérimentale :
on détermine ainsi une erreur. Cette derniererestite rétropropagée vers l'arriere jusqu’a la
couche d’entrée tout en modifiant la pondératios eurones. Le processus est ainsi répété
jusqu’a ce que l'erreur de sortie soit considé@ame négligeable.

Soit un neurone j d’'une couche de sortie et i dmlache précédente. L'activité totale

y; étant I'activité du neurone j de la couche supggest ¢ le coefficient synaptique, ou poids

du neurone j est calculée suivant :

de la liaison entre j et i. La valeur gst calculée en utilisant une fonction de tramsfer

sigmoide exponentielle :
1

1+exp (—x)
Quand les activités de tous les neurones de sortiété déterminées, le codt J est calculé. J

détermine l'erreur entre la valeur de sortie caleulet celle donnée dans la série

J = %Z (v; —4,)°

i

Ou y représente l'activite du neurone de sortie J jetadvaleur fournie dans la série

d’apprentissage.

d’apprentissage. Cette fonction codt varie quanalaur de sortie est modifiée :

d]
Jaj = 3= ¥~ 4

La fonction colt varie quand la valeur d’entréeraetlifiée :

Joj = ﬂ = [ﬂ) [ﬁ) = Ju¥:(1—vy;)

o8 \8y/\8x

La fonction co(t varie quand la valeur d’'un coeéfit synaptique est modifiée :

F

hY
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La fonction co(t varie quand la valeur de I'acvitun neurone de la couche précédente est

modifiée :

r

- 25 (2)E)- 5

' \ ]
L’apprentissage continue jusqu’a ce que I'écartestd valeur calculée et la valeur donnée

dans la série d’apprentissage soit acceptableydterse a alors converge.

II.2.3. Mise en ceuvre

Dans un premier temps, il faut calculer les poidsrélseau c’est a dire estimer les
parameétres essentiels. Pour cela, il faut constiuir réseau reliant directement les neurones
représentant les descripteurs choisis avec leonesirde sortie. Chaque descripteur est alors
affecté d’'un poids en fonction de I'importance i@@un d’entre eux dans l'activité.

Dans un second temps, il faut choisir I'architeetdu réseau d’apprentissage c’est a
dire choisir les entrées externes, le nombre deones cachés et 'agencement des neurones
entre eux. Le nombre d’'unités cachées joue unindp@rtant dans la qualité du réseau. Si le
nombre est trop petit, le réseau posséde trop pepadamétres et ne peut interpréter les
dépendances servant a modéliser et prévoir. Sifere de neurones cachés est trop grand, le

réseau risque de s’ajuster au bruit présent dardolenées de I'ensemble d’apprentissage.

Enfin, il faut estimer la qualité du réseau obtemului présentant des exemples ne

faisant pas partie de I'apprentissage. Il s’agiing@’ validation croisée (figure 50).
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initi ale croisée

Equation
corrélation

Rarjgées de| Y=a+bX+..
composés Propriétés
exclus de biologiques

prentissage exclues
Proprigtés
h biologigues

Mesurées 7) Prévues les rangées de
- composgés exclus
<> P

enceg

Répétés

jusqu'a v
concordance Déviation
des résultats standard

Figure 50: Validation croisée.

IT.2.4. Applications des réseaux de neurones

Les réseaux de neurones sont utilisés essentigitepour de la classification. On
retrouve ces réseaux dans divers domaines : damsilieux financiers pour la prédiction des
fluctuations de marché ; dans le domaine bancaive la détection des fraudes sur les cartes
de crédit; dans les départements de marketing poéroir le comportement des
consommateurs ; en aéronautique pour la prograromalé pilotes automatiques ; dans le
domaine pharmaceutique pour des études QSAR. Damernier cas, une telle approche
permet d’éviter une synthese colteuse si I'on ge@tire que la molécule envisagée ne
posséde pas les propriétés voulues. Les applicaiont nombreuses. L'avantage principal
des réseaux de neurones réside dans le fait ge&itmettent d’automatiser la découverte des

dépendances les plus importantes du point de vieemtédiction de processus.
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Nous allons présenter dans les paragraphes suilemtesultats obtenus avec nos
composés afin de déterminer les parametres impigaés les propriétés antioxydantes de

nos dérivés.

IT.2.5. Les descripteurs moléculaires

I1.25.1. Les descripteurs physicochimiques

Ces parametres sont souvent des descripteurs @dstqties de la structure générale
en 2D de la molécule. Parmi ces descripteurs, pousons évoquer le poids moléculaire, la
taille, le caractere lipophile et hydrophile, Idraétivité molaire, la surface accessible au
solvant (Connolly Accessible Surface). Concernarddractere lipophile, celui-ci est souvent
évalué en déterminant le coefficient de partagaradteau c’est a dire le logP53, 154]

Ces descripteurs n'apportent que peu d'informatioha structure des molécules. Pour
élaborer des modeles prédictifs plus élaboréstihécessaire de leur adjoindre d'autres types

de descripteurs.

IT.25.2. Les descripteurs électroniques

Parmi ces paramétres, nous pouvons citer les dsivde moment dipolaire, les
énergies HOMO (orbitale moléculaire occupée des plaute énergie) et LUMO (orbitale
moléculaire inoccupée de plus basse énergie),naitgeélectronique, les forces de Van der

Waals ...

IT.2.5.3. Les descripteurs topologiques

La plupart de ces descripteurs sont calculés sumchiainement bidimensionnel des
atomes. lIs se traduisent sous la forme d’indindi¢e de Balaban, Wiener...) et découlent de
la théorie des graphes. Cette théorie a été dégvébopar Euler en 1780 et s’applique a I'heure
actuelle dans de nombreux domaines tels que lad@lla chimie ou encore les sciences
sociales. Un graphe permet de représenter la tgigotbune molécule sans tenir compte de la
géométrie spatiale exacte de celle-ci. Un grapheiesensemble de points, certains d’entre
eux étant reliés par des lignes. Un point représem atome et une ligne une liaison
covalente. Les chemins sont caractéristiques dehitecture de I'ensemble des atomes
constitutifs de la molécule. La plupart du tempss htomes d’hydrogéne sont exclus du

graphe afin de simplifier le calcul.
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Cette théorie est particulierement bien adaptée [@sustructures non cycliques. Cependant
pour les structures cycliques, la distance enttx gints est le nombre de lignes reliant ces
points suivant le chemin le plus court.

Par exemple pour le 2,3-diméthylpentane la fornaéleeloppée permet de créer d’'une

part un modele tridimensionnel et d’autre part tapge lié (figure 51).

Formule développée Modélisation moléculaire Grdjghe

Figure 51: Formule développée, modélisation moléculairgraphe lié du 2,3-

diméthylpentane.

Le graphe lié permet la création d’'une matrice denectivité et d’'une matrice de
distance. Un élémeny; cle la matrice de connectivité prend la valeur lesipoints etj sont
adjacents. Un élémeny; dle la matrice de distance égale la longueur da petit chemin
joignanti etj. A la figure 52 est représenté un exemple de tdkla matrice de connectivité

et de distance pour le 2,3-diméthylpentane.

