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PREAMBULE

Toute vie qui a pu se développer sur la terre primitive a du suivre un processus
anaérobie, tel fut le cas des premiéres algues marines qui grace a la photosynthése purent faire
apparaitre le dioxygeéne provoquant ainsi 1I’oxydation de composés abondants sur la surface
primitive de notre planéte. Il n’y a finalement que 2,5 milliards d’années qu’il est produit en
exces et qu’il est devenu un composant de 1I’atmosphere terrestre, pour atteindre la proportion
de I’ordre de 20% que nous connaissons aujourd’hui. Durant 1’évolution, les espéces vivantes
se sont adaptées a sa présence, et il est progressivement devenu indispensable a la vie des
animaux, plantes et bactéries en leur permettant de produire de 1’énergie. Cette production
d’énergie est malheureusement caractérisée par la formation réguliere de composés
prooxydants souvent délétéres, que l’on regroupe a ce jour sous I’appellation d’espéces
oxygénées et azotées réactives (EOR/EAR). En conditions physiologiques normales, au
niveau cellulaire, ces EOR/EAR produites de maniére minoritaire, sont prises en charge par
un systéme de défense limitant leur nocivité. Malheureusement, lorsque ces espeéces réactives
sont produites en quantité trop importante et que la cellule ne parvient plus a réguler cette
formation, le compartiment cellulaire connait alors un état appelé « stress oxydant ».

Ce phénomeéne est actuellement impliqué dans de nombreuses maladies ainsi que dans
de nombreux désordres métaboliques touchant de nombreux constituants cellulaires vitaux.
Par conséquent, les chercheurs tentent de développer depuis de nombreuses années différentes
thérapies afin de limiter les effets néfastes de ce phénomene et plus particulierement 1’une
d’entre elles qui consiste a renforcer le systétme de défense cellulaire par 1’administration
d’antioxydants naturels ou synthétiques. Malheureusement, d’une part les antioxydants
naturels ne possedent en régle générale qu’une trés faible biodisponibilité dans I’organisme et
d’autre part, les antioxydants synthétiques actuellement utilisés en médecine ont une efficacité
limitée contre tous les radicaux libres et ne présentent qu’un effet antioxydant globalement
qui peut induire de nombreux effets secondaires défavorables.

C’est donc dans l’optique d’améliorer I’activité thérapeutique d’antioxydants en
améliorant leur biodisponibilité et en leur assurant un meilleur ciblage que le laboratoire
développe depuis de nombreuses années différents types de structures monomoléculaires
amphiphiles capables de transporter un principe actif dans 1’organisme par modulation de sa
balance hydrophile-lipophile. Ce greffage permet de mieux controler son passage

transmembranaire et par la sa biodisponibilité.



Les travaux menés au cours de cette thése ont consisté a poursuivre cette thématique
de recherche en modulant I’activit¢ de deux classes bien particulieres d’anti-radicaires
artificiels : les nitrones et les nitroxydes. Dans un premier chapitre, consacré a une
introduction bibliographique, seront détaillées les différentes propriétés antioxydantes que
possedent ces deux classes d’agents anti-radicalaires utilisables contre le stress oxydant. Puis,
dans un second chapitre seront développés les travaux réalisés plus particulierement sur la
vectorisation de nitroxydes, avant de poursuivre dans un troisiéme chapitre par les études
menées sur la vectorisation d’une nitrone bien connue : 1’0-Phényl-N-tert-Butyl-Nitrone
(PBN). Enfin, quelques perspectives d’avenir seront évoquées dans un quatriéme chapitre,

consacré au développement de nouveaux transporteurs d’antioxydants potentiels.
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A. Implication des radicaux libres dans le stress oxydant

Un radical libre est une espeéce chimique possédant un électron célibataire sur sa
couche périphérique, de ce fait cette espéce est généralement extrémement réactive et a
tendance a capter un électron pour saturer cette case quantique a deux électrons. Dans les
phénoménes de stress oxydant, les radicaux libres qui interviennent ont soit un électron
célibataire centré sur un atome d’oxygene, ce qui leur confeére la dénomination d’espéces
oxygénées réactives (EOR), soit centré sur un atome d’azote, d’ou 1’appellation d’espéces

azotées réactives (EAR).
1. Production physiologique et réactivité des EOR/EAR

1.1. Nature des différentes espéces radicalaires impliquées dans le stress oxydant

1.2.1. Les espéces réactives centrées sur l’oxygeéne

La molécule d’oxygene (ou dioxygene, O,) présente la particularité d’avoir la structure
d’un biradical libre a I’état fondamental, en raison de ces deux électrons célibataires (de spin
parallele) situé sur les deux orbitales de plus grande énergie. Cette structure biradicalaire
confére donc a la molécule d’oxygene la capacité d’accepter facilement un ou deux électrons
célibataires pour donner naissance a des especes partiellement réduites.

C’est ainsi qu’en acceptant un électron supplémentaire la molécule O, se réduit en
radical superoxyde (O;"). La production du radical superoxyde ne constitue pas en soit un réel
danger, du fait de sa faible réactivité. Toutefois, les réductions en cascades qui suivent et qui
le transforment en différentes especes réactives sont quant a elles responsables de sa grande

toxicité indirecte (Figure 1-1).

e . +e (+2H" +e . ;
0o, —< . o G ho, —€ . com(+on)
Dioxygéne Radical Peroxyde Radical
superoxyde d'hydrogene hydroxyle

Figure 1-1. Les réactions de réduction monoélectronique issues du dioxygene

En effet, la réduction monoélectronique du superoxyde en présence de deux molécules
d’hydrogéne meéne a la formation de peroxyde d’hydrogeéne (H,0,). Ce dernier n’est pas un
radical libre mais un oxydant puissant dont la toxicité est bien supérieure a celle du radical

superoxyde. Il est effectivement capable, contrairement au superoxyde, de traverser les
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membranes des cellules et des organites cellulaires, entrainant de ce fait des dommages sur
divers composants cellulaires loin de son site de production.' Cependant, sa réactivité reste

généralement limitée et c’est son intervention directe dans la production du radical hydroxyle
(HO") qui le rend tout particuliérement dangereux.

De plus, la réduction monoélectronique du peroxyde d’hydrogéne entraine Ia
production du radical hydroxyle qui est quant a lui le radical oxygéné le plus réactif,
possédant des vitesses de réaction variant de 10° a 10" M™.s” associées a un caractére
oxydant tres fort. Sa formation peut provenir de différents mécanismes mais c’est
essentiellement la réaction de Fenton,™ se produisant en présence de métaux de transition
comme Fe’" ou Cu” qui est responsable de la production de radicaux hydroxyles a partir du
peroxyde d’hydrogeéne (Figure 1-2). On peut également mentionner la réaction d’Haber-
Weiss, au cours de laquelle I’anion superoxyde peut réagir avec le peroxyde d’hydrogene,

avec ou sans catalyse par des métaux de transition (Figure 1-2).

H,0, + Fe¥ — = HO® + OH + Fe*

H,0, + 0,5 — 0, + HO" + "OH

Figure 1-2. Réaction de Fenton (en haut) et réaction d’Haber-Weiss (en bas)

C’est ainsi que, le radical superoxyde, le peroxyde d’hydrogene et le radical hydroxyle
font partie de la famille des espéces oxygénées réactives (EOR), espéces beaucoup plus
réactives que le dioxygeéne dont elles dérivent.

A titre indicatif, il existe également d’autres EOR telles que les radicaux peroxyles
ROy, les hydroperoxydes RO,H ainsi que les radicaux alkoxyles RO™

1.2.2. Les espéces réactives azotées

Au cours de la derniére décennie, un radical azoté a pris une place considérable dans le
champ de la biologie, il s’agit du monoxyde d’azote (NO).* Le 'NO est synthétisé a partir
d’un atome d’azote du radical guanidium de 1’acide aminé L-arginine et d’une molécule
d’oxygéne. Comparé a d’autres composés radicalaires, le 'NO est caractérisé par une grande

diffusibilité a travers les membranes cellulaires et une réactivité limitée liée aux

caractéristiques de 1’orbitale sur laquelle évolue son ¢électron célibataire. Ce radical possede de
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nombreux effets régulateurs et protecteurs qui s’exercent sur la plupart des grandes fonctions
physiologiques de 1’organisme. Cependant, son implication dans la survenue de nombreuses

pathologies témoigne de son role paradoxalement délétere.
En effet, de fortes concentrations en 'NO font que ce radical interagit avec le radical

anion superoxyde formé au niveau mitochondrial (Figure 1-3). Cette réaction se réalise trés
rapidement (k = 4.10° M™'.s™) pour conduire a I’anion peroxynitrite, un oxydant puissant des
tissus biologiques qui diffuse largement a travers les membranes pour étendre sa toxicité au-
dela de son site de production.™® De plus, I’anion peroxynitrite ainsi formé peut ensuite se
décomposer a pH physiologique pour conduire a deux radicaux, le radical hydroxyle et le
radical nitro (Figure 1-3).” Cependant, bien que cette réaction ait été observée in vitro, elle ne
semble pas prépondérante. Les réactions entre le peroxynitrite et les groupements thiols ou

ascorbate seraient en effet privilégiées par rapport a sa décomposition en radical hydroxyle.

0" + NO© ——> ONOO
4+ H'
ONOO  ————» ONOOH

ONOOH —— > HO® + NO,

Figure 1-3. Formation et décomposition de 1’anion peroxynitrique

1.2. Sites de production physiologique

La production d’EOR et EAR dans les cellules mammiféres est essentiellement
d’origine enzymatique et découle de plusieurs sources possibles localisées dans différents

lieux de I’organisme.

1.2.1. Sites de production des espéces oxygénées réactives

Les radicaux libres centrés sur 1’oxygene sont principalement formés au cours du
processus de respiration cellulaire, se déroulant dans la membrane mitochondriale interne. Au
cours du processus normal de réduction de 1’oxygeéne au sein de la chaine respiratoire
mitochondriale, celui-ci est quasi intégralement converti par capture de quatre électrons en
molécules d’eau. Cette chaine mitochondriale de transport des électrons permet en effet
d’oxyder des coenzymes réduits (NADH, H") et des flavoprotéines réduites (FADH?2) afin de

libérer de 1’énergie servant a la synthése d’ATP. L’oxydation de ces coenzymes s’accompagne



Chapitre 1 : Introduction bibliographiquge

d’une perte de protons et d’électrons qui, par I’intermédiaire de la chaine de transport, transitent

jusqu’a I’oxygene moléculaire O, accepteur terminal de la chaine (Figure 1-4).

INTERMEMBRANMNE SPACE
External {rotencne-insensitive} The ubiquinone (UQ) pool diffuses. Cytochrome c is a peripheral
NAD{PIH dehydrogenases can accept freely within the inner membrane and protein that transfers electrons
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Figure 1-4. Chaine mitochondriale de transport d’électrons

Cependant, une fuite d’environ 1 a 4 % des électrons transportés le long de cette

chaine se produit au niveau des complexes I et IIL*’

entrainant la production du radical
superoxyde par réduction monoélectronique de 1’oxygene dissout dans la matrice
mitochondriale. Comme nous venons de le mentionner, il s’en suit alors une cascade de
réductions en chaine conduisant a la formation d’autres EOR bien plus nocives et réactives
que le superoxyde lui-méme.

En temps normal, la production mitochondriale d’anion superoxyde a été estimée a
environ 150 mmoles par jour chez I’humain,"'’ en dehors de toute activité physique intense.'"
Cependant, cette production d’anion superoxyde peut s’intensifier avec une augmentation de
I’activité de la mitochondrie, lors d’un apport en nutriments, d’un accroissement de 1’apport

1213 5u encore avec I’age. '

d’oxygeéne
Ces espéces oxygénées réactives peuvent également étre formées, en quantité moindre,
a D’intérieur d’autres organites cellulaires. C’est notamment le cas dans le noyau, ou la

membrane nucléaire posséde des cytochromes oxydases ainsi qu’une chaine de transport des
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¢lectrons, dont la fonction physiologique est inconnue. L’activité ce cette dernicre est
toutefois beaucoup plus faible que celle de son homologue mitochondriale, mais une perte
d’¢électrons peut également intervenir et amener a la formation de I’anion superoxyde. De
méme, c’est a Dintérieur de lysosomes, de peroxysomes ou encore du réticulum
endoplasmique lisse que 1’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne ou 1’acide

hypochloreux peuvent étre formés et conduire a leur tour a de nombreuses EOR.

1.2.2. Sites de production des espéces azotées réactives

Les radicaux libres centrés sur 1’azote ne sont quant a eux pas formés a un endroit
précis de 1’organisme. En effet les monoxydes d’azote synthases (NOS) responsables de la
synthése du NO par transformation enzymatique de la L-arginine, comportent trois
isoenzymes qui difféerent entre elles par leur localisation au sein de I’organisme. Il existe deux
NOS constitutives dont 1’une est associée a la membrane plasmique et a I’appareil de Golgi,
dans de nombreuses cellules parmi lesquelles les cellules endothéliales, les plaquettes et les
cellules rénales. La seconde prédomine dans le cytosol des cellules du systéme nerveux
central et périphérique. Enfin, la NOS inductible est présente dans le cytosol des
macrophages, des hépatocytes, des polynucléaires neutrophiles, des cellules des filots
pancréatiques et des cellules endothéliales. De plus, le monoxyde d’azote formé dans ces
lieux divers diffuse trés rapidement au travers des membranes cellulaires, pouvant par
conséquent endommager de nombreux constituants cellulaires et surtout réagir avec de

nombreux radicaux libres pour former a son tour des EAR, puis des EOR.

1.3. Les cibles

Les cibles privilégi¢ées de ces EOR et EAR sont les biomolécules essentielles au
fonctionnement cellulaire comme 1’ADN, les protéines et les lipides constitutifs des

membranes.

1.3.1. Les lipides”

Les lipides sont des composés particulierement sensibles a I’oxydation et aux attaques
radicalaires. En effet, les acides gras insaturés peuvent subir une réaction d’oxydation en
chaine initiée par des radicaux libres, nommée péroxydation lipidique. Ce phénomene
présente une grande dangerosité vis-a-vis du fonctionnement cellulaire puisqu’il constitue une
chaine de réactions radicalaires qui se propage, s’amplifie et augmente les effets des radicaux
en formant des produits encore plus réactifs. C’est notamment le cas de deux aldéhydes
formés, le 4-hydroxynonénal (4-HNE), particuliérement toxique vis-a-vis des protéines, ainsi

16,17

que le malonaldéhyde (MDA), capable d’altérer de nombreuses biomolécules. De plus, au
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fur et a mesure que ces réactions radicalaires progressent, les canaux ioniques membranaires
sont perturbés et le transport de protéines ou d’enzymes est inactivé, ce qui conduit
inévitablement a la dégradation des membranes. Par conséquent, la peroxidation lipidique est
un processus qui, en plus de faire perdre 1’intégrité et la fonction de barriere sélective de la
membrane, conduit & la formation de nombreux sous-produits toxiques treés réactifs, qui

s’attaquent aux autres biomolécules constitutives de la cellule.

. . e 18
1.3.2. Les acides aminés et les protéines

Les protéines, et de ce fait les acides aminés qui les constituent, sont aussi des
biomolécules particulierement sensibles aux radicaux libres. En effet, il a été estimé que les
protéines peuvent piéger entre 50 et 70 % des especes radicalaires générées par une cellule et
les dommages sont de plusieurs types :

» 1’oxydation des chaines latérales des acides aminés, mais également la nitration de

certaines d’entre elles,lg’20
» D’oxydation de la chaine polypeptidique suivie d’une fragmentation et/ou de la
formation de pontages intra- ou inter-chaines,
» la production de dérivés carbonylés par réaction avec des aldéhydes, et notamment

ceux produits lors de la peroxydation lipidique (MDA et 4-HNE).*"*

C’est ainsi que lorsque les protéines atteintes sont de nature enzymatique, leur
fonctionnalité et par conséquent leur activité biologique est perdue, a cause de modifications
de leur structure tridimensionnelle engendrée par ces dommages. Les protéines dénaturées
sont ensuite éliminées car il n’existe pas, sauf dans de rares cas, de systéme réparateur de
protéines. De plus, une fois oxydées ces protéines deviennent plus sensibles a ’action des

protéases, enzymes chargées de I’élimination des protéines."”

1.3.3. L’ADN”

L’ADN, support de I’information génétique d’un organisme, est également un substrat
particulierement sensible aux radicaux libres. On peut effectivement dénombrer au moins cinq
catégories de dommages causés a I’ADN, qui sont :

» ’oxydation des bases puriques et pyrimidiques,

» la formation de sites abasiques par attaque de la liaison entre la base et le

désoxyribose,

> la formation d’adduits intra-caténaires par réaction entre les bases de I’ADN** et

les produits de la peroxydation lipidique® (comme le MDA),
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» les cassures simple et double-brin par attaque du sucre lui-méme,

» les pontages ADN-protéines.

L’oxydation des bases est toutefois le phénomeéne le plus largement étudié car ces
derniéres sont treés sensibles a 1’oxydation et notamment, la guanine, qui se transforme en 8-
oxo-guanine, un des marqueurs reconnus du stress oxydant.”® Il est toutefois important de
noter que les lésions causées a I’ADN nucléaire peuvent étre réparées, tant qu’elles se
produisent en quantité raisonnable, alors que I’ADN mitochondrial d’un méme tissu connait
quant a lui des taux de dégradation dix fois supérieurs. Cette relative fragilité s’explique par
plusieurs facteurs: un systéme enzymatique réparateur moins développé, la fragilit¢ de
I’ADN mitochondrial suite a I’absence d’enroulement sur les histones et bien entendu la

proximité de ce matériel génétique avec la chaine respiratoire productrice d’EOR.

2. Les systemes de défense cellulaire

Dans le but de répondre a ces fuites d’¢lectrons, inhérentes au fonctionnement de notre
organisme, les cellules se sont dotées d’un systeme de défense permettant de neutraliser les
EOR produites en conditions normales lors de la respiration cellulaire. La cellule est en effet
capable de se débarrasser de ces especes toxiques par le biais de deux mécanismes de défense

qui fonctionnent en parall¢le : des enzymes antioxydantes ou des antioxydants exogenes.

2.1. Systéme endogéne

L’organisme a ainsi développé au sein de chaque cellule un systéme antioxydant
enzymatique, constitué de trois classes d’enzymes spécialisées : les superoxydes dismutases
(SOD), les catalases (Cat) et les glutathions peroxydases (GPx) ainsi que d’autres enzymes

qui lui sont associés.

2.1.1. Les superoxyde dismutases (SOD)

Les SOD sont des métalloenzymes qui catalysent la dismutation de I’anion superoxyde
en molécule de peroxyde d’hydrogéne et d’oxygeéne. Par ce processus, les SOD s’attaquent
directement a la base du processus oxydatif engendré par la respiration cellulaire. Chez les
eucaryotes, la SOD est ubiquitaire et elle représente une famille de métalloprotéines ou les
métaux sont liés a quatre résidus histidine. On distingue au sein de cette famille trois
isoenzymes (SODI1, SOD2, SOD3) qui différent selon la localisation chromosomique du

gene, leur contenu métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire.
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2.1.2. Les catalases

Les catalases sont des hémoprotéines (protéines a héme) qui complétent 1’action des
SOD en catalysant la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en molécules d’eau et de
dioxygene. Chez la plupart des cellules aérobies, la catalase est essentiellement présente dans
les érythrocytes, les hépatocytes et les reins alors qu’elle existe en quantit¢ beaucoup plus

faible dans le cerveau ou le cceur.

2.1.3. Les glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases sont des séléno-enzymes qui présentent, tout comme les
catalases, une action complémentaire des SOD en catalysant la réduction du peroxyde
d’hydrogeéne en molécule d’eau ou d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en alcools.
Leur activité nécessite la présence d’un cofacteur, le glutathion réduit (GSH), un tripeptide
constitu¢ d’une cystéine qui au cours de la réaction va étre transformé en glutathion oxydé
(GSSG). Une seconde enzyme, la glutathion réductase (GR), permet de régénérer par la suite
le GSSG en GSH par oxydation d’un autre cofacteur, le NADPH. Le NADP+ produit est a
son tour régénéré en NADPH par une troisiéme enzyme, la glucose-6-phosphate-
déshydrogénase (G6PD). Il est important de noter que la GPx n’est pas spécifique du
peroxyde d’hydrogéne mais que les hydroperoxydes minéraux ou organiques sont ¢galement

des substrats possibles, elle reste en revanche spécifique du glutathion.

La figure 1-5 ci-dessous résume trés clairement le systéme antioxydant enzymatique

chez les eucaryotes.

02 —e> 02_. SOD H202 Cat Hzo + 02

GSH
GPx ﬁ >G6PH
GSSG

H,0

Figure 1-5. Détoxification des EOR par voie enzymatique

Il est alors trés intéressant de remarquer qu’au sein de ce systéme de défense
endogeéne, aucune enzyme antioxydante n’est responsable de la détoxification du radical
hydroxyle, pourtant le plus réactif. De fait, il est important de mentionner que des systémes

non enzymatiques sont également présents dans les organismes vivants, afin de fonctionner de
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concert avec le systeme enzymatique dans la lutte vis-a-vis de EOR/EAR. Parmi les
principaux antioxydants non enzymatiques endogenes on peut citer le glutathion, la bilirubine,
les hormones sexuelles (oestrogeénes), 1’acide urique, le coenzyme Q, la mélanine, la

mélatonine et I’acide lipoique.

2.2. Systéme exogeéne

Cette classe d’antioxydants exogenes (ou capteurs de radicaux libres) regroupe des
micros nutriments tels les vitamines (E ou C), les polyphénols, les caroténoides mais
¢galement certains métaux tels le zinc et le sélénium qui sont apportés par 1’alimentation.

Certains de ces antioxydants sont régénérables et se comportent comme des agents
catalytiques, et donc de ce fait capables d’éliminer un grand nombre de radicaux. C’est le cas

notamment de la vitamine E.

3. Le stress oxydant

En absence de conditions pathologiques, la production physiologique d’EOR est donc
maitrisée par le systétme de défense naturel et on dit dans ces circonstances que la balance
prooxydants/antioxydants est en équilibre. Malheureusement, une rupture de ce précaire
équilibre peut conduire les cellules dans un état de stress oxydant. L’intérét pour le stress
oxydant en biologie a vu le jour, il y a une cinquantaine d’années, lorsqu’en 1956 Denham
Harman, un chercheur américain, émit 1’hypothese que le vieillissement serait en partie di a

une accumulation de dommages moléculaires et cellulaires provoqués par les radicaux libres.

3.1. Définition

L’état de stress oxydant est donc défini comme une rupture de 1’équilibre entre la
production dite « normale » d’especes prooxydantes et la consommation de ces espéces par le
systeme antioxydant. Cette rupture d’équilibre peut avoir des origines multiples. Par exemple
une surproduction d’EOR/EAR, pourra étre observée lors d’une exposition a des radiations,
une intoxication aux métaux lourds, une consommation excessive d’alcool, mais également en
association avec le tabagisme. Le déséquilibre de la balance prooxydants/antioxydants peut
¢galement résulter d’une défaillance du systeéme de défense lors de carences nutritionnelles ou
d’anomalies génétiques responsables du mauvais codage d’une protéine antioxydante. La
rupture de cet équilibre va se traduire par une attaque de tous les constituants cellulaires par
les radicaux libres, ainsi que par une toxicité secondaire due au caractére cytotoxique et

mutagene des métabolites libérés.
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3.2. La mort cellulaire programmeée par apoptose

A ce jour, il est évident que 1’état de stress oxydant et donc la surproduction d’EOR/
EAR sont directement impliqués dans le déclenchement d’un processus de mort cellulaire
programmée plus connu sous le nom d’apoptose.””**** Cette mort cellulaire programmée
rapide est utilisée en permanence par 1’organisme afin de renouveler les cellules qui le
composent, sans entrainer ni inflammation ni lésion dans les tissus ou ces cellules
disparaissent. Ce processus se caractérise ainsi par une destruction organisée de la cellule, a
I’inverse de la nécrose qui est définie comme une mort accidentelle.

On dénombre différents facteurs induisant le déclenchement de I’apoptose (substances
toxiques, atteintes de I’ADN, transmission d’un signal de mort...), mais la présence d’especes
radicalaires fait partie de 1’'un des principaux facteurs. En effet, la présence d’espéces
oxydantes en quantité anormale stimule le facteur de transcription NF-xB, qui est en temps
normal présent dans le cytoplasme sous sa forme inactive.*

L’apoptose est donc un phénomeéne que la plupart voire que la totalité des cellules
peuvent développer, cependant 1I’engagement dans cette voie d’autodestruction nécessite une
parfaite régulation entre des facteurs activateurs et inhibiteurs pour la bonne survie d’un
organisme. Par conséquent, toute stimulation anormale de ce phénoméne par un état de stress
oxydant conduit a une perte cellulaire excessive néfaste pour I’organisme. C’est notamment le
cas dans les syndromes d’ischémie reperfusion et d’immunodéficience, mais également celui
de maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer ou la maladie de

Parkinson.