[ 1 3 4 3 6 7] 1 2 3 4 5 6 77
1 1 2 3 4 2 3 1 1 ¢ 0 0 0 0
2 1 1 2 3 1 2 2 1 1 0 0 1 0
3 2 1 1 2 2 1 i 0 1 1 0 0 1
D= 14 3 2 1 1 3 2 C=1l4 0 0 1 1 0 0
5 4 3 2 1 4 3 5 0 0 0 1 a 0
6 2 1 2 3 4 3 6 0 1 0 0 0 0
Y3 2 1 2 3 3 . -7 0 0 1 0 a -

Figure 52: Matrice de connectivité (C) et de distance (Blcalée a partir du graphe lié du
2,3-diméthylpentane.
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Ces matrices permettent de déterminer de nombnedexitels que les index de
Wiener, lI'index de Balaban et le Molecular Topobtadilndex (MTI) qui sont parmi les plus
connus.

L’indice de Wiener, proposé en 19f63] est utilisé pour caractériser la ramification
et le volume moléculaire. Il est égal a la sommeaires les distances topologiques entre

toutes les paires d'atomes de la molécule.

L’indice de Balaban, proposé en 198854] représente la moyenne des distances de

connexion au sein d'une molécule.

Dans cette équatiop = g — n + 1,q étant le nombre de liaisons dans le graphe; efst

calculé a partir de la matrice de distances.

Le MTI [165] utilise en plus des matrices de connectivité (CJeedistance (D) une
troisieme matrice de valence (V). Pour le 2,3-dhykgtentane, elle est égale a :
V=[1332111]
Cet index se calcule de la fagon suivante : leltgsde la somme des matrices (C) et
(D) est lui méme multiplié par la matrice (V). Lansme des éléments résultants de ce produit
donne I'indice. Pour le 2,3-diméthylpentane, il ¥4l6.

183 Wiener, H. J. Am. Chem. So89, 2636-2638, 1947.
184 Balaban A.T. Chem. Phys. LeB9(5), 399-404, 1982.
185 Schultz H.P. J. Chem. Inf. Compout. 29, 227-228, 1989.
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IT.3. Résultats

IT.3.1. Logiciels

Le calcul des paramétres moléculaires est réalisé ke logiciel ChemOffice Ultra
2006. Toutes les molécules ont été minimisées aeéiame facon a I'aide d’'une méthode de
calcul semi-empirique avec le serveur MOPAC, elisatit I’namiltonien AM1.

Les réseaux de neurones sont réalisés a l'aidegicidl SNNS version 4.1 (Stuttgart
Neural Network Simulator, University of Stuttga@®ermany) mis au point par Zell et al.

Ces logiciels fonctionnent sur un systeme Xeon @Hz sous Windows XP. Les
données expérimentales et les paramétres calcotésté normalisés afin de travailler avec

des valeurs comprises entre 0 et 1. Les figuresétittracées a partir de ces données

normalisées.

IT.3.2. Résultats obtenus dans I'étude QSAR avec le test au

DPPH

Dans cette étude, nous faisons intervenir les t@subexpérimentaux obtenus dans
I'évaluation des propriétés antioxydantes des ca@poavec le test au DPPH. Dans ce
modele, nous avons incorporé dans un premier téemEemble des composés pour lesquels
nous avons déterminé unesgICes composeés sont les alco@ds, 4, 25), les thiols 11, 12,

13, 14, 15), les aminothiols¥6, 17, 19), soit au total 11 composés.
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Pour chaque composé, nous avons calculé 12 paesmatioléculaires qui sont
représentés dans le tableau 26.

Parametre Définition
ClogP Logarithme du coefficient de partage
octanol/eayl166,167]
MR Réfractivité Molairg168]
Conn. Access. A. Connolly Accessible All@é9]
O Ovalité
M Moment dipolaire
Ip Longueur du dipole
HOMO HoMO
LUMO LUMO
J Index de Balaban
Cl.Cnt. Cluster Count
MTI Molecular Topological Index
W Index de Wiener

Tableau 26 :Groupe des 12 descripteurs moléculaires calculés pensemble des

COMpPOSES.

IT.3.2.1. Détermination des parametres essentiels

Afin de déterminer les parametres essentiels, awoss construit un réseau avec 12
entrées et 1 sortie (une table d’apprentissage &Vkeccomposés et 3000 cycles
d’apprentissage). Il existe ainsi une relationa&eentre les neurones représentant chacun des
descripteurs et la sortie associée a k.Cl

1% Nys G.G., Rekker R.F. Eur. J. Med. Ché4), 361-375, 1974.

%" Nys G.G., Rekker R.F. Chim. Th&(5), 521-535, 1973.

188 viswanadhan V.N., Ghose A.K., Revankar G.R., RelitrK. J. Chem. Inf. Compu29, 163-172, 1989.
189 Connolly M.L. The Molecular Surface Package. J1.NBraphics11,1993.

229



Chapitre IV : Etude théorique

Les poids respectifs des 12 parametres ont éténtiétss et sont rassemblés dans le

tableau 27 :
Parameétre Poids
ClogP -15,80
MR 0,83
Conn. Access. A. 4,31
@) -0,57
M 6,82
Ip -12,23
HOMO 0,92
LUMO 0,34
J 10,78
Cl.Cnt. 1,35
MTI 4,67
W 5,87

Tableau 27: Poids associé a chacun des 12 parametres moléeslair

Il apparait clairement que le logarithme du ceeffit de partage octanol/eau, la
longueur du dipdle et lI'indice de Balaban sont paameétres trés importants de par leur fort
poids. Secondairement, nous constatons égalementd@utres parameétres possédent un
poids moindre mais non négligeable ; ces paramstmesla surface accessible au solvant, le
moment dipolaire, I'index moléculaire topologiqud’mdex de Wiener.

Ainsi, il était intéressant de créer différentse@ux de neurones afin de calculer
différentes valeurs d’activité antioxydante, en semwant le méme groupe d’apprentissage,
mais en faisant varier le nombre de parametresigéee Le but était d’établir une corrélation
linéaire entre I'activité calculée et I'activité mdrimentale en fonction d’'un ou de plusieurs

parametres par une validation croisée.

Dans le tableau 28 sont regroupées les caraagiestide deux des réseaux etudiés :

Nombre de neurones d’entrée
et parameétres moléculaires Nombre de neurones cachés
associés

Code du réseau

7 : ClogP ; Conn. Access.
RN 1 A ulp; d; MTE; W

RN 2 3:ClogP jJp;J 2

Tableau 28: Nombre de neurones dans la couche d'entréeret ldacouche cachée ainsi que

les parametres retenus pour chaque systeme deuéseaeurones.
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Les résultats obtenus avec le systeme RN 1 sorédseqtées figure 53.

RN 1
1,0
0,8 1
2
O’% il
<
0,4 -
O, il
0,0 B e
16 17 19 11 12 14 15 13 23 24 25
Composé
B Clspexpérimentale B Clsg calculée

Figure 53: Représentation des lexpérimentales et glcalculées par le réseau de

neurones RN..