3.3. Pathologies et désordres associés au stress oxydant

La plupart des maladies liées au stress oxydant apparaissent progressivement avec
I’age car les processus de vieillissement cellulaire entrainent une hyperproduction
mitochondriale d’espéces réactives de 1’oxygeéne ainsi qu’une baisse des défenses anti-
oxydantes.”’ C’est ainsi que les recherches menées au cours des derniéres décennies ont
montré qu'un grand nombre de pathologies liées a 1’dge, parmi lesquelles le cancer, les
maladies neurodégénératives, les démences, les cataractes ainsi que le déclin de la fonction
immunitaire, seraient favorisées par I’accumulation de radicaux libres.*>

Les cytopathies mitochondriales, qui regroupent une grande variété de maladies dont
la source commune est un déficit de la chaine respiratoire mitochondriale, sont également
associées a des phénomenes de stress oxydant. Ces cytopathies recouvrent un trés grand

nombre de présentations cliniques, en particulier chez I’enfant™ mais également chez

10
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I’adulte.** De plus, du fait de la présence ubiquitaire des mitochondries dans 1’organisme, les
déficits de la chaine respiratoire peuvent affecter le fonctionnement de n’importe quel organe.
L’atteinte peut étre isolée ou, au contraire, pluriviscérale ayant alors généralement une

dominante neuromusculaire.

Par conséquent, compte tenu de la grande réactivité des radicaux libres et de leur
implication dans de nombreux phénomenes pathologiques, les chercheurs ont tenté¢ de
développer des molécules aux propriétés antiradicalaires et antioxydantes en tant qu’agents a
propriétés thérapeutiques. C’est ainsi que nous sommes venus a nous intéresser a deux classes

d’antioxydants artificiels trés couramment employées : les nitroxydes et les nitrones.

B. Un premier type d’anti-radicalaire artificiel : les Nitroxydes

1. Présentation générale des nitroxydes cycliques et de leur utilité premiére

1.1. Qu’est-ce qu’un nitroxyde cyclique?

Les nitroxydes cyliques sont des radicaux libres, c’est-a-dire présentant un électron
célibataire (ou non apparié¢) sur leur couche de valence. Ils sont caractérisés comme des
radicaux libres particuliers car ils sont persistants, voir méme stables pour certains, avec une
durée de vie pouvant dépasser plusieurs années lorqu’ils sont conservés sous forme solide.
Cette propriété de persistance est liée a leur structure électronique particuliére caractérisée par
la présence d’une liaison & a 3 électrons entre les atomes d’azote et d’oxygene, 1’électron non
apparié¢ occupant une orbitale anti-liante n*. De plus, la présence des deux groupements
méthyles en o de la fonction aminoxyle permet d’augmenter la stabilité. Les nitroxydes
cycliques les plus couramment utilisés sont de type pipéridique (2 gauche) ou pipéridinique (a

droite), (Figure 1-6).

Figure 1-6. Structures chimiques des nitroxydes les plus classiques

Ces composés peuvent lors de transformations redox monoélectroniques se présenter

sous forme d’hydroxylamine et de cation oxoammonium (Figure 1-7).

11
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Figure 1-7. Les trois états redox des nitroxydes cycliques

Les nitroxydes cycliques ont longtemps été utilisés comme sondes en résonance
paramagnétique electronique (RPE) du fait de leur grande stabilité et de leur nature

paramagnétique.

1.2. Les nitroxydes cycliques en RPE

1.2.1. Définition de la RPE

La résonance paramagnétique ¢électronique (RPE), également connue sous le nom de
résonance de spin électronique, est une technique spectroscopique qui permet d’étudier et de
détecter les espéces comportant un ou plusieurs €lectrons célibataires. Sa capacité a détecter
de faibles concentrations de radicaux (10® M) et sa sensibilité au mouvement et a
I’environnement moléculaire, ont contribué grandement a sa popularité. Un des avantages de
cette méthode est que seules les especes paramagnétiques sont détectables, ce qui la rend tres
utile pour I’étude des systemes complexes tels que les milieux biologiques. La RPE peut ainsi
étre comparée a un filtre qui ne rendrait observable que les substances paramagnétiques, sans

affecter ni interagir avec le systéme étudié.

1.2.2. Utilisation des nitroxydes en tant que sondes en milieu biologique
Comme nous venons de le mentionner, 1’environnement redox de nos cellules est trés

sensible a un exces d’especes prooxydantes qui peut conduire a un état de stress oxydant. Ce

12
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phénomene étant a I’heure actuelle impliqué (ou soupgonné) dans de nombreux désordres
pathologiques, toute technique qui permettrait de quantifier et de visualiser 1’environnement
redox en milieu biologique serait un outil essentiel dans la détermination du lien existant entre
I’état de stress oxydant et ces différentes pathologies. De plus, cette technique pourrait
également permettre de déterminer I’efficacité thérapeutique d’antioxydants administrés en
milieu biologique.

C’est pour ces raisons que des radicaux stables tels que les nitroxydes ont été utilisé en
milieu biologique dans les années 80. Dans un premier temps, des études menées en RPE ont
servi @ mesurer la répartition tissulaire et cellulaire de molécules dotées d’une sonde de type
nitroxyde. Par la suite, des études cinétiques en RPE ont permis de mesurer I’état redox de
tissus en utilisant la capacité qu’ont les nitroxydes a se réduire en hydroxylamine.*® En effet,
les formes hydroxylamines ne fournissant aucun signal en RPE, il est tres facile de quantifier

et de visualiser au cours du temps la réduction d’un nitroxyde par disparition de son signal RPE.

2. Utilisation des nitroxydes pour leurs propriétés antioxydantes**~’

L’intérét des nitroxydes en tant qu’agents protecteurs est apparu plus récemment, des
lors qu’on s’est rendu compte que ces composés prévenaient les dommages oxydants sur des

modeles cellulaires’® et animaux.>¢

2.1. Propriétés antiradicalaires et antioxydantes des nitroxydes

2.1.1. Mimétiques des enzymes SOD et Cat
Les nitroxydes sont tout particulierement capables, au méme titre que les SOD, de
prévenir la formation de 1’anion superoxyde® selon deux mécanismes qui sont :
» la réduction du nitroxyde en hydroxylamine, celle-ci pouvant étre, selon un cycle
catalytique, réoxydée en nitroxyde par une seconde molécule de superoxyde,*’
» l’oxydation du nitroxyde en cation oxammonium, celui-ci pouvant étre, selon le

méme cycle catalytique, réduit en nitroxyde par une molécule de superoxyde.*'

Ces deux processus en chaine sont représentés sur la figure 1-8. L’équation bilan de
chacun révele bien une dismutation, puisque deux molécules de superoxyde conduisent a une
molécule de dioxygene et a une molécule de peroxyde d’hydrogéne comme dans le cas du
mécanisme d’action des SOD. C’est la raison pour laquelle les nitroxydes sont considérés

comme des mimétiques des enzymes SOD.

13
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Figure 1-8. Dismutation du superoxyde par les nitroxydes via leur réduction en hydroxylamines (A)
et via leur oxydation en cation oxammonium (B).

Ainsi, en éliminant le radical anion superoxyde, premicre espece réactive issue de la
réduction incomplete de 1’oxygeéne, les nitroxydes bloquent les réactions en chaines
responsables de la production des autres EOR. De plus, il semblerait que la réduction du
nitroxyde en cation oxammonium puis sa réoxydation en nitroxyde par une molécule de
superoxyde, soit un processus plus rapide que I’action des SOD elles-mémes.** Par ailleurs, le
mode d’action catalytique des nitroxydes permet d’envisager une activité protectrice méme a

de tres faibles concentrations, ces radicaux étant régénérés a chaque cycle.

Les nitroxydes ont également démontré qu’ils pouvaient induire une activité semblable
a celle des catalases, en protégeant des cellules de mammifeéres exposées au peroxyde
d’oxygéne et & des peroxydes organiques.*

2.1.3. Inhibition de la peroxydation lipidiqueM

Comme nous I’avons déja mentionné précedément, la peroxidation lipidique est un

processus de dégradation en chaine des lipides, qui détériore les membranes. Ce processus

14
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d’auto-oxydation est une réaction radicalaire composée de trois étapes principales qui sont
successivement : 1’initiation, la propagation et la terminaison. Les nitroxydes et les
hydroxylamines peuvent stopper la peroxydation lipidique en participant a des réactions redox
a différentes étapes du mécanisme. En effet, il a été démontré qu’ils pouvaient inhiber 1’étape
d’initiation en neutralisant I’amorceur radicalaire ainsi que retarder 1’étape de propagation en

réagissant avec les radicaux lipidiques oxydés.

2.1.4. Inhibition des réactions de Fenton® et d’Haber Weiss

Les réactions de Fenton sont dans la plupart des cas a 1’origine de la formation du
radical hydroxyle HO', une espéce radicalaire particulierement délétére. Les nitroxydes sont

capables de limiter la formation du radical hydroxyle, par les réactions de Fenton, en
acceptant un électron d’un atome de Fer sous sa forme réduite Fe*" suivant le mécanisme de
la figure 1-9.* Par conséquent, ils inhibent la formation des radicaux HO" en se substituant
aux molécules de peroxyde d’hydrogéne, qui réagissent en temps normal avec ces métaux de

transition.

e
)

N—O® + Fe?* ——>» N—OH + Fe*'

. N
L]

Figure 1-9. Réaction des nitroxydes avec Fe*" et Cu**

Les nitroxydes sont effectivement capables de réagir avec d’autres métaux de
transition. Lors de ce processus, les nitroxydes agissent comme des oxydants qui maintiennent
les métaux dans leur plus haut état d’oxydation, empéchant la réaction d’Haber-Weiss d’avoir
lieu. Mais, les nitroxydes peuvent également agir en absence de réducteur tel le peroxyde
d’hydrogéne. Ainsi, lors de ce second processus, les nitroxydes agissent comme des réducteurs

capables de réagir avec les ions Cu®", limitant la réaction d’Haber-Weiss (Figure 1-9).*

2.1.6. Inhibition des dommages dus a des radiations
Les travaux de Krisnha ef al. ont démontré que les nitroxydes offraient une
radioprotection dés plus significative, alors que leurs formes hydroxylamines en étaient

quasiment dépourvues.” Cette activité radioprotectrice semble dépendre en partie de la
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facilit¢ que possede les nitroxydes a pénétrer dans les cellules, grace a leur faible poids

moléculaire (~200 Da), mais également a leur affinité pour d’éventuelles molécules cibles.*’

En conclusion, de par leur dualité d’action, les nitroxydes présentent des propriétés
intéressantes dans la lutte contre les phénomenes de stress oxydant en renforcant le systéme

de défense cellulaire lorsque celui-ci est soumis a une surproduction de radicaux libres.

C. Un second type d’anti-radicalaire artificiel : Les Nitrones

1. Utilisation dans la technique de piégeage de spin

Les radicaux libres, de courte durée de vie, relévent de systémes réactionnels ou leur
concentration instantanée est trés faible du fait de leur haute réactivité. Ainsi, ce probléme
majeur est rencontré lors de la détection et la mise en évidence d’espéces radicalaires dans les
milieux vivants. En effet, trés peu d’intermédiaires radicalaires impliqués dans les processus
biologiques ont une durée de vie suffisante dans les conditions physiologiques pour maintenir
une concentration stationnaire supérieure ou égale au seuil de détection RPE. L’observation
RPE devient donc difficile et on fait ainsi généralement appel a une méthodologie de piégeage
des radicaux, encore appelée spin trapping, qui permet la formation d’adduits radicalaires plus

stables et donc plus faciles a mettre en évidence.

1.1. Principe du spin trapping

Dés son apparition & la fin des années 60,"* la technique de piégeage de spin (ou
« spin trapping ») est rapidement appliquée a la détection et a I’identification de radicaux
libres de trés courte durée de vie. Le principe consiste a additionner au systéme étudié une
molécule diamagnétique, qui va servir a piéger de facon treés rapide un radical libre afin de
former un nouveau radical (adduit de spin) beaucoup plus stable (Figure 1-10).

C’est ainsi que les espéces radicalaires qui ne sont au départ pas détectables dans le
systtme sont converties en radicaux plus persistants, qui vont quant a eux pouvoir
s’accumuler dans le milieu afin d’étre ¢tudiés plus facilement. Par conséquent, cette technique
offre I’opportunité de simultanément distinguer et quantifier les divers radicaux libres générés
dans un milieu biologique. L’¢étude du spectre RPE de I’adduit de spin formé va permettre de
mesurer les constantes de couplage afin de caractériser cet adduit. On distingue alors deux
types de constantes : la constante hyperfines ay, et la constante de I’hydrogene ay. La valeur
de ag dépend de I’angle di¢dre existant entre 1’orbitale p de I’atome d’azote, contenant

I’¢lectron célibataire, et la liaison C-H avec ’atome d’hydrogene en . Cette valeur dépend
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donc de I’encombrement du radical piégé. La valeur de an varie quant a elle selon la
polarisation de la liaison N-O et dépend ainsi de I’¢électronégativité du radical piégé. Les
solvants jouent également un réle important sur la valeur de ces constantes de couplage,
suivant leurs polarités.

Une telle technique a ainsi permis d’améliorer la compréhension de processus
pathologiques liés au stress oxydant et a vu I’émergence de nouvelles molécules capables de

., . . .. . . . 50
piéger les radicaux libres d’origine biologique : les nitrones.

1.2. Les nitrones utilisées dans le piégeage de spin : cycliques et linéaires

A T’heure actuelle, les nitrones sont une classe de molécules diamagnétiques trés
couramment utilisée dans la technique de spin trapping. On distingue deux familles de nitrone

qui sont les plus couramment employées : les nitrones linéaires de type PBN et les nitrones
cycliques de type DMPO. Un exemple de piégeage d’un radical (R) par la PBN est représenté

sur la figure 1-10.

Radical non

détectable par RPE H JT H R JT
° N7 N
R @é — Y

Piege Adduit de spin =
diamagnétique Radical persistant observable par RPE
Etude RPE

Figure 1-10. Principe de la technique de piégeage de spin par la PBN

La nitrone réagit avec le radical libre par I’intermédiaire du carbone situé en position o
de ’atome d’azote, ce qui conduit a la formation d’un adduit de spin de type nitroxyde.
L’atome d’hydrogeéne qui se trouve a deux liaisons du groupement nitroxyde est nommé
hydrogeéne B.

Parmi ces nitrones, la 5,5 diméthylpyrroline-N-oxyde (DMPO), 1’a-phényl-N-tert-
butylnitrone (PBN) ainsi que la a-4-pyridyl-1-oxide-N-tert-butylnitrone (POBN) se sont
révélées, durant de longues années, particulierement bien adaptées a I’étude du piégeage de

nombreux radicaux libres in vitro ou in vivo.
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1.2.1. Les spin-traps cycliques
La DMPO est encore actuellement I’un des piéges les plus utilisés,” car elle présente
d’excellentes propriétés de piégeage des radicaux oxygénés de type hydroxyle, superoxyde et
perhydroxyle.”>> En effet, la DMPO réagit avec le radical hydroxyle avec une constante de
vitesse de 6,1 4 8,5.10° M s™,** et avec I’anion superoxyde avec une constante de I’ordre de
1,7 M 57" De plus, cette nitrone est également capable de piéger des radicaux carbonés de
type alkyle,”®” hydroxyalkyle™ et alkoxy.” Cependant, malgré la grande capacité que
posséde cette nitrone cyclique a piéger de nombreux radicaux libres, elle présente quelques
limitations comme :
» sa faible solubilité dans I’eau,
» sa sensibilit¢ aux attaques nucléophile en milieu aqueux ainsi qu’a d’autres
réactions de dégradation,
» la trés faible stabilit¢ de I’adduit de spin formé par piégeage du radical
superoxyde, DMPO-O;H, qui a la particularit¢ de se décomposer trés rapidement
en adduit hydroxyle, DMPO-OH, et dont le temps de demi-vie est de 45 secondes

y 51,60,61
en milieux aqueux.” ™"

C’est ainsi que de nouveaux spin-traps, dérivés de la DMPO, ont été synthétisés afin
d’améliorer ses capacités de détection et d’identification de radicaux libre en milieu
biologique. L’équipe de Pr. Tordo a ainsi synthétisé un analogue B-phosphorylé de la DMPO,
la. DEPMPO  (2-diéthylphosphono-2-méthyl-3,4-dihydro-2H-pyrrole-1-oxyde),**®  qui
présente une meilleure aptitude a la capture de radicaux oxygénés que la DMPO tout en
formant des adduits de spin plus persistants (Figure 1-11). En effet, ’adduit formé par capture
d’un radical superoxyde, DEPMPO-O;H, ne se réduit pas en adduit hydroxyle comme cela se
produit avec la DMPO. De plus, son temps de demi-vie est de 14,8 minutes en milieu aqueux,
environ 20 fois plus persistant que celui formé par la DMPO. Enfin, la DEPMPO comme la
DMPO, sont susceptibles de piéger des radicaux carbonés dérivant d’un réarrangement de

radicaux peroxyle ou d’hydroperoxydes lipidiques.**
Par la suite, de nombreux autres spin-traps cycliques ont été¢ synthétisés, toujours dans

le but d’augmenter le temps de demi-vie des adduits de spin formés. La figure 1-11 présente

quelques analogues, avec notamment :
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> la DIPPMPO,”

» la Boc-MPO, qui offre notamment de nombreux avantages dans la détection et la
caractérisation des radicaux superoxydes mais également des radicaux glutathiyls
(GS) en milieu biologique,®®-¢7-6%¢

» la EMPO, qui tout comme la DEPMPO forme un adduit EMPO-O,H plus stable
que la DMPO et qui ne se décompose pas en adduits hydroxyles, mais dont le
temps de demi-vie de 8,6 minutes en milieu aqueux est tout de méme moindre que
celui de la DEPMPO, 3627071

» la AMPO, qui forme un adduit AMPO-O,H dont le temps de demi-vie de
8 minutes est semblable a celui de la EMPO, mais qui posséde I’avantage de

A e ot . 1 72,73
pouvoir étre utilisée dans la détection de nombreux radicaux en milieu aqueux.’”

(@)
O\ //
%7) ﬁ %@ »o%() HzNW
4L ¥ i

DEPMPO DIPPMPO Boc-MPO EMPO AMPO

Figure 1-11. Structures chimiques de quelques spin-traps cycliques

Ce travail de synthése d’analogues de la DMPO a conduit les chercheurs a la
conclusion que les nitrones cycliques ayant la possibilité de former des liaisons hydrogénes
intra-moléculaires entre la fonction nitroxyle et le substituant positionné en a, sont celles qui
donneront les adduits de spin les plus persistants et par conséquent les plus stables.”>”*

C’est ainsi que plus récemment deux nitrones cycliques hydrophiles de type DMPO
ont été synthétisées, la (5S)-CDMPO et son isomére la (5R)-CDMPO (Figure 1-12).”° Dans le
but d’augmenter le nombre de liaisons hydrogeénes intra-moléculaires pouvant étre généré a

proximité de la fonction nitrone, la DMPO a été greffée a un groupement p-cyclodextrine, qui

est un polyglucoside cyclique (sept glucoses pour la forme f3).
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Figure 1-12. Structures chimiques des nitrones (5S)-CDMPO et (5R)-CDMPO

Cette association s’est montrée efficace, puisque la constante de vitesse de piégeage
du superoxyde se trouve nettement augmentée, passant de 1,7 M™' s™ pour la DMPO 4 58 M™!
s pour ces deux nitrones B-CDMPO. De plus, le temps de demi-vie de 1’adduit (5R)-
CDMPO-0O;H, quasiment deux fois supérieur a celui DEPMPO-O,H, atteint 28 min en milieu
aqueux. Cependant, il est important de mentionner que le temps de demi-vie correspondant a
son isomere, le (5S)-CDMPO, n’est que de 5 min, ce qui suggere que les liaisons hydrogenes
ainsi que les interactions de Van der Waals formées pour I’isomére R seraient plus fortes que
pour I’isomere S.

Ainsi, la présence de nombreuses liaisons hydrogeénes intra-moléculaires entre la
fonction nitroxyle et les fonctions hydroxyles présentent sur la cyclodextrine permettraient de
stabiliser 1’adduit de spin formé avec I’isomére R. De plus, il semblerait que I'utilisation
d’une jonction amide pour le greffage de la DMPO sur la cyclodextrine soit un avantage
considérable qui reste également a exploiter dans le but d’augmenter encore d’avantage la

vitesse de piégeage de futurs spins traps cycliques.”

1.2.2. Les spin-traps linéaires

La PBN est également utilisée dans des études de piégeage de spin malgré des
propriétés de piégeage plus faibles que son analogue cyclique, conduisant a des adduits de
spin moins persistants.”® En effet, I’adduit de spin formé par piégeage du radical superoxyde,

PBN-O;H, a un temps de demi-vie de seulement 10 secondes. Cependant, son hydrophobie
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plus ¢élevée rend la PBN plus adaptée que la DMPO pour piéger des radicaux carbonés en
milieu organique’”’ comme en milieu aqueux.”® De plus, cette hydrophobie supérieure lui
confere une meilleure distribution tissulaire et une meilleure pénétration transmembranaire
lors d’expériences en milieu biologique.

L’¢équipe du Pr. Tordo a également mis au point un analogue B-phosphorylé de la PBN
(Figure 1-13), la PPN (N-benzylidéne-1-diéthoxyphosphoryl-1-méthyléthylamine-N-
oxyde)”**! dont les capacités de piégeage vis-a-vis du radical superoxyde sont augmentées
par rapport a la PBN.

De nombreux autres spin-traps linéaires ont ensuite ét¢ synthétisés dont la EPPN (N-2-
(2-ethoxycarbonyl-propyl)-a-phenylnitrone)*” qui posséde un groupement ester diéthylique a
la place d’un groupement méthyle (Figure 1-13). Cet analogue B-estérifié de la PBN posse¢de
¢galement de bien meilleures capacités de piégeage du radical superoxyde, avec notamment
un temps de demi-vie de 5 minutes pour 1’adduit EPPN-O,H. De plus, son caractére lipophile
ainsi que sa bonne solubilité en milieu aqueux en fait un spin-trap efficace dans de nombreux
milieux (organique, aqueux et biologique) et pour le piégeage de multiples radicaux

S r.\ 83
(oxygénés et carbonés).

st alsaaNcs i)

EPPN DEPPN

Figure 1-13. Structures chimiques de quelques spin-traps linéaires

Par la suite, il a été prouvé que la présence de deux groupements ester dié¢thylique sur
son analogue B-diestérifi¢, la DEEPN, permettait d’améliorer encore d’avantage la stabilité de
1’adduit formé par piégeage du superoxyde.***

Enfin, de méme que pour la DMPO, la PBN a également été greffé sur une B-
cyclodextrine protégée (Me;CD-PBN) pour conduire a des adduits de spin bien plus persistant
que le PBN-O,H. L’adduit Me;CD-PBN-O,H posséde en effet un temps de demi-vie

d’environ 10 min contre moins d’une minute pour 1’adduit PBN-O,H.
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2. Utilisation en tant qu’agents a propriétés thérapeutiques : effets protecteurs

de la PBN

Les nitrones ont ¢galement été utilisées dans le cadre d’expériences biologiques afin
d’évaluer si leurs propriétés de pieéges a radicaux libres pouvaient avoir un effet protecteur sur
des cellules ou des organismes exposés a un stress oxydant. Les premiéres recherches ont
débuté des 1985, lorsque Novelli et al ont découvert que la PBN possédait une activité
protectrice dans les cas d’ischémies cérébrales,* étude qui a été confirmée par McKennie et

al.en 1986% ainsi que par Hamburger et al. en 1989.%

2.1. Activité neuroprotectrice

La PBN est capable de franchir la barriére hémato-méningée, notamment dans le cas
d’ischémies cérébrales, en raison de son hydrophobie suffisante. Elle est par conséquent
capable de lutter contre le phénomene désignant I’arrét de I’apport sanguin artériel dans le
cerveau : I’ischémie cérébrale. Les 1€sions cérébrales dépendent évidemment de la gravité de
I’ischémie, les conséquences pouvant é&tre réversibles ou non mais ce phénomene
s’accompagne d’une surproduction d’EOR pouvant conduire a une mort cellulaire importante.
L’activité protectrice de la PBN sur des modeles d’ischémie cérébrale globale a pu étre mise
en évidence par Olivier et al.*’ ainsi que par Clough-Helfman e al.”® Ces résultats ont été
ensuite confirmés par Mori ef al.,’' attribuant a la PBN ses effets protecteurs par capture du
radical superoxyde, empéchant ainsi la formation d’EOR plus toxiques. De plus, 1’activité
protectrice de la PBN lors d’ischémies focales chez le rat a également été soulignée par Cao et
al’® puis par Zhao et al.,”> démontrant une restauration du métabolisme mitochondrial
cérébral clairement mise en évidence par I’augmentation du taux d’ATP et la réduction du
taux de lactate mitochondrial. Ces résultats ont par la suite ét¢ confirmés par Folbergova et
al’® Enfin, Li et al.”” ont montré qu’aprés une ischémie cérébrale de 20 minutes, les sujets
traités avec de la PBN présentaient une réduction des dommages causés au cerveau de 1’ordre
de 30 a 50%. De plus, la PBN semble réduire significativement 1’activité des caspases,
enzymes impliquées dans les phénomenes d’apoptose.