Les résultats montrent que le réseau RN 1 n’estpeaformant. En effet, il sous
estime de beaucoup les sg€lsauf pour les composék3, 16, 23. Cependant, il classe
correctement les composeés les plus actifs desifimaeiuf pour le composE3. Cette famille
de 11 composés n’est vraisemblablement pas assez hoeatjen point de vue structural
d’'une part et d'un point de vue activité d’autretphes valeurs expérimentales deg,Gbnt
trop dispersées, il n'y a pas assez de valeursmgiiaires (comprises entre 100 uM et 1
mM). Un nombre plus important de composés est saaes

Etant donné les forts poids du ClogP, de la longuhku dipble et de lindex de
Balaban, nous avons modélisé le réseau RN 2. Dapag; il nous est également impossible
d’obtenir une régression linéaire entre lego@alculées et les &l expérimentales. Ceci
confirme bien qu’il est difficile d’établir, pourette famille, une relation structure-activité.
C’est pourquoi, nous nous sommes attachés a |'@tesl¢hiols et aminothiols, composés pour

lesquels nous avons réalisé différents tests digeti
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IT.3.2.2. Détermination des parametres essentiels pour les 7
composés 11,12, 14,15,16,17 et 19

Comme précédemment, afin de déterminer les paramé@ssentiels, nous avons
construit un réseau avec 12 entrées et 1 sorteepbils respectifs des 12 paramétres ont été
déterminés et sont rassemblés dans le tableaun29tdble d’'apprentissage avec 7 composés

et 30000 cycles d’apprentissage)

Parametre Poids
ClogP 0,84
MR -0,16
Conn. Access. A. -0,52
O -1,53
VI -0,62
Ip -1,20
HOMO 2,24
LUMO 2,05
J 4,00
Cl.Cnt. -0,37
MTI 2,16
w 2,10

Tableau 29: Poids associé a chacun des 12 parametres moliéesla

Dans le tableau 29, il apparait nettement que deanpétres suivants sont essentiels :
I'ovalité, la longueur du dip6le, I'énergie de Iorale HOMO, I'énergie de I'orbitale LUMO,
l'indice de Balaban, I'index moléculaire topologegat I'indice de Wiener.

L’ovalité se calcule de la fagcon suivante :
O = S/A1(3Vv/4n)?3

ou S est la surface moléculaire et V le volume mdkire.

Il faut remarquer que comme précédemment, les param topologiques sont
importants, plus particulierement I'indice de Balal{4,00). En revanche, dans cette nouvelle
série plus homogene, la lipophilie ne semble pdsnianir dans l'activité puisque le
coefficient de partage octanol/eau ne posséde dregrfaible poids (0,84).

Différents réseaux de neurones ont été construis da but d’établir une relation

linéaire entre l'activité antioxydante mesuré€attlvité calculée par chacun de ces réseaux.
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Les caractéristiques de ces différents réseauxregraupées dans le tableau 30.

Nombre de neurones d’entrée

Code du réseau et paramétres moléculaires Nombre de neurones cachés
associes
6:0;HOMO ; LUMO ;J;
RN 1 MTI; W 3
RN 2 5:0;HOMO ;J; MTI; W 2
RN 3 5:0;LUMO ;J; MTI; W 2
RN 4 4 : HOMO ;J; MTI; W 2
RN 5 3:J; MTI; W 2
RN 6 2:HOMO ; W 0
RN 7 2 : HOMO ; MTI 0

Tableau 30: Nombre de neurones dans la couche d'entrée etldarmiche cachée ainsi que

les parameétres retenus pour chaque systéme deuéseaeurones.

Pour construire ces réseaux nous avons exclu lesngtres de poids inférieurs a 1.
Pour chaque réseau de neurones crée, lgsc@lculées sont tracées en fonction deg ClI

expérimentales et nous avons réalisé 30000 cy@depmrntissage.

RN 1

1 -
$ 08-
3 §
‘_g 0,6 -
3 04 - y =0,7193x + 0,059
© 02- R? = 0,6896

O - l I I I ]

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Clsg expérimentales

Figure 54: Graphe représentant les £glcalculées, a I'aide du réseau de neurones RN 1, en
fonction des Gb expérimentales pour 7 composés.

Le réseau de neurones RN 1 comprend les parantétneisis haut poids (tableau 29).

Malgré tout, nous n’avons pas une corrélation fsasiante entre les €l calculées et les &4

expérimentales. En effet, le coefficient de cotiétaest inférieur a 0,9 (figure 54).
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RN 2
1- y = 1,0151x - 0,0041
$ 0,8 R? =0,9993
N
3 0,6
®©
2 0,4
L_) 0,2

o

T T

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

Clsoexpérimentales

Figure 55: Graphe représentant les £glcalculées, a I'aide du réseau de neurones RN 2, en

fonction des Gb expérimentales pour 7 composés

Le réseau de neurones RN 2 (figure 55) prend empt®5 parameétres qui sont ceux
de plus fort poids a I'exception de I'énergie delbitale LUMO. Dans ce cas, nous obtenons
une trés bonne corrélation avec un coefficient deétation proche de 1. Ces résultats
confirment I'importance de ces 5 parameétres, |gp@mion de parametres topologiques étant
plus importante par rapport aux autres : 3 parasdtpologiques, 1 parametre électronique

et 1 parametre physicochimique.
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RN 3

1 -
» 0,8 .
D
306 "
@
204
37 y =0,7519x + 0,0613
© 02 R?=0,6675

O 7- T I I T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Clsg expérimentales

Figure 56: Graphe représentant les £lcalculées, a I'aide du réseau de neurones RN 3, en
fonction des Gb expérimentales pour 7 composés.

Le réseau de neurones RN 3 (figure 56) englobé [egrametres de plus fort poids a
I'exception, cette fois, du paramétre HOMO. Parpmp au réseau précédent, I'énergie de
'orbitale HOMO est remplacée par I'énergie de bibale LUMO. Dans ce cas, nous
observons, par rapport au réseau précédent unélat@n moins bonne. Ceci suggére que
I'énergie de l'orbitale HOMO est un parameétre eisénAu contraire, malgré un poids non
négligeable de I'énergie de I'orbitale LUMO, cetterniere ne semble pas impliquée dans

I'activité antioxydante.

Ainsi, afin de connaitre les descripteurs les plysliqués, d’autres réseaux sont créés
dont deux sont représentés ci-dessous. Le réseali(Rjire 57) correspond au réseau RN 3
sans le parametre ovalité et le réseau RN 5 (fi§8)ecorrespond au réseau RN 4 sans le

paramétre HOMO et ne regroupe que des paramepe®{pques (Balaban, MTI et Wiener).
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RN 4
1,0 -
o 08 n
0
3 06 -
©
S 04 - y = 0,8018x - 0,0237
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O 02 R?=0,9617
O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Clsc expérimentales

Figure 57: Graphe représentant les £glcalculées, a I'aide du réseau de neurones RN 4, en

fonction des Gb expérimentales pour 7 composeés.

RN 5
1 -
@ 0,E-
9
3 0.6
B
g 04 y = 1,0133x- 0,001
© 0z R® =0.999!
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0o 01 02 02 04 O0FE OE 07 OF

Cl 5o expérimentales

Figure 58: Graphe représentant les £glcalculées, a I'aide du réseau de neurones RN 5, en

fonction des Gb expérimentales pour 7 composeés.
Ces résultats montrent que la corrélation dewswtllente lorsque nous considérons

trois paramétres topologiques (Balaban, MTI et WignElle reste néanmoins tres bonne

avec les parametres HOM@Q,MTI et W.
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Pour finir d’autres réseaux ont été réalisés visardduire le nombre de parametres.

Ainsi nous obtenons de trés bonnes corrélations angéseau a deux entrées et une sortie.

RN 6

1.
30,8
N
g 0.6/ = 0,8942x + 0,002
8 O,4A y - ’ ’
o 2 —
202 R2 = 0,9857

O I I I I ]

0,0 0,2 0,4 0,6 0, 1,0 1,2
Clsg expérimentales

Figure 59: Graphe représentant les £glcalculées, a I'aide du réseau de neurones a deux

entrées (HOMO, Wiener) et une sortie, en foncties ko expérimentales pour 7 composés.

RN 7

1;
30,8
g 0.6 y = 0,8137x + 0,0105
8 0,47 2—
> R2= 0,9406
20,21

O T T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Cl5c expérimentales

Figure 60 : Graphe représentant les £glcalculées, a I'aide du réseau de neurones a deux

entrées (HOMO, MTI) et une sortie, en fonction @kg expérimentales pour 7 composés.

Ces deux graphes (figures 59 et 60) montrent ferite d’'une corrélation entre un
parameétre électronique (HOMO) et un paramétre tapgue (MTI ou Wiener). En revanche,
il n'existe pas de corrélation directe entre chagertes parametres et legd&xpérimentales.

L’'association de ces parameétres est indispensabiedéterminer des glcalculées.
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En conclusion, cette étude confirme l'implicatioa garamétres électroniques dans
l'activité antioxydante, en particulier, I'énergie I'orbitale HOMO. D’autre part, cette

activité dépend également de parametres topologi(Reaban, Wiener et MTI).

Il faut noter que ce modele comporte quelques déisnilont les principales sont le
nombre restreint de composés utilisés. Ceci saiitradtamment par le fait que lessgke
trouvent tres sous estimées pour les plus compaséfs (tableau 31). Cependant le

classement obtenu est satisfaisant.

Clso expérimentales (mM) obtenues pour
Clso calculées (mM) par le réseau RN 6

le test DPPH
1,38 1,37
3,17 2,78
0,11 0,34
0,092 0,00076
0,091 0,0053
0,084 0,00003
0,053 0,00022

Tableau 31: Calcul des Gy a partir du réseau RN 6 pour le test DPPH.

Enfin, il faut remarquer que par rapport a I'étudalisée sur les 11 composés, nous
observons toujours l'importance des paramétreslagppes dans I'activité, notamment du

paramétre Balaban, qui dans ces deux études pdssgdies le plus élevé.

IT.3.3. Résultats obtenus dans I'étude QSAR avec le test

ABTS

Dans cette étude, nous faisons intervenir les tasubexpérimentaux obtenus dans
I'évaluation des propriétés antioxydantes des ca@palans le test utilisant le radical cation
ABTS". Dans ce modele, nous incorporons les thibls {2, 13, 14, 15) et les aminothiols
(16, 17, 19) afin de vérifier les résultats précédents. Lesup@tres utilisés sont les mémes

gue ceux utilisés dans les calculs précédents.
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Afin de vérifier les parameétres essentiels, nousnavconstruit un réseau avec 12
entrées et 1 sortie. Les poids respectifs des Xanpdres ont ainsi été déterminés et
rassemblés dans le tableau 32 (une table d’appseage avec 7 composés et 20000 cycles

d’apprentissage) :

Parameétre Poids
ClogP 0,79
MR -0,10
Conn. Access. A. -0,48
O -1,64
M -0,02
Ip -1,97
HOMO 2,44
LUMO 2,15
J 4,50
Cl.Cnt. -0,37
MTI 2,39
w 2,36

Tableau 32: Poids associé a chacun des 12 parametres moléeslair

Il apparait nettement que les parameétres suivantsessentiels : I'ovalité, la longueur
du dipéle, I'énergie de I'orbitale HOMO, I'énergie I'orbitale LUMO, l'indice de Balaban,
'index moléculaire topologique et I'indice de Wam Ce sont les mémes que dans I'étude
précedente.

Les mémes réseaux ont été construits et sonts@ms dans le tableau 33 :

Nombre de neurones d’entrée

Code du réseau et parametres moléculaires Nombre de neurones cachés
associées
6:0;HOMO ; LUMO ;J;
RN 8 MTI ; W 3
RN 9 5:0;HOMO ;J; MTI; W 2
RN 10 5:0; LUMO ;J; MTI; W 2
RN 11 4 :HOMO ;J; MTI; W 2
RN 12 3J; MTI; W 2
RN 13 2:HOMO ; W 0
RN 14 2 : HOMO ; MTI 0

Tableau 33 :Nombre de neurones dans la couche d'entrée etldarmiche cachée ainsi que

les parameétres retenus pour chaque systeme deuéseaeurones.
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Pour ce test, nous obtenons les mémes corrélagjoasprécédemment avec 20000
cycles d’apprentissage. A titre d’exemple, sontésentés a la figure 61 les résultats avec le

réseau RN 9 (équivalent au réseau RN 2 crée paasi®PPH).

RN 9
@ 0,8
3 ]
3 0,6
< 0.4/ y =0,7734x + 0,026
8 R2= 10,9614
o 0.2
O T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Clsoexpérimentales

Figure 61 : Graphe représentant les 4glcalculées, a I'aide du réseau de neurones RN 9, en
fonction des Gb expérimentales pour 7 composés.

Comme précédemment il est possible d’établir umedtation entre les G4 calculées
a partir de deux parameétres, un topologique etectrénique, et les GJ expérimentales.

Figure 62 est représenté le graphe obtenu aveésgau a deux neurones d’entrée (HOMO,

Wiener) et une sortie.

RN 13
08 -

o
30,6
=
)
S 0,4
©o2 y = 0,792x + 0,0204

] R2= 0,919

0- T T : - - !
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Clso expérimentales

Figure 62 : Graphe représentant les §glcalculées, a I'aide du réseau de neurones a deux
entrées (HOMO, Wiener) et une sortie, en foncties ko expérimentales pour 7 composés.
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De la méme facon que pour le test au DPPH, nousnohs une bonne corrélation
lorsque nous créons un réseau avec un parametrgoéigue (HOMO) et un parametre
topologique (Wiener).

II.3.4. Résultats obtenus dans I'étude QSAR avec le test sur

I'ADN plasmidique et la réaction de Fenton

IT.3.4.1. Introduction

Concernant ce test, comme nous I'avons décrit apitrie I, il ne nous a pas été possible de
déterminer avec précision des concentrations itriibs 50 %. Cependant, en vue de
confirmer les résultats des calculs réalisés agtdsts biochimiques, nous avons réalisé des
calculs en clasant les 4gldans un systéme binaire. Nous avons choisi dattri la valeur 1
pour les composés dont lasgest inférieure a 50 uM. Cette concentration acétisie en
raison des résultats expérimentaux obtenus qui nerant’'existence de deux groupes de
COmposés : un groupe correspondant aux thiols gasséne G inférieure a 50 uM et un
autre groupe correspondant aux aminothiols quiguEs® une G} supérieure.

IT.3.4.2. Résultats

Au vu des résultats des calculs précédents, naussasonserveé les parametres les plus
importants dans les tests au DPPH et avec le ladation ABTS'. Ces derniers sont

rassemblés dans le tableau 34 :

Parameétres Définition
HOMO HOMO
J Index de Balaban
MTI Molecular Topological Index
w Index de Wiener

Tableau 34: Groupe des 4 descripteurs utilisés pour les 7 posés.
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Nous avons construit 7 réseaux dont les caradtgrest figurent dans le tableau 35.

Ces réseaux sont les mémes que ceux réalisésgsodelix tests précédents.