L’activité neuroprotectrice de la PBN a pu étre démontrée sur de nombreux autres
modeles biologiques in vitro et in vivo. Par exemple le quinolinate est une toxine susceptible
de reproduire les aspects neurochimiques et anatomiques observés dans le maladie de
Huntington. Cette maladie neurodégénérative se traduit par une mort cellulaire massive des

neurones dans le striatum, une partie du cerveau impliquée dans la locomotion et le tonus. La
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PBN s’est révélée tres efficace dans la réduction des 1ésions induites par administration de
quinolinate permettant de restaurer les aptitudes locomotrices de rats.”®

La PBN intervient donc comme agent neuroprotecteur en réduisant les phénomenes
d’apoptose et en agissant sur les différents mécanismes biochimiques que nous venons
d’évoquer mais elle posséde également des potentialités pharmacologiques dans des mod¢les

tissulaires autres que ceux du systéme nerveux central.

2.2. Activité sur la vision et ’ouie

De nombreuses recherches ont montré que le stress oxydant joue un réle primordial
dans I’induction de maladies touchant I’oreille interne et dans la perte de 1’audition lors

919899 Bn effet, Fechter ef al. ont démontré

d’exposition a des nuisances sonores excessives.
que de nombreux composés comme, le monoxyde de carbone, le cyanure d’hydrogéne et
I’acrylonitrile peuvent, en association avec des nuisances sonores, engendrer une perte de
I’audition par une surproduction d’EOR et d’EAR dans I’oreille interne.'® C’est ainsi que la
PBN a été testée sur des rats soumis a une exposition sonore intense et en présence de
monoxyde de carbone ou d’acrylonitrile et il a été démontré que 1’administration de PBN
avant et pendant la période d’exposition a la toxine et I’intensité sonore permettait de

101,102
" En revanche, la

diminuer fortement la perte auditive chez les rats soumis a 1’expérience.
PBN s’est averée inefficace lorsque les rats ont été soumis uniquement a une exposition
sonore intense.

La PBN s’est ¢galement montrée a plusieurs reprises capable de réduire les effets
néfastes des radicaux libres sur un modéle expérimental de dégénérescence rétinienne, qui
consiste 4 exposer des rats a une lumiére intense.'®'**!'%® Cette partie sera développée en
détail dans le Chapitre 3, ou nous comparerons 1’activité protectrice de nouvelles nitrones

synthétisées dans le cadre de cette these sur un modele de dégénérescence induite chez le rat

par exposition a une lumiére fluorescente.

2.3. Autres activités protectrices

Les diabetes insulino-dépendants sont notamment caractéris€s par une réaction
inflammatoire localisée au niveau du pancréas et une destruction des cellules B produisant
I’insuline. La streptozotocine (STZ) est une molécule capable de reproduire les diabétes
insulino-dépendants en induisant la formation de radicaux libres et une hyperglycémie. Ainsi,
il a été démontré que la PBN est capable d’inhiber cette hyperglycémie induite par la STZ

tout en réduisant trés fortement la production de radicaux.'”
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La PBN réduit également les dommages induits par des agents anticancéreux
anthracycliques ou des agents anti-angiogéniques. En effet, la PBN est capable de diminuer la

7 en maintenant son activité cytotoxique.'”™ De plus, la

cardiotoxicité de la doxorubicine'”
PBN est également capable de réduire 1’action tératogéne du thalidomide par pré-traitement,
indiquant que la toxicité de ce xéniobiotique pourrait étre liée a la formation d’especes

. . 109
radicalaires.

2.4. Activité sur le vieillissement

De nombreuses études ont mis en évidence le fait que 1’administration de PBN chez
des sujets agés s’accompagnait d’un allongement de la durée de vie. En effet, dés 1991
Carney et al.''® démontrérent pour la premiére fois les effets bénéfiques d’une administration
chronique de PBN sur la restauration des fonctions cognitives de rats agés. Sack er al.''’ ont
par la suite démontré que 1’administration de PBN a des rats agés (24 mois) pendant plus de 9
mois permettait d’augmenter de fagon étonnante leur durée de vie (4 fois plus de sujets en vie
a la fin de I’étude), entrainant de surcroit I’augmentation des performances cognitives des rats

112 Y . / . A 7
[~ sont arrivés a prolonger de deux mois la durée de vie de rats agés

traités. Enfin, Saito et a
(30 ou 32 mois) en leur faisant absorber de maniere journaliere de la PBN contenue dans 1’eau
qu’ils buvaient. La PBN posséde donc une activité anti-age marquée qui serait en partie due,
d’aprés Saito, a sa capacit¢ a former des radicaux nitroxydes in vivo, qui produits en
conditions normales, auraient diverses propriétés pharmacologiques positives. Ames et al.'"’
ont également suggéré que la N-tert-butylhydroxylamine, le produit d’hydrolyse de la PBN,
protégerait la mitochondrie des dommages causés par la sénescence a des concentrations 100

fois inférieures a celles de la PBN nécessaires pour aboutir a la méme protection.

En conclusion de toutes les études menées sur la PBN, il semble peu probable que la
diversité des activités biologiques constatées puisse se réduire a sa simple capacité de
piégeage de radicaux. En effet, a de nombreuses reprises la PBN conduit a des effets
protecteurs pendant plusieurs heures, voire plusieurs jours aprés son administration, et ce
malgré un temps de demi-vie en milieu biologique de seulement 132 minutes.''* Par
conséquent, il semble peu envisageable que le piégeage stcechiométrique de radicaux libres
par la PBN soit a D'origine de ces effets protecteurs intenses. De plus, les expériences
biologiques nécessitent des quantités de PBN sensiblement 1000 fois inférieures a celles

utilisées dans les expériences de spin-trapping.
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Ainsi, afin de mieux comprendre le mécanisme d’action et donc I’efficacité de la PBN,

des ¢études sur sa biodisponibilité ainsi que sur sa toxicité ont été réalisées.

3. Biodisponibilité et toxicité de la PBN

En plus d’avoir des effets protecteurs variés sur I’organisme, la PBN posséde un
caracteére partiellement amphiphile qui serait a 1’origine de sa bonne biodisponibilité in vivo.
En effet, si par opposition a la DMPO, la PBN s’est révélée plus efficace en tant qu’agent a
propriétés thérapeutiques, c’est par la grande facilité qu’elle possede a se solubiliser dans les

fluides biologiques ainsi qu’a passer les membranes cellulaires.

3.1. La biodistribution de la PBN comparée a celle de la DMPO

Chen et al. ont tout d’abord étudi¢ la biodistribution de la PBN radiomarquée au

N . . o) r B 114
carbone 14 apres injection intrapéritonéale a des rats.

La PBN s’accumule majoritairement
dans le foie, mais elle se répartit aussi de maniére non négligeable dans de nombreux autres
organes y compris le cerveau (~3%), et 15 minutes apres 1’injection la concentration tissulaire
en PBN atteint son maximum. La PBN est ensuite progressivement ¢liminée par voie urinaire.

Cheng et al. ont ensuite étudié la répartition de la PBN dans le sang et dans le cerveau
par la technique de microdialyse couplée a la CLHP (Chromatographie Liquide Haute
Performance) aprés injection intrapéritonéale.'’> Les résultats indiquent une rapide entrée
dans le cerveau et dans le sang, avec un maximum atteint aprés 20 minutes environ
confirmant les travaux de Chen et al.

Plus récemment, Liu ef al. ont étudié par CLHP la pharmacocinétique de divers spin
traps cycliques et non cycliques, dont celle de la DMPO et de la PBN.''® Cette étude confirme
a nouveau les résultats précédemment établis, a savoir que le maximum de concentration en

spin traps dans les tissus est atteint aprés 30 minutes environ et reste relativement élevé

pendant au moins une heure.

3.2. La toxicité de la PBN comparée a celle de la DMPO

L’un des principal avantages des spin-traps de type PBN et DMPO est leur tres faible
toxicité, qui sont dans la plupart des cas assimilés comme étant non toxique.

En effet, Janzen et al. ont étudié les doses maximales en spin-traps utilisables dans les
études de piégeage in vivo.""” Au cours de cette étude toxicologique menée sur des rats, la
PBN utilisée a la dose de 1 g/kg apparait comme létale. Cependant, a 500 mg/kg elle présente
des effets toxiques mais non létaux et les rats intoxiqués retrouvent leur intégrité physique

apres quelques jours. Cette dose de 500 mg/kg semble donc étre la dose maximale tolérée en
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PBN. La DMPO présente quant a elle une toxicité encore plus faible, puisqu’au double de la
concentration létale en PBN, c'est-a-dire a 200 mg/kg, aucune mortalité n’est détectée.

De plus, ces mémes auteurs ont entrepris d’étudier les effets sanguins que pouvaient
avoir ces spin-traps a haute concentration.''® Cette étude a alors confirmé les résultats
précedents, puisque la DMPO ne présente aucune toxicité a 232 mg/kg et la PBN a 100
mg/kg. L’examen sanguin est normal dans les deux cas et ne révéle aucune différence
significative avec le groupe témoin. Les quelques signes de toxicité visibles dans le cas de
I’administration de la PBN disparaissent progressivement aprés une heure, ce qui est tout a
fait en accord avec les études pharmacocinétiques.

Enfin, les trés faibles toxicités de ces deux nitrones observées a de hautes doses in vivo

. A : " o o1 119
ont également pu étre mises en évidence in vitro sur des cultures de cellules endothéliales.

Les nitrones sont par conséquent des molécules trés intéressantes pour 1’étude des
mécanismes biochimiques, naturels ou accidentels, impliquant la formation d’espéces
radicalaires. Parmi 1’ensemble de ces nitrones, la PBN présente tout de méme des effets
protecteurs remarquables dans divers modeles expérimentaux, en raison trés certainement de
son caractere partiellement amphiphile qui lui permet d’étre a la fois soluble en milieu aqueux

et dans les milieux lipidiques.

D. Nouveaux agents Nitrones/Nitroxydes a capacité supérieure
de ciblage

L’efficacité thérapeutique des antioxydants artificiels de type nitrone et nitroxyde est,
comme nous venons de le voir en détail, reconnue depuis de nombreuses années. Par
conséquent, de nombreuses équipes de recherche ont tent¢ d’améliorer 1’activité¢ de ces
antioxydants synthétiques en favorisant leur ciblage vers des sites endommagés par la

production d’espéces oxydantes.

1. Principe général de la « vectorisation »

Depuis plusieurs années de nombreuses recherches ont porté sur le développement de
nouveaux systémes susceptibles de limiter les effets secondaires des principes actifs,
d’améliorer leur sélectivité ou de leur faciliter ’acces aux tissus gravides. Cette nouvelle
approche, consistant a améliorer 1’efficacité dun principe actif, est née sous le terme de
« vectorisation ». Cette approche ne consiste pas en 1’élaboration d’un composé nouveau,

mais plutot en la fixation d’un principe actif déja reconnu pour ses propriétés thérapeutiques
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sur une structure moléculaire qui lui assurera un meilleur transport entre la zone d’adsorption
et le site d’application, dans des conditions d’isolement total vis-a-vis du milieu biologique.
Ainsi aucune dégradation ni aucun effets secondaires de I’actif ne devraient se manifester
dans I’organisme héte. De plus, le principe actif que 1’on pourra délivrer spécifiquement au
niveau de sa cible sera plus efficace a des doses plus faibles ce qui permettra de s’affranchir
d’éventuels problemes de toxicité. C’est ainsi que ce mode de prise en charge d’un actif peut
étre appliqué aux antioxydants, leur conférant ainsi un ciblage privilégi¢ du site de production
des EOR, la mitochondrie ou des constituants cellulaires particulierement sensibles aux

especes radicalaires comme les membranes phospholipidiques.

2. Ciblage de la mitochondrie'*’

Afin de bien comprendre 1I’importance apportée au ciblage de la mitochondrie, il est
primordial de rappeler que cet organite cellulaire (le « poumon » de la cellule) est le siege de
la phosphorylation oxydative, processus par lequel notre corps fabrique 1’énergie dont il a
besoin pour fonctionner. La mitochondrie est essentielle a la vie et son exposition permanente
aux EOR/EAR qu’elle produit la rend directement vulnérable. Les attaques répétées des
radicaux libres induisent des dommages sur son ADN et ses protéines, entrainant directement
une dégradation de la phosphorylation oxydative qui s’accompagne alors d’une augmentation
de la fuite ¢lectronique et donc d’une surproduction d’EOR/EAR. Par conséquent, de
nombreuses stratégies visant a cibler le compartiment mitochondrial sont actuellement

développées dans la lutte des dommages oxydants.