Nombre de neurones d’entrée

Code du réseau et parametres moléculaires Nombre de neurones cachés
associes
6:0;HOMO ; LUMO ;J;
RN 15 MTI: W 3
5:0;HOMO ;J; MTI; W 2
RN 17 5:0; LUMO ;J; MTI; W 2
RN 18 4 : HOMO ;J; MTI; W 2
RN 19 3J; MTI; W 2
RN 20 2: HOMO ; W 0
RN 21 2 : HOMO ; MTI 0

Tableau 35: Nombre de neurones dans la couche d'entrée etldammiche cachée ainsi que

les paramétres retenus pour chaque systeme deuéseaeurones (20 000 cycles).

L’ensemble des résultats obtenus confirme I'existetle deux familles de produits a
savoir les inactifs (les aminothiol®, 17, 19) et les actifs (les thiol&l, 12, 14, 15). A titre

d’exemple, nous avons représenté a la figure 83¢&sultats obtenus avec le réseau RN 18.

RN 15
1,0
0,8
0,6 -
0,4
0,2
0,0
16 17 19 11 12 14 15
B Clso expérimentaleB Clso théoriques

Figure 63: Représentation des §lexpérimentales et calculées par le réseau de mesro
RN 18.
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Tous ces réseaux sont capables de discriminerrtaduips actifs des inactifs. Les
parameétres impliqués sont toujours des parameaipesagiquesJ, W, MTI) et un paramétre
électronique (HOMO).

ITI. DISCUSSION

L’ensemble des résultats obtenus dans I'étude QB&W@Rtre clairement I'implication
d’au moins deux types de parametres moléculairas Hactivité antioxydante mesurée par
deux tests biochimiques (test DPPH, test ABTS). fammetres sont d’'une part de type
topologique tels que les indices de Balaban, den@iet le paramétre MTI. D’autre part, ils
sont également de type électronique ; plus paiirhent, il s’agit de I'énergie de l'orbitale
occupée la plus haute. Le fait qu’il n'existe pas abrrélation directe entre les valeurs
respectives du paramétre HOMO et d'un paramétreldgue avec les activités mesurées
traduit clairement I'idée selon laquelle la comlisoa de ces derniers est indispensable.

Dans le tableau 36 figurent les valeurs deg €dlculées, expérimentales et le résultat
du calcul de la différence entre les deux. Congdrfes deux premiers tests, nous avons
adopté la méme stratégie. A partir de 12 paramétméculaires choisis, nous avons construit
un réseau permettant de calculer les poids de ohdieux. Dans le cas du test DPPH, a partir
des parametres de poids les plus élevés, nous avé@de réseau RN 1. Celui-ci ne nous a
pas permis d’obtenir une bonne corrélation entsedi, calculées et les glexpérimentales.
Pour les produitsl6 et 17, il n'a pas été en mesure d'ajuster convenablenentCh
calculées aux G¢ expérimentales. C’est pourquoi, nous avons craats réseaux mettant
en évidence l'influence de certains paramétresghgttant d’obtenir de bonnes corrélations
en particulier pour les réseaux RN 2, RN 4, RN B, ® RN 7. L'absence du paramétre
LUMO dans le réseau RN 2 par rapport au RN 1 es taméseau RN 4 par rapport au RN 3
améliore la corrélation. En revanche, I'absencepdtamétre HOMO dans le réseau RN 3
affecte le calcul des gl Finalement, nous avons obtenu deux réseaux cowRupredeux
parameétres (un topologique et un électronique) pesguels les corrélations entre lesCl
calculées et les gJexpérimentales sont correctes.
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Dans le cas du test ABTS, la méme démarche a éfiemlet nous avons obtenu des
résultats semblables. Les réseaux les plus perfasnsant les réseaux RN 9, RN 11, RN 12,
RN 13, RN 14. Ces réseaux sont toujours caractépagla présence d’au moins un caractére
topologique J, W, MTI) et d’'un paramétre électronique (HOMO). flut noter que le
parameétre MTI peu aussi étre considéré en partiemo® un parameétre électronique dans la

mesure ou il fait intervenir les valences.

Enfin, dans le cas du test sur 'ADN plasmidiquayant pas pu déterminer desgl
expérimentales, nous avons classé nos produitsuhasygsteme binaire (1 = actif, 0 = inactif).
Les mémes réseaux ont été utilisés et les résuti@tsrent que tous ces réseaux permettent de
classer correctement les produits en deux catégolés inactifs (composks, 17, 19) et les
actifs (L1, 12, 14 et 15). En comparaison avec les réseaux les moins peafttis des tests
DPPH et ABTS, ils sont capables également de dalagsaitativement nos composés de la
méme maniere. La faiblesse de ces derniers néusedgie d’'un point de vue quantitatif. Ces
résultats confirment la validité des parameétressit@t des réseaux construits. Il est toutefois
intéressant de poursuivre I'étude en déterminaat grécision et sur un plus grand nombre

de composeé des glexpérimentales pour le test avec ’ADN plasmidique
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Tableau 36: Valeurs des Gh expérimentales et dessgtalculées par les réseaux de

neurones, et résultats du calcul des différenogedes Cio expérimentales et les £l

calculées pour chaque test.
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D’autre part, ces résultats sont en accord avex abtenus dans I'étude précédente de
DFT. En effet, les calculs de DFT nous ont permasnikettre en évidence l'influence de la
structure et des propriétés électroniques danditlidle de nos composés a capturer les
radicaux hydroxyles. Plus précisément, la répartitile la densité de spin conditionne en
partie cette réaction radicalaire qui passe pdoraation d’'un radical RSL’énergie de ce
radical RS est d’autant plus basse (et donc la réaction diduplus favorable) que cette
densité de spin peut se délocaliser sur la molé€uleette répartition dépend elle méme de la
structure du composé car elle résulte de la pdissibie délocalisation ou non de I'électron
célibataire porté par le radical RE&n effet, la présence d’'un groupement de typetréle
donneur ou électro attracteur peut influencer a#tecalisation et donc la réaction de capture
du radical OH

Au vu des résultats obtenus, seule I'énergie dbitale HOMO semble étroitement
liee a l'activité. En revanche, malgré un poids pamble de I'énergie de l'orbitale LUMO
cette derniére n’a pas pu étre incluse dans |éérelifts réseaux de neurones que nous avons
construits. En effet, il ne nous a pas été posdgibdétenir de corrélation entre l'activité
mesurée et l'activité calculée, en considérantaseau de neurones a deux entrées (LUMO et
un parametre topologique) comme cela a été possiae I'énergie de I'orbitale HOMO. Par
contre, nous avons comparé les différences d’'éaemfire ces deux orbitales pour I'ensemble
des composés. Ces différences d’énergie peuvenigtee de mesurer I'excitabilité de la
molécule : plus elles sont importantes, moins Imposé est « excitable ». Les parametres

calculés sont rassemblés dans le tableau 37.

Composé Energie HOMO Energie LUMO  Epomo — ELumo
(eV) (eV) (eV)
11 - 8,818 - 0,599 -0,717
12 - 8,748 -0,616 -0,721
14 -9,212 - 0,659 -0,271
15 - 8,725 -0,824 - 0,230
16 - 8,57 -0,176 - 0,202
17 - 8,429 -0,16 - 0,200
19 - 8,324 - 0,521 - 0,053

Tableau 37: Calcul des énergies des orbitales HOMO et LUMOeeladdifférence d’énergie
entre les orbitales HOMO et LUMO pour les 7 comgosé
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Ces différences d’énergie sont d’autant plus gramgige les composés sont moins
actifs. En effet, la différence est plus importaptair les composés6 et 17 pour lesquels
nous avons déterminé dessg$upérieures au millimolaire. Nous avons ensuiteolmposé
19, pour lequel la G} se trouve au dessus de 100 uM et les compdsé®, 14, 15 qui ont
des Cipinférieures a 100 puM.

Ces résultats devraient étre étendus sur un parglgrombre de composés. Cependant

la comparaison des énergies HOMO et LUMO pourraitnettre de préjuger de l'activité de

certains composes.

IV. CONCLUSION

Les outils de la chimie quantique (DFT) et de clalale relations structure-activité
(QSAR) nous ont permis de comprendre les différenicactivité que nous avons pu observer
expérimentalement. En effet, grace a la DFT nouwmns\pu étudier une réaction de type
radicalaire impliquée dans le mécanisme de radieption chimique et ainsi de comparer la
réactivité de certains de nos composes vis-a-viadical hydroxyle. Les résultats ont montré
gue la réaction est plus favorable pour les thaple pour les aminothiols. D’autre part,
'étude QSAR nous a apporté des éléments dansukin€e de certains parametres, propres a
nos composeés, sur l'activité biologique mesurées Garameétres sont de deux types: les

propriétés électroniques et la structure méme decomposes.
Ces travaux sont non seulement prometteurs quap@ort non négligeable de ces

outils de calculs dans la synthése et I'étude devemux radioprotecteurs chimiques mais

nécessitent également d’étre approfondis (faméleamposés plus grande, plus homogene).
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CONCLUSION

PERSPECTIVES







Les objectifs de ce travail de recherche étaiansyinthese et I'étuden vitro de
nouveaux radioprotecteurs organiques et phosphdérs/és du benzothiazole et du
thiadiazole.

Dans le domaine de la radioprotection chimique a®breux travaux ont été réalisés
dans le but de synthétiser des composés offranelfeur rapport efficacité/toxicité. Dans le
premier chapitre, nous avons mis en évidence leessi#é de mettre en place une
radioprotection chimique de par I'omniprésence deradioactivité dans de nombreux
domaines et des conséquences sur la santé dedig®paaux rayonnements ionisants. Nous
avons rapporté également, de maniére non exhauks/@rincipaux composés étudiés dans
ce domaine et nous avons montré les contraintegjualles doivent répondre ces
radioprotecteurs. Ce travail s’inscrit dans le eadfun programme de recherche sous
limpulsion de la Direction Générale pour 'Armentegt a pour vocation de rationaliser la

synthése de nouveaux radioprotecteurs par I'étedealations structure/activité.

Ainsi, nous avons développé la synthese de nouveamposés a partir des motifs
aminobenzothiazole et aminothiadiazole. Ces congssat diversement fonctionnalisés : en
effet, nous avons synthétisé des amides, des thietssaminothiols, de acides thiosulfoniques
et des phosphorothioates. Ces synthéses sontedéeut chapitre Il. L'objectif était de
comparer I'apport de différents groupements daadtilVité antioxydante et radioprotectrice.
En effet, des travaux précédents, réalisés chesouais, montrent le bénéfice apporté, en
terme de vectorisation et donc d'efficacité, d'uroupement phosphorothioa{€0] par
rapport a I'aminothiol correspondant. L'intérét @oaux composés phosphorés résulte de la
découverte de l'amifostine, encore appelé WR-272g. dérivé est d’ailleurs, encore
aujourd’hui, le seul a pouvoir étre utilisé en meéde malgré de nombreux effets secondaires
rendant son utilisation délicate. Son effet radidgeteur est attribué a son métabolite, un
aminothiol, le WR-1065, obtenu apreés interventiaumd alcaline phosphatase membranaire.
C’est pourquoi, nous nous sommes plus particuliergrattachés a la synthese et I'étude

vitro, de tels dérivés de type aminothiols et phosphdarates.
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L’étude des propriétés antioxydantes et radioptotes de nos composés a été menée
in vitro dans le but de réaliser un « screening » des fisoths plus intéressants avant de
passer a I'étude sur I'animal. Nous avons choisttiliser le WR-2721 et son métabolite
comme référence dans le domaine. Nous avons étiadi® un premier temps les propriétés
antioxydantes car I'effet principal des radiatioosisantes sur un organisme biologique se
traduit par la radiolyse de I'eau, elle méme aidjimre de la production de nombreuses espéces
radicalaires trés réactives. Ces premiers résuliatss ont permis de confirmer que les
composeés possédant une fonction thiol sont les guitifs. Etant donné que ces dérivés sont
potentiellement les métabolites de phosphorothipateus avons poursuivi notre étude par la
mise en évidence de leur pouvoir radioprotecteuesaprradiation gamma de I'ADN
plasmidique. L'ensemble de nos résultats monteelgs meilleurs composés se caractérisent
par la présence d’'une fonction thiol directemefiéeeau noyau benzothiazole et thiadiazole.
La présence dune fonction de type aminothiol diuminau contraire les propriétés
antioxydantes et radioprotectrices.

N—/N

S\>78H R2/< S>\SH

Avec R, = H, CH; OCH,CH;
et RZ = SC"&CH& CH2CH3

Cette famille de dérivés posséde des propriétéexgaiantes et radioprotectricas,
vitro, comparableS au meilleur radioprotecteur connilyR-2721. De plus, concernant plus
particulierement, les propriétés antioxydantes, @esiiers se situent dans la méme zone
d’efficacité que la vitamine C ou encore le Trol@&nfin, au sein méme de cette famille, le
motif thiadiazole semble le plus efficace. Cettedét nous a permis d’appréhender un des

mécanismes d’action possibles de ces thiols qudeesgpe radicalaire.
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Dans la derniére partie de notre travail, nous avotlisé des outils de chimie
théorique et de bioinformatique afin de mieux coemgire ce mécanisme radicalaire et
d’établir des relations structure-activité. Lescadéd de DFT nous ont permis de modéliser une
réaction de capture d’'un radical hydroxyle par somposés (thiols et aminothiols). Les
résultats confirment, d’'une part, qu’il s’agit deiméaction trés favorable et d’autre part que
les dérivés thiols sont plus efficaces que les athinls correspondants. De plus, I'étude
QSAR nous a permis d’apporter certains élémenitseffet, il nous a été possible de relier

I'activité a des parametres moléculaires électno@sget topologiques.

L’ensemble des résultats obtenus suggére de nosdmeperspectives. Nous
envisageons de poursuivre ce travail d’'une partligande de la toxicité des composés
synthétisés sur cultures cellulaires avant de passel’étude de leurs propriétés
radioprotectrices chez le rongeur en collaborateec le phar macien en chef Christine

Amourette du Centre de Recherches du Service de 8as Armées a La Tronche.

D’autre part, nous envisageons la synthese etdé&tle dérivés organométalliques, de
types métallathiazolidines et métalladithioacétalgenus a partir des motifs organiques issus
de ce travail. En effet, des travaux précédentssésaau laboratoire montrent que la présence
d'un métal modifie les propriétés biologiques demmposés organiques parents. Ces
composés organométalliques pourront étre téstéisro etin vivo.