2.1. Antioxydants peptidiques

Comme nous 1’avons évoqué en début de chapitre, la chalne de transport d’électrons
est composée en grande majorité de polypeptides, essentiels a son fonctionnement.
Cependant, ces derniers sont synthétisés dans le cytoplasme ce qui signifie qu’ils ont ensuite
besoin d’étre importés dans la mitochondrie afin d’y étre assemblés. Ce processus requiert
I’utilisation de protéines de transport présentes dans la membrane externe, [’espace
intermembranaire, la membrane interne et la matrice. C’est ainsi que dans le cas d’une
protéine qui doit atteindre la matrice mitochondriale, on observe sur sa partie N-terminale la
présence d’un peptide signal de 20 a 30 acides aminés. Ce dernier se lie alors spécifiquement
a des récepteurs présents sur la membrane externe, déclanchant ainsi ’action d’une
translocase qui permet a la protéine de traverser la membrane externe par le biais d’un pore
hydrophile. Une fois dans I’espace intermembranaire, celle-ci pénétre la membrane interne

par un second processus, dépendant cette fois-ci du potentiel de membrane, qui permet

27



Chapitre 1 : Introduction bibliographiquge

I’ouverture d’un nouveau pore. Arrivée dans la matrice, ce peptide signal est finalement clivé
sous I’action des peptidases et le polypeptide restant peut alors étre assemblé a la protéine
finale.

Partant de I’observation que les translocases sont peu spécifiques et ne font pas la
différence entre des molécules de taille et de polarité similaires, certains auteurs ont utilisé

cette stratégie de vectorisation pour acheminer des antioxydants vers la mitochondrie.

2.1.1. Les SS—tétrapeptides121

Les SS-tétrapeptides sont des peptides cationiques, dont la structure générale est basée
sur une alternance de motifs aromatiques et basiques (Figure 1-14). L’un de ces motifs
aromatiques appartient en 1’occurrence a un acide aminé particulier : la diméthyltyrosine
(Dmt), dérivé du 3,5-diméthylphénol, qui confére au peptide son activité antioxydante.'”* Ce
motif aromatique est responsable de la réduction des EOR ainsi que des liaisons peroxydes,
ceci ayant été démontré par la faible activité antioxydante du SS-20 dépourvu de Dmt. Les
motifs basiques présents sur ces SS-tétrapeptides sont quant a eux chargés d’assurer la
pénétration cellulaire, qui se fait donc aisément sous forme de pénétration passive et ne

nécessite aucune consommation d’énergie.'>>

2.1.1. Les analogues XJB de la Gramicidine §7%

Les XJB peptides sont constitués d’une courte séquence peptidique de 1’antibiotique
cyclodecapeptide Gramicidine S (GS), sur laquelle est greffé un nitroxyde bien connu pour ces
propriétes antioxydantes : le 4-AT. La figure 1-14 montre un exemple d’analogue XJB, pour
lequel le fragment Leu-"Phe-Pro-Val-Orn de la GS a été sélectionné.

Des études de pénétration réalisées par suivi RPE sur des cellules d’embryon de souris
ont démontré que le XJB-5-131 est rapidement détecté a I’intérieur de la mitochondrie, alors
que le 4-AT incubé seul n’a montré aucun signal RPE au sein méme de ’organite. De plus,
les études réalisées sur ces mémes cellules ont également montré que le XJB-5-31 inhibe
totalement la production de 1’anion superoxyde en cas de stress oxydant cellulaire, et qui plus
est a des concentrations 1000 fois inférieures au nitroxyde 4-AT seul. Ce peptide XJB-5-31
semble donc étre un nouveau et un excellent piégeur d’EOR et d’électrons au sein méme du
compartiment mitochondrial. Toutefois, bien que ces antioxydants peptidiques semblent tout a
fait prometteurs, des études complémentaires de leur toxicité, temps de demi-vie, et

pharmacocinétiques doivent encore étre conduites.
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Figure 1-14. Structures des SS-31 et SS-20, ainsi que de la XJB-5-131

2.2. Fixation d’antioxydants sur des cations lipophiles'*>'*®

Comme nous 1’avons déja évoqué, dans la mitochondrie des électrons transitent le
long d’une chaine de protéines par le biais de différents complexes redox. Ce transport permet
la translocation de protons au travers de la membrane interne, créant un gradient de pH qui
conduit a la formation d’ATP par I’ATP synthétase. Ce phénoméne établit un potentiel de
membrane interne négatif d’environ 150-180 mV (le plus élevé de tous potentiels
membranaires), qui permet d’attirer les cations vers I’intérieur de la mitochondrie. C’est en

1969 que Shulachev et al.'*’

ont mis en évidence ce phénomene et proposerent ainsi d’utiliser
des cations lipophiles comme moyen de ciblage mitochondrial. Ces derniers sont dans la
plupart des cas des cations triphénylphosphoniums (TPP") que la mitochondrie peut
accumuler dans la matrice a des concentrations 100 a 500 fois supérieures a celle du

cytoplasme.
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C’est en suivant cette stratégie que Murphy et al 131%

ont utilisé les cations lipophiles
comme transporteurs d’antioxydants, dans le but de les acheminer vers le compartiment
mitochondrial et de pouvoir ainsi les délivrer sélectivement au cceur de la mitochondrie. En
effet, une libération des antioxydants dans la matrice mitochondriale devrait permettre de la
protéger des dommages causés par les EOR.

Par conséquent, au vu des capacités de piégeurs de radicaux libres que posséde les
nitrones et les nitroxydes, plusieurs travaux ont ét¢ menés sur la fixation de ces composés sur
des cations triphénylphosphoniums (TPP"). C’est ainsi que la MitoPBN,"*" la MitoBMPO,"*!
la MitoDEPMPO,"**'* la MitoCP® et la MitoTEMPOL"* ont été élaborées dans le but

d’introduire ces différents « scavengers » au cceur méme de la mitochondrie (Figure 1-15).
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Figure 1-15. Exemples de cations lipophiles TPP" porteurs de nitrones ou de nitroxydes

MitoBMPO

Les travaux menés sur ces composés ont démontré que ces derniers pénétrent
facilement le compartiment mitochondrial, et notamment Dhanasekaran e al.*® ont réalisé des
¢tudes de RPE qui ont parfaitement confirmé la sélectivité d’accumulation du MitoCP au sein
de la mitochondrie, comparé au CP seul.

De plus, une fois a I’intérieur de la mitochondrie, ces cinq antioxydants lipophiles
agissent de manicre efficace en piégeant les especes oxygénées réactives produitent en exces,

o . 135,136,40
et notamment par mimétismes de I’action des SOD. ™™™

Par conséquent ces cations lipophiles de type TPP" possédent de fortes potentialités en

ce qui concerne d’une part, un ciblage spécifique de la mitochondrie et d’autre part, une

30



Chapitre 1 : Introduction bibliographiquge

pénétration rapide au sein de la matrice mitochondriale. De plus, leur clairance est rapide (24

heures) et leur temps de demi-vie relativement long (un jour de demi)."’

3. Ciblages des lipides

Les membranes cellulaires font 1’objet d’attaques diverses de la part des radicaux
libres, ces espeéces pouvant étre d’origine endogene ou exogene. Les lipides constitutifs de ces
membranes subissent alors des phénomenes de peroxydation lipidique qui ont pour
conséquence une déstabilisation de la membrane et la perte de sa fonction fondamentale de
barriere biologique sélective. C’est donc dans le but de protéger les membranes cellulaires
vis-a-vis de ces dommages oxydants qu’il est nécessaire de disposer d’antioxydants
suffisamment hydrophobes, capables de s’insérer et de demeurer au sein de celles-ci, afin de
piéger les radicaux libres susceptibles de les détériorer. C’est notamment le cas d’un
antioxydant naturel connu, 1’a-tocophérol ou vitamine E, dont le caractére hydrophobe lui
permet de se glisser dans les membranes lipidiques et de capter les radicaux peroxyles formés
avant qu’ils ne puissent réagir avec d’autres lipides adjacents.'®

Par conséquent, de nombreuses recherches ont été¢ ou sont actuellement développées
afin de concevoir et d’¢laborer des antioxydants lipophiles, capables de s’intégrer dans les
membranes cellulaires et de suppléer le systéme antioxydant naturel, notamment lors
d’attaques massives d’EOR. Dans cette optique, la stratégie la plus communément employée
consiste a greffer a I’antioxydant synthétique une partie a caractére hautement hydrophobe.

De nombreux travaux ont ainsi contribué¢ a 1’élaboration de nitrones lipophiles afin
d’acheminer ces « spin traps » a proximité des membranes cellulaires. La figure 1-16 montre
un exemple des différentes nitrones lipophiles qui ont été synthétisées, soit par greffage de la
EPMPO a un motif cholestérol, soit par greffage de la PBN sur des structures amphiphiles

comportant deux longues chaines hydrophobes.

N.
_N\f T R
OH o) 0 Q 0
P/
OH e
HOQH on R Q OEt
%O& N o 5-ChEPMPO
HO (6] OH

Avec R = CyqHy3, Cq3Hz7, C15H3q et Cq7H35

Figure 1-16. Exemples de nitrones lipophiles
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En effet, afin d’augmenter le caractére hydrophobe de la PBN, une série de nitrones
bicaténaires dérivées de la PBN a ¢été développée au laboratoire (Figure 1-16 Gauche). Ces
nitrones de nature amphiphile disposent de part et d’autre du motif PBN, d’une téte polaire de
type lactobionolactone ainsi que de deux chaines hydrocarbonées comportant chacune de 11 a
17 atomes de carbone. Ces deux longues chaines hydrophobes devraient s’insérer avec une
certaine facilit¢ au sein des lipides constituant les membranes cellulaires, la téte polaire
devant quant a elle favoriser 1’orientation de la nitrone adjacente a la surface de la membrane
permettant alors & la PBN d’agir a proximité. Les premicres études physico-chimiques,
concernant uniquement les deux nitrones dotées de chaines hydrophobes en C11 et C17, se
sont révélées prometteuses puisque ces composés ont présenté une parfaite miscibilité avec
des phospholipides polyinsaturés dans un systtme membranaire biomimétique, les
monocouches de Langmuir."”” De plus, ce systéme soumis cette fois-ci a une irradiation sous
UV a servi a démontrer que ces deux nitrones dotées protégent les phospholipides de la
dégradation. Enfin, des études plus récentes menées cette fois-ci sur I’ensemble de ces
nitrones bicaténaires ont montrées que leur insertion dans des phospholipides de liposomes
entraine une diminution trés significative des phénoménes de peroxydation.'*’

De plus, dans le but d’améliorer I’activit¢ la DEPMPO en la rendant d’avantage
lipophile, 1’équipe du Pr. Tordo a mis au point la synthése de la nitrone 5-ChEPMPO
(Figure 1-16 Droite),"*! Afin d’expliquer ces motivations, il est important de rappeler que la
DEPMPO est a I’heure actuelle la nitrone cyclique dont 1’adduit superoxyde en milieu
biologique est le plus persistant. Cependant, sa principale limitation réside dans son faible
coefficient de partition (log P = 0,16) qui rend cette nitrone cyclique préférentiellement
soluble en milieu aqueux. Ainsi, I’équipe du Pr Tordo a choisi de greffer cette DEPMPO a un
groupement cholestérol a la fois pour sa forte affinité envers les membranes cellulaires, mais
également pour son implication dans de nombreux processus biologique.'* Les études de spin
trapping menée par RPE ont alors démontré dans un premier temps que la 5-ChEPMPO
demeure aussi efficace que la DEPMPO en ce qui concerne le piégeage de radicaux de type
peroxyl, alkoxyl ou encore thiyl. Néanmoins, contrairement a la DMPO, la 5-ChEPMPO s’est
montré capable de piéger un radical peroxyde, provenant de la peroxydation de I’acide
linoléique, et ainsi former un 1’adduit 5-ChEPMPO-OOL dont la structure a pu étre
parfaitement caractérisée par couplage ESI-MS/MS.

Enfin plus récemment, deux nitrones bifonctionalisées de type DMPO ont été
synthétisées et ¢tudiées dans le laboratoire du Dr. Frederick Villamena au sein du

Département de Pharmacologie a Colombus (Ohio, USA). De méme que pour la f-CDMPO,
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ces deux nouvelles nitrones cycliques ont été greffées a un groupement de type cyclodextrine.

Cependant, ces dernieres comportent en supplément une chaine alkyl a 12 atomes de carbones

(Figure 1-17).'%

Figure 1-17. Insertion d’une nitrone cyclique bifonctionnalisée dans une membrane cellulaire

L’ajout de cette partic hydrophobe a bien entendu comme objectif le ciblage des
membranes cellulaires, car comme nous pouvons le rappeler, une des limitations dans
I’utilisation de la B-CDMPO est sa partie cyclodextrine fortement hydrophile due a la
présence des nombreux groupements hydroxyles a I’extérieur de la structure. Les études
concernant ces deux analogues bifonctionnalisés de la DMPO se sont révélées tres positives,
puisque ces deux nitrones lipopholiles ont présenté des vitesses de piégeage du superoxyde
environ 130 fois supérieures a celle obtenue avec la DMPO en milieu organique. De plus,
cette vitesse estimée a 221 M s se trouve environ deux fois supérieure a celles de la EMPO,
et plus de 300 fois supérieure a celle de la DEPMPO. Enfin, la présence de la chaine dodécyle
a permis d’atteindre un temps de demi-vie de 9 min pour I’adduit superoxyde en milieu

organique.

E. La modulation de la balance hydrophile-lipophile d’antioxydants
synthétiques comme stratégie de vectorisation

Au sein de I’organisme ou en présence de cultures cellulaires, les antioxydants
synthétiques doivent étre a méme de franchir les barriéres phospholipidiques ou d’étre
transportés en milieu aqueux, de ce fait leur balance hydrophile lipophile joue un rdle majeur.

Par conséquent, différentes équipes se sont attelées soit a moduler le caractere
hydrophile ou hydrophobe de la PBN soit a en préparer des analogues structuraux spécifiques,

tandis qu’au laboratoire il nous a paru opportun de doter cet antioxydant d’un caractére
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amphiphile susceptible d’améliorer son transfert transmembranaire et donc son efficacité

thérapeutique.

1. Les analogues structuraux de la PBN

Comme nous 1’avons précédemment évoqué, la PBN présente depuis de nombreuses
années des effets protecteurs remarquables dans divers modeles expérimentaux. C’est pour
cette raison que de nombreux auteurs ont tenté¢ au fil des années d’améliorer les propriétés
protectrices et la biodisponibilité de ce « spin trap » en réalisant des analogues de synthése.

Dans un premier temps, ces travaux se sont résumés a des modifications chimiques
assez simples portant sur les parties N-terminale et aromatique de la PBN, puis dans un
second temps, les études se sont orientées vers la synthése de nitrones aromatique dérivées de

la PBN.

1.1. Phenylnitrones modifiées en position N-terminale

Les modifications concernant la partie fert-butyle, ont été effectuées afin de réaliser
des nitrones plus hydrophiles que la PBN, avec comme objectif principal d’augmenter son
hydrosolubilité (Figure 1-18)."**'* Cependant, ces modifications se sont généralement
accompagnées d’une diminution des capacités de piégeage de spin de ces nitrones hydrophiles
en milieu aqueux. Les travaux menés par la suite se sont donc orientés vers des modifications

concernant la partie aromatique de la PBN.

1.2. Phenylnitrones modifiées en position aromatique

Les modifications concernant la partie aromatique, ont été effectuées dans le but
d’augmenter soit I’hydrophobie de la PBN, soit au contraire son hydrophilie.'**'*’

En ce qui concerne les dérivés hydrophobes de la PBN synthétisés, ces derniers
possedent en para de la fonction nitrone une longue chaine hydrogénée a 12 atomes de
carbone, qui par sa nature apolaire va apporter une forte hydrophobie aux nitrones finales

(Figure 1-18). Toutefois, ces modifications ont une fois encore démontré que ces nitrones

hydrophobes possédaient une capacité de pi¢geage de spin inférieure a celle la PBN.
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Figure 1-18. Exemples d’analogues de la PBN modifiés soit sur la partie N-terminale,
soit sur la partie aromatique

Des dérivés sulfonate hydrophiles de la PBN ont également été synthétisés (Figure 1-18).
Malgré une grande hydrophilie de ces composés et leur tres faible aptitude a passer au travers
de la barriere hémato-méningée ces composés ont présenté des propriétés biologiques tres
intéressantes. En effet, les effets neuroprotecteurs de la S-PBN se sont révélés proches de
ceux observés avec la PBN lors d’ischémies focales, permettant de réduire la taille de
I’infarctus et d’augmenter la restauration partielle des fonctions motrices des rats traités,'*®
malgré une concentration neuronale trés faible."* De plus, le dérivé disulfonate NXY-059 a
démontré une activité protectrice bien supérieure a celle de la PBN chez des rats atteints d’une
ischémie focale de courte ou de longue durée malgré 1a aussi une faible aptitude au passage de
la barriére hémato-méningée.””’ Les dommages causés au cerveau ainsi que la taille de
I’infarctus sont nettement diminués et le taux de survie des rats est élevé.'™! Enfin, I’ensemble
de ces effets bénéfiques a pu étre observé quelque soit le moment auquel la NXY-059 est
administrée, que ce soit au début de la reperfusion ou plusieurs heures aprés.'”>!*?

A T’heure actuelle, la NXY-059 est la nitrone dérivée de la PBN qui a démontré la
meilleure activité neuroprotectrice dans les expériences d’ischémie/reperfusion. Cette

molécule est arrivée jusqu’en phase III d’essais cliniques, malheureusement son

développement s’est arrété a ce stade.

1.3. Nitrones cycliques dérivées de la PBN

Ces modifications chimiques ont essentiellement eu pour objectif d’améliorer les
capacités de pi¢geage de la PBN en augmentant la stabilité des adduits formés et en rigidifiant

la fonction nitrone par cyclisation.
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Dans cette optique, Thomas ef al.'*

ont synthétisé une série de nitrones cycliques de
type isoquinoline (Figure 1-19), dont les structures sont plus rigides. Ils ont ainsi montré que
de tels dérivés inhibaient de manicre spectaculaire la peroxydation lipidique et permettaient
de réduire notablement la mortalité de souris soumises a un stress oxydant puissant. Parmi
cette série, la MDL 101,002 s’est avérée la plus efficace dans le cas d’ischémies focales de
courte et longue durée, ou elle arrive a limiter trés fortement les dommages causés par le
radical hydroxyle et le radical anion superoxyde sur les lipides membranaires et les
protéines.'> Thomas a alors émis 1’hypothése que I’amphiphile de cet analogue de la PBN

serait a l’origine de sa meilleure distribution dans les compartiments cytosolique et

membranaire, lui assurant ainsi des propriétés pharmacologiques puissantes.'*®

Nitrone dérivée
du Guaiazuléne

Nitrone cyclique Nitrone de type imidazole
de type isoquinoline
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Figure 1-19. Exemples d’analogues cycliques de la PBN

Dhainault ef al.">” ont mis au point la synthése de dérivés comportant cette fois-ci un
motif imidazole dans le but de rendre les adduits de spin plus stables et moins réactifs vis-a-
vis des constituants cellulaires. Ils ont alors démontré que ces dérivés de la PBN présentaient
a nouveau une meilleure aptitude que la PBN a réduire la peroxydation lipidique des
membranes. L’une de ces molécules, la S34176 (Figure 1-19) a de méme que la MDL
101,002 présenté une aptitude importante a piéger les radicaux hydroxyles et anions

superoxydes lors de son administration a des rats soumis a une ischémie de courte durée. En
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effet, lorsque celle-ci est injectée 30 min avant I’ischémie, elle réduit la perte neuronale de
50% par rapport au contrdle alors que I’injection 5 minutes apres 1’ischémie conduit a des
résultats identiques. Malheureusement, son administration 3 heures aprés I’ischémie ne donna
aucun effet protecteur traduisant ainsi la faible fenétre d’action de cette nitrone et donc son
utilisation limitée dans le cadre d’un traitement applicable a I’homme.

Becker et al."®

ont réalisé la synthése de composés dérivés du Guaiazuléne dont le
cycle aromatique confere aux structures une rigidité supérieure et une stabilisation élevée des
adduits de spin formés par réaction de la fonction nitronyle avec les EOR. L une d’entre elles,
la STAZN (Figure 1-19) a notamment présenté d’excellentes propriétés antioxydantes,
nettement supérieures a celle de la PBN, dans le cas d’un stress oxydant induit par des
neurotoxines responsables d’une augmentation des produits issus de la péroxydation
lipidique. 516 161

, 162
Plus récemment, Porcal et al. 6

ont mis au point la synthése de nouvelles
hétéroarylnitrones qui combinent dans leur structure différents fragments, dont I’intérét
commun est de permettre une meilleure stabilisation de 1’adduit de spin formé par capture de
radicaux de nature diverse. Ils ont alors démontré, par des études de piégeage de spin, la tres
grande capacité que possédaient ces hétéroarylnitrones a piéger des radicaux. De plus, deux
d’entre elles, de structure 1,2,4-thiadiazolylnitrones (Figure 1-19), ont présenté les meilleures
activités neuroprotectrices in vitro dans le cas d’un stress oxydant induit par du H,O,. De
plus, ces deux hétéroarylnitrones se sont ¢galement révélées les moins toxiques lors des tests
réalisés sur un modéle de macrophages de souris. Porcal et son équipe en ont alors déduit que
la présence et la nature du pharmacophore 1i¢ a la fonction nitronyle joue un réle déterminant
dans 1’amélioration de 1’activité neuroprotectrice. En effet, ces deux pharmacophores
permettent d’augmenter 1’hydrophobie de la PBN et par conséquent favorise le passage de la

fonction nitronyle au travers de la barriére hémato-méningée, ou elle pourra aisément jouer

son role antioxydant.

Au travers de ces différents exemples, nous avons donc pu constater que la plupart des
travaux concernant I’amélioration de 1’activité thérapeutique de la PBN par modification de sa
structure ont donné des résultats relativement satisfaisants. Par conséquent, la modulation de
la BHL d’antioxydants tel que la PBN semble parfaitement convenir a une stratégie de
vectorisation qui permettrait une amélioration notable de leur biodisponibilité tissulaire et

cellulaire.

37



Chapitre 1 : Introduction bibliographiquge

2. Modulation de la BHL d’antioxydants par greffage sur une structure
amphiphile

Depuis plusieurs années, le laboratoire développe différents types de structures
monomoléculaires amphiphiles capables de transporter un principe actif dans I’organisme par
modulation de sa balance hydrophile-lipophile. Ce greffage permet ainsi de mieux contrdler
sa biodisponibilité dans I’organisme, tout en lui permettant d’atteindre son site d’action, sans
étre dégradé au cours du transport.

Le principe repose sur l’utilisation d’un transporteur monomoléculaire munis : (a)
d’une chaine hydrophobe pouvant étre hydro- ou perfluorocarbonée, (b) d’une téte polaire et,
(c) d’un bras de liaison reliant la téte polaire et la partie apolaire (Figure 1-20). La structure
amphiphile du transporteur lui confére a la fois une bonne solubilité en milieu aqueux tout en
lui préservant une lipophilie suffisante permettant un passage au travers des bicouches
membranaires ou une insertion en leur sein, propriété étroitement liée a la nature
hydrocarbonée ou fluorocarbonée de la partie hydrophobe greffée. Par ailleurs le choix de la
téte hydrophile (saccharidique ou peptidique) autorise le ciblage de tissus spécifiques.
L’intérét d’un tel systéme réside dans le fait qu’il peut étre utilis€ pour différents types

d’actifs tel que des antioxydants, des anticancéreux ou autres.

Antiox TP = Téte Polaire
CH = Chaine Hydrophobe
L = Bras de liaison

Vecteur monomoléculaire a fixation latérale

D e o>

Vecteur monomoléculaire a fixation centrale

Figure 1-20. Structure générale des transporteurs amphiphiles monomoléculaires

Suivant le schéma général de ces transporteurs monomoléculaires sur lesquels un motif
antioxydant de type nitrone a été greffé deux variantes ont pu €tre proposées (Figure 1-20) : (a)
transporteur amphiphile monomoléculaire a fixation centrale et (b) transporteur amphiphile

monomoléculaire a fixation latérale. Dans la premicre série, c’est le motif nitrone qui est
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inséré au coeur de la molécule alors que dans la seconde série le motif nitrone est fixé a la
molécule au niveau d’un bras de liaison. Notons que dans la seconde série, il est facilement

envisageable d’étendre cette stratégie a d’autres motifs antioxydants.

2.1. Nitrones a fixation latérale

La premiere nitrone amphiphile synthétisée, la TAIPBN, appartient au modéle a

fixation latérale (Figure 1-21).'%>'%*

L’emploi d’une chaine hydrophobe perfluorocarbonée
s’appuie sur plusieurs critéres : (a) les propriétés tensioactives mais non détergentes des
tensioactifs perfluorocarbonés qui leur confére une cytotoxicité nettement inférieure, (b) une
hydrophobie supérieure a celle des chaines hydrocarbonées de méme longueur, et (c) une
faible miscibilité avec les phospholipides membranaires, ce qui laisse envisager un meilleur

passage au travers des membranes biologiques.
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Figure 1-21. Structure chimique de la TA1PBN, de la FAPBN et de la FAMPO

La capacité anti-apoptotique de la TAIPBN a pu étre évaluée sur des fibroblastes de
patients atteints du syndrome de "neurogenic ataxia retinitis pigmentosa" (NARP), initié par
une mutation du géne codant pour une protéine du complexe enzymatique V de la chaine
mitochondriale. Ces fibroblastes présentent une activit¢ superoxyde dismutase (SOD)
importante, et 1’état de stress oxydant généré par cette mutation est accompagné d'une mort

cellulaire par apoptose. Alors que la PBN, ne présente aucune activité protectrice de ces
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fibroblastes, la TAIPBN provoque une baisse considérable de 1’activit¢ SOD et une forte
diminution du nombre de cellules en état d’apoptose.'®

Cette ¢tude préliminaire a permis, d'une part de confirmer 1’implication des radicaux
libres dans les phénoménes d'apoptose accompagnant ce déficit génétique. D'autre part, le
caractére amphiphile se révele capital dans la pénétration transmembranaire puisque ni la
PBN ni des dérivés hydrophiles de 1a PBN se sont révélés actifs. Néanmoins la difficulté de la
synthése de la TA1PBN et son faible rendement global justifiait parfaitement la mise en place
d'un schéma synthétique plus simple.