R3 R3

Rl\ / S R S|CHCHZNH
1 2
y Nl
Rz/ \N Rz/ SCHCHNH,
| Ra
Ry
Métallathiazolidines Métalladithioacétals

Avec M =Ge ou Si
R: = R, = dérivés du benzothiazole et du thiadiazole
R3=R;=H, CH;

De plus, la synthése de ces nouveaux dérivés peamdt développer une étude

QSAR plus approfondie et donc d’établir des ref&istructure/activité plus solides. Il est

également intéressant de développer une étude @SARdes composés pour lesquels nous
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disposons des résultats d’études menéesvo chez la souris afin d’orienter de nouvelles

synthéses.

Enfin, nous envisageons, en collaboration aveculfg® de C. Mioskovski et T. Le
Gall (CEA Saclay), de développer I'étude de la adibne, les acides pulvinique et
atromentique afin d’améliorer leurs propriétés opdotectrices en les fonctionnalisant par des
groupements aminothiols, organométalliques ou phmgphioates afin de diminuer leur

toxicité et augmenter leur pouvoir anti-oxydant.

O 8 O 8
= C-OH - cY
AN >=C A =C

R O

R=R =H R X =SH

R=MeO,R =H Y = MeO, OH, NH, Br
H OH R OH

b: )Y ﬁ: _COoH
oF C\ sH 0” Yo “ R

Y = NH,, OH R = -GH,Br

Figure 64 : Exemples d'acides pulviniques modifiés.
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ANNEXES |






ANNEXE 1 : TABLEAU RECAPITULATIF

DES DIFFERENTS COMPOSES OBTENUS

Formule Nom N°
N\ N-benzothiazol-2-yl-
>—NH((:O)(:H2(:H3 propylamide 1
S
N N-(6-méthylbenzothiazol-2-
HsC S
N
N\ N-(6-éthoxybenzothiazol-2-
>*NH(CO)CHzCH3 yl)propylamide 3
HoCH,C S
N—N N-(5-(éthylthio)-1,3,4-
5/4 )\ thiadiazol-2-yl)propylamide 4
H4CH,C S NH(CO)CH,CH;
N—N
/4 )\ N-(5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-2- 5
H4CH,C < NH(CO)CH,CHs y)propylamide
N
\>—CI 2-chlorobenzothiazole 6
S
N
\>7C| 2-chloro-6-méthylbenzothiazole 7
HsC S
N
) —
2-chloro-6-éthoxybenzothiazole 8
HaCH,CO S
N—N
S/( )\ 2-chloro-5-éthylthio-1,3,4- 9
HACH,C ; Cl thiadiazole
N—N
2-chloro-5-éthyl-1,3,4- 10

HaCH 0/4 >\CI

thiadiazole
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\>—SH Benzothiazole-2-thiol 11
S
N
\>75H 6-méthylbenzothiazole-2-thio] 12
HaC S
N
\>75H 6-éthoxybenzothiazole-2-thio] 13
HaCH,CO S
N—N
5/4 )\ 5-éthylthio-1,3 4-thiadiazole-2-
H3CH,C s SH thiol
N—N
/< >\ 5-éthyl-1,3,4-thiadiazole-2-thiol 15
H3CH,C S SH
N\>
2-(benzothiazol-2-
NHCH,CH,SH, HCl ylamino)éthanethiol 16
S
N
\>7NHCH2CHZSH, no | 2-(6-méthylbenzothiazol-2- |
ylamino)éthanethiol
HoC S
N
\>7NHCH2CH25H, HCl 2-(6-éth(_)xyb,enzothie}zol-2- 18
ylamino)éthanethiol
HyCH,CO S
N—N
5/4)\ 2-(5-éthylthio-1,3,4-thiadiazolt 19
HACH,C : NHCH,CH,SH, HCI 2-ylamino)éthanethiol
N—N
/4)\ 2-(5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-2- 20
HsCH,C < NHCH,CH,SH, HCI ylamino)éthanethiol
CH,CH,OH
2-iminobenzothiazol-3-yl- 21

|
N

@[ >:NH, HBr
S

éthanol
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CH,CH,OH

(2-imino-6-méthylbenzothiazo

N
/@[ >:NH, HBr 3-yl)éthanol 22
S
CH,CH,0H
N (2-imino-6-éthoxybenzothiazo|- 23
>:NH, HBr 3-yl)éthanol
HaCH,CO S
CHZCHZOH
N/N (2-imino-5-éthylthio-1,3,4- 24
S/Q >§ thiadiazol-3-yl)éthanol
NH, HBr
HaCH,C
CHZCHZOH
N/N (2-imino-5-éthyl-1,3,4- o5
/& >§ thiadiazol-3-yhéthanol
NH, HBr
H3CH2C S
CHZCHzBr
3-bromoéthylbenzothiazole-2- 26
>:NH HBr imine
CHchzBr
3-bromoéthyl-6- 27
>:NH HBr méthylbenzothiazole-2-iming
CH2CHzBr
3-bromoéthyl-6- o8
>:NH HBr éthoxybenzothiazole-2-imine
H4CH,CO
CHZCHzBr
N/N 3-bromoéthyl-5-éthylthio-1,3,4- 29

S/k \ﬂ\ NH, HBr
HaCH,C

thiadiazole-2-imine
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CHchzBr

N/N

3-bromoéthyl-5-éthyl-1,3,4-

/Q \ﬁ\ thiadiazole-2-imine 30
NH, HBr
H3CH,C
CHZCHZSSQ,H
Acide S-2-(2-
iminobenzothiazol-3-yl)éthyl| 31
>:NH HBr thiosulfonique
CHZCHZSSQH
Acide S-2-(2-imino-6-
méthylbenzothiazol-3-yl)éthyl 32
NH, HBr thiosulfonique
CHZCHZSSQH
Acide S-2-(2-imino-6-éthoxy-
benzothiazol-3-yl)éthyl 33
NH, HBr thiosulfonique
H4CH,CO
CHZCHZSSQH
N/N Acide S-2-(2-imino-5-éthylthio-
1,3,4-thiadiazol-3-yl)éthyl 34
s/k \ﬁ\NH HBr thiosulfonique
H4CH,C
CH,CH,SSQH
N/N/ Acide S-2-(2-imino-5-éthyl-

/k \ﬁ\ NH, HBr
HCH,C

1,3,4-thiadiazol-3-yl)éthyl 35
thiosulfonique

N/CHZCHZSPQ,HZ
N—

s/k \A\NH HBr
HaCH,C

S-2-(2-imino-5-éthylthio-1,3,4+
thiadiazol-3- 36
yhéthylthiophosphate

/CHZCHZSPQHZ
N—N

/k \%\NH HBr
HaCH,C

S-2-(2-imino-5-éthyl-1,3,4-
thiadiazol-3- 37
yl)éthylthiophosphate

H2NCH2C H2CH2NHCH2CHzBr, HBr

N-(2-bromoéthyl)propane-1,3

diamine
N-(3-aminopropyl)-2- WR-
H,NCH,CH,CH,NHCH,CH,SPQH L ;
2N 2CHSPQH; aminoéthylphosphorothioate 2721
2-(3- WR-

H,NCH,CH,CH,NHCH,CH,SH

aminopropylamino)éthanethial 1065
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ANNEXE 2 : DONNEES CRISTALLOGRAPHIQUES

L’ensemble des données collectées du cristal etiéadls de I'affinage sont répertoriées dans
les pages suivantes. Les cristaux ont été prélaviesnpérature ambiante et enduits d’'une
couche d’huile. Un cristal a été sélectionné p&andlyse sur un diffractomeétre Bruker-AXS
CCD 1000 (longueur d’onde 0,71073 A, températur®(2)7K) et une correction d’absorption
semi-empirique a été utilis§@70]. La structure a été résolue par les méthodes tegec
(SHELXS-97)[171] et les parametres ont été affinés par la méthdedanoindres carrés sur
= [172]. Les valeurs R sont définies comme REERF R Z0FCet wR2 = Ew(Foz
Fe2)2 | Sw(Fo2)2)>".