Les travaux suivants ont donc consisté en 1’élaboration de nouvelles molécules plus
faciles a synthétiser sur lesquelles la PBN reste en position latérale.'*® Suivant ce schéma
général, les structures amphiphiles synthétisées possédent une téte polaire de type
lactobionamide, qui confére I’hydrosolubilité indispensable a la molécule, ainsi qu’une chaine
perfluorocarbonée, qui apporte quant a elle une hydrophobie suffisante et permet de
s’affranchir des problémes de détergence rencontrés avec les molécules hydrocarbonées. Ces
deux composantes essentielles sont reliées entre elles par I’intermédiaire d’un bras écarteur de
type acide aminé, qui permet une fonctionnalisation aisée pour le greffage de motif nitrones
linéaire (FAPBN) et cyclique (FAMPO) (Figure 1-21).

Les résultats biologiques obtenus avec cette sé€rie de nitrones amphiphiles a fixation
latérale dérivées d’un acide-aminé ont confirmé les premiers résultats, la biodisponibilité d’un
antioxydant est un paramétre clef dans son activité protectrice, et I’efficacité biologique de
I’antioxydant est intimement liée a sa balance hydrophile lipophile et a son

amphiphilje.'%¢167-168

2.2. Nitrones a fixation centrale

Une deuxiéme série de nitrone a également été développé au laboratoire.'® Ces
travaux consistaient a concevoir différentes molécules sur lesquelles différents paramétres ont
¢té modulés, la nature de la téte polaire, la nature et la longueur de la chaine hydrophobe et le
type de jonction avec la PBN, qui se trouve cette fois-ci placée au centre de la structure
amphiphile (Figure 1-22).

Les résultats biologiques obtenus avec cette seconde génération de structures PBN

170,171,172 .
L’une de ces nitrones

amphiphiles porteuses ont été globalement trés positifs.
amphiphiles, la LPBNAH composée d’une téte lactobionamide et d’une partie hydrophobe de
type octanamide (Figure 1-22), a démontré une activité protectrice trés largement supérieure a

L 172 T3 e 174,175 . \
celle de la PBN in-vitro, '~ ex-vivo " et in-vivo. "™~ Afin de mieux cerner les parameétres
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structuraux responsables de la trés haute activit¢ de la LPBNAH, la variation du
positionnement de la téte polaire et de la chaine hydrophobe autour de la PBN a également été
envisagée (Figure 1-22). Les résultats biologiques concernant 1’isomére de position de la
LPBNAH, la LPBNH15, ont été une fois encore trés positifs car cette derni¢re a su démontrer

une activité protectrice encore supérieure 4 la LPBNAH.'’®

@n

C7H15
LPBNAH
X
N C7H1s
OoH OH
N
oH H
LPBNH15

Figure 1-22. Structures chimiques de la LPBNAH et de la LPBNH15

Par conséquent, ces deux modéeles de vectorisation ont confirmé que 1’amphiphilie est
un parametre indispensable a I’amélioration de 1’activité d’un antioxydant tel que la PBN, et
que le positionnement de la téte polaire et de la chaine hydrophobe autour de celle-ci peut

influencer son activité protectrice lors d’expériences biologiques.

F. Objectifs de nos travaux

Tenant compte de I’ensemble des travaux déja réalisés au laboratoire concernant la
vectorisation d’antioxydants, il nous a paru opportun d’essayer de greffer sur ces structures
monomoléculaires amphiphiles une nouvelle classe d’antioxydants synthétiques: les
nitroxydes. Pour cela, nous avons choisi de reprendre le modele de transporteurs amphiphiles
dérivés d’un acide aminé qui permet le greffage de différents nitroxydes.

Ces travaux, qui font I’objet du deuxieéme chapitre de ce manuscrit, ont donc consisté a
synthétiser quatre transporteurs de nitroxydes, deux dérivés de ’acide aspartique et deux

dérivés de la lysine, comportant chacun soit une chaine hydrogénée soit une chaine
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perfluorocarbonée (Figure 1-23). Il nous en effet paru intéressant de comparer 1’influence que

la nature de la partie apolaire peut avoir sur 1’activité biologique du nitroxyde greffé.

Vecteurs acide aspartique
OH
(¢] O
OH gy OH H ‘ Chaine hydrogénée ou
&/ OH N perfluorocarbonée
HO (0] OH H
OH o
3

Vecteurs lysine

OH
OH oH 9y ¢ Chail éné
OH aine hydrogénée ou
&/ OH N N/‘ perfluorocarbonée
HO (0] OH H
HN O

OH

Figure 1-23. Structures générales des vecteurs amphiphiles porteurs de nitroxydes

Nous présenterons les résultats des études physico-chimiques réalisées sur ces quatre
molécules qui ont consisté en la détermination de :

» leurs coefficients de partition par une technique chromatographique

» leurs capacités auto-associatives par diffusion dynamique de la lumicre et par RPE

» leurs propriétés électrochimiques ainsi que de leur stabilité en milieu réducteur.

Enfin, nous finirons par présenter les résultats biologiques obtenus in vitro sur

I’évaluation des potentialités de ces quatre nouvelles molécules.

Parallélement a ces études, il nous a paru judicieux de poursuivre les nombreux
travaux menés au laboratoire concernant I’insertion de la PBN au coeur méme d’une structure
amphiphile, dans le but d’en améliorer son passage transmembranaire et par conséquent sa
biodisponibilité. Pour cela, nous avons choisi d’¢laborer de nouveaux analogues de la

LPBNAH et de la LPBNH15 (Figure 1-22), ces deux nitrones amphiphiles étant celles qui a
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I’heure actuelle ont démontré les propriétés protectrices les plus spectaculaires, a la fois in
vitro et in vivo.

Ces travaux, qui font I’objet du troisiéme chapitre de ce manuscrit, ont par conséquent
consisté a synthétiser de nouvelles nitrones dérivées de la PBN, de nature plus ou moins
amphiphile, afin d’évaluer I’'impact de ce parametre physico-chimique sur ses propriétés
protectrices. Nous avons notamment modifié la chaine hydrophobe de la LPBNAH et de la
LPBNHI15 in introduisant un motif cholestérol, afin d’augmenter 1’hydrophobie de la PBN et
ainsi lui permettre une meilleure affinit¢é membranaire. Nous avons d’autre part substitué la
téte lactobionolactone de la LPBNH15 par un résidu Glucose ou bien un résidu Tris, afin de
mesurer I’influence que la nature de la partie polaire peut avoir sur 1’activité biologique de la
PBN. Enfin, nous avons mis au point la synthése d’une série de nitrones a téte polaire Tris et a
longueur de chaine hydrogénée variable, dans le but d’obtenir une gamme de nitrones trés
facilement synthétisables.

Nous présenterons ensuite les résultats des ¢tudes physico-chimiques qui ont consisté
en la détermination de :

» leurs solubilités en milieu aqueux

» leurs coefficients de partition par une technique chromatographique

» leurs capacités a piéger les radicaux libres par mesure en RPE

Enfin, nous terminerons en présentant les résultats biologiques obtenus sur

I’évaluation des potentialités neuroprotectrices de certaines de ces nouvelles nitrones.

Plus récemment, nous avons essayer d’élargir nos recherches, soit en greffant des
antioxydants sur des structures macromoléculaires de type dendrimére, soit en modulant la
BHL de la PBN selon un nouveau modele de transporteur amphiphile.

Ces travaux, qui font I’objet du quatriéme chapitre de ce manuscrit, ont donc consisté
dans un premier temps a développer la syntheése de motifs poly-antioxydants de type
dendriméres (Figure 1-24), dans le but d’amplifier leurs effets grice a une multiplicité de

motifs.
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Figure 1-24. Structure générale d’un dendrimeére PAMAM porteurs de quatre motifs antioxydants

Dans un second temps, ces travaux se sont orientés vers la synthése d’une nouvelle
nitrone dérivée de la PBN dont les composantes polaire et apolaire ne se situent plus de part et
d’autre du motif PBN mais uniquement sur sa partie tert-butyle (Figure 1-25). Notre choix
s’est alors porté sur un groupement pyridinium comme téte polaire, ainsi que sur une partie
apolaire cyclique de type cyclohexane. La présence de ce groupement pyridinium devrait ainsi
assurer a la molécule un ciblage mitochondrial, tandis que celle du cyclohexane devrait lui

permettre une meilleure rigidité.

N
I
H
HN o

Figure 1-25. Structure de la nitrone tert-substituée dérivée de la PBN
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A. Introduction

L’objectif de ce travail est d’améliorer [D’activité protectrice d’antioxydants
synthétiques de type nitroxyde, en modulant leur balance hydrophile lipophile afin de leur
permettre un meilleur passage transmembranaire. L’intérét de moduler la BHL de tels
composés s’explique par les multiples propriétés antioxydantes qu’ils possédent et que nous
avons mentionné en détail dans I’introduction de ce manuscrit (cf. Partie B, §2). Ces
nitroxydes ont donc été¢ greffés sur des structures monomoléculaires amphiphiles, dont le
potentiel de vectorisation a été démontré par le passé au laboratoire. L’impact de ce caractere

amphiphile sur leurs propriétés physico-chimiques et biologiques a par la suite été précisé.
1. Caractéristiques générales des transporteurs amphiphiles utilisées

Comme nous ’avons expliqué dans I’introduction de ce manuscrit, deux types de
transporteurs monomoléculaires amphiphiles ont déja été synthétisés et étudiés au laboratoire.
Dans le cadre de ce deuxieme chapitre, notre choix s’est porté sur ’'utilisation du modele
moléculaire a fixation latérale, ou les différentes parties indispensables a une bonne activité
biologique s’articulent autour d’un acide aminé polyfonctionnel. La structure générale de tels
transporteurs amphiphiles, (cf. Partie E, §2), peut étre décrite de la fagon suivante :

» une téte polaire de type lactobionamide, qui confeére une bonne hydrosolubilité
a la molécule,

» une chaine hydrophobe, qui devrait favoriser le passage transmembranaire,

» un acide aminé, qui sert de lien entre la partie polaire et la partie apolaire et

dont la chaine latérale permet le greffage du principe actif.

Le choix d’un acide aminé comme motif central apparait comme une évidence tant par
son absence de toxicité que par ces nombreuses possibilités de fonctionnalisation. C’est ainsi
que le laboratoire a choisi d’utiliser la lysine (fonction amine sur la chaine latérale) et ’acide
aspartique (fonction acide) car ils offrent la possibilit¢ d’intégrer des antioxydants

diversement substitués par des réactions de couplage peptidique classiques.
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2. Travaux préliminaires

2.1. Etudes de biodistribution du transporteur lysine radiomarqué

Dans un premier temps, des études de biodistribution ont ét¢é menées sur un
transporteur amphiphile dérivé de la lysine ne possédant pas de principe actif et dont la

structure est représentée sur la figure 2-1.
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Figure 2-1. Structure chimique du transporteur lysine radiomarqué'

Afin de favoriser I’é¢tude de sa biodistribution aprés administration intraveineuse chez
le rat, le principe actif a été remplacé par un groupement acétyle radiomarqué au "“C. La
répartition de la radioactivité¢ dans plusieurs organes a différents temps a montré qu’il était
rapidement distribué dans tous les tissus et qu’il était lentement ¢liminé de 1’organisme par
voie biliaire, sans qu’une quelconque toxicité n’ait été observée. Par conséquent, la présence
prolongée du transporteur dans I’organisme semble indiquer qu’il pourrait accroitre la

rémanence du principe actif et donc son activité potentielle.

2.2. Etudes de la vectorisation de différents principes actifs

Compte tenu des résultats satisfaisants obtenus lors de 1’étude de biodistribution de ce
premier transporteur muni d’un motif central de type acide aminé, la vectorisation de
différents antioxydants synthétiques a pu étre envisagée. Deux dérivés amphiphiles utilisables
pour le transport de motifs a activité antioxydante ont alors été synthétisés. Le premier est
compos¢ de la lysine comme acide aminé central et d’une chaine perfluorée dérivée du
1H,1H,2H,2H perfluorooctyle tandis que le second est composé de 1’acide aspartique et de
cette méme chaine fluorée. La