"0 SADABS, Program for data collection, Bruker-AXS
1 Sheldrick G.M., Acta CrystallogA46, 467-473, 1990
172 sheldrick G.M., SHELKL-97, Program for Crystal &tture Refinement, University de Géttingen, 1997
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c4

C3

Echelle® de collecte

Formule brute CHuN:OS, 1,89 to 26,45°
des données ' ’
i _ Echelles des indices| -6<=h<=5
Masse moléculaire 217,31 -6<=k<=11,
hid -14<=I<=12
Systéme .
_ _ Triclinique Réflections recueillies 2862
cristallographique
Réflections 1989 [R(int) =
Groupe d’espace P-1 )
indépendantes 0,0159]
Parametres de | @=4,8895(7) A | o= 112,963(2)
maille b = 9,4791(13) A B= 90,193(2)° Précision autour de@ 98,0 %
c=11,7226(16) Al y=99,112(3)°
Max/min de 1,000000 et
Volume 492,68(12) B L
transimission 0,672740
Groupe formulaire Données/contraintes/
2 R 1989/0/ 123
Z parametres
. ) Qualité d’ajustement
Densité (calculée) 1,465 Mg/n® 1,025
sur F?
Coefficient Indices finaux R1 =0,0371,
, . 0,504 mml
d’absorption R[1>20(1)] wR2 = 0,0908
Indices R (toutes R1 = 0,05009,
F(000) 228 (
données) wR2 = 0,0980
Dimension du 3 / 0,529 et -
0,1x0,2x0,4m Ap (min/max
cristal Pl ) 0,332 e A3
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Composé 28

Echelle® de collecte

Formule brute C11H16BraN>O1S 2 44 to 26.39°
des données ' ’
i _ Echelles des indices| -24<=h<=20
Masse moléculaire 398,14 -11<=k<=10,
hid -21<=I<=21
Systéme .
_ _ Monoclinic Réflections recueillies 8460
cristallographique
Réflections 3019 [R(int) =
Groupe d’'espace C2/c )
indépendantes 0,0283]
o=90°
Paramétres de | @ = 19,8392(10) A o=
= L 0
maille b = 9,3895(5) A Precision autour de@ 99,8 %
113,6570(10)°
c=17,2642(9) A
y =90°
Max/min de 1,000000 et
Volume 2945,7(3) B o
transimission 0,548114
Groupe formulaire Données/contraintes/
8 R 3019/0/185
Z parametres
. ) Qualité d’ajustement
Densité (calculée) 1,796 Mg/n® 1,039
sur F?
Coefficient Indices finaux R1 =0,0289,
: : 5,639 mml
d’absorption R[1>20(1)] wR2 = 0,0702
Indices R (toutes R1 = 0,0399,
F(000) 1576 (
données) wR2 = 0,0747
Dimension du 3 / 0,782 et -
0,3x0,5x0,5m Ap (min/max
cristal p( ) 0,447 e A3
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Composé 34

C4

Echelle® de collecte

Formule brute CsH11N2OsS,4 2.44 to 26.37°.
des données
i _ Echelles des indices| -27<=h<=32,
Masse moléculaire 301,42 -8<=k<=9,
hid -20<=1<=20
Systéme o ] _ -
) _ Monoclinic Réflections recueillies 7025
cristallographique
Réflections 2554 [R(int) =
Groupe d’'espace C2/c o
indépendantes 0,0259]
o= y=90°
Paramétres de | @ = 26,1157(19)A
Précision autour de@ 99,9 %

b = 7,3907(6) A

maille 129,3260(10)°.
c = 16,6907(13) A
Données/contraintes/
Volume 2492,03) B . 2554 /0/146
parametres
Groupe formulaire Qualité d'ajustement
8 1,024
4 sur F?
_ Indices finaux R1 = 0,0402,
Densité (calculée) 1,607 Mg/n$ RII>20(1)] WR2 = 0.0995
Coefficient 0,758 mml Indices R (toutes R1 = 0,0540,
d’absorption données) wR2 = 0,1068
0856 et —0,37
F(000) 1248 Ap (min/max) e A3

Dimension du

cristal

0,1x0,3x0,5 md
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Composé 35

06

¢

Echelle@ de collecte

Formule brute C7H1:N3055; 514 to 23.25°
des données ' ’
6Masse Echelles des indices| -22<=h<=21
) _ 269,36 -6<=k<=3,
moléculaire hkl 21<=|<=20
Systéme .
_ _ Orthorhombic Réflections recueillies 9041
cristallographique
Réflections 3021 [R(int) =
Groupe d’espace Pca2(1) o
indépendantes 0.1639]
Paramétres de | @ =20,029(4) A orécis 18 087 %
[e] t )
maille b=5,6716(11)A | a=p=y=90 récision autour de ()
c =19,544(4) A
Données/contraintes/
Volume 2220,2(7) B . 3021/1/274
parametres
Groupe formulaire Qualité d'ajustement
8 0,997
4 sur F?
Indices finaux R1 = 0,0581,
Densité (calculée) 1,612 Mg/n$
R[1>2a(1)] wR2 = 0,1416
Coefficient Indices R (toutes R1=0,0742,
: 0,659 mm! )
d’absorption données) wR2 = 0,1525
0,634 and —
F(000) 1120 Ap (min/max) 0577 e A3

Dimension du

cristal

0,1x0,1x0,4m™
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WR-1065

Echelle® de collecte

Formule brute CsH1aN2S 2,78 t0 26,37°
des données ' ’
i , Echelles des indices| -8<=h<=8,
Masse moléeculaire 134,24 -13<=k<=6,
hkl -12<=I<=13
Systéme .
_ _ Monoclinic Réflections recueillies 4182
cristallographique
Réflections 1504 [R(int) =
Groupe d’espace P2(1)/c o
indépendantes 0,0251]
Paramétres de | & =6,8695(9) A a=90° . 00 5 00
O P $ i i t 1
maille b = 10,4604(13) Al B= 101.520(2) Precision autour ded 6
¢ = 10,4510(13) A y=90°
Max/min de 1,0000000 and
Volume 735,86(16) B L
transimission 0,7421601
Groupe formulaire Données/contraintes/
4 . 1504/0/89
z parametres
. i Qualité d’ajustement
Densité (calculée) 1,212 Mg/n? 1,039
sur F?
Coefficient Indices finaux R1 =0,0340,
: 0,347 mml
d’absorption R[1>20(1)] wR2 = 0,0837
Indices R (toutes R1 =0,0462,
F(000) 296 (
données) wR2 = 0,0891
Dimension du _ 0,331 and —
cristal 0,1x0,1x0,5m Ap (min/max) 0.172 0. A3
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spectroscopie RMN (proton, carbone, phosphore, 2id), spectrométrie de mas
analyse élémentaire et pour certains d’entre euxliffeaction des rayons X. L’activité c
la plupart des composés a été évaluée par dedrtegtso. Les résultats expérimenta
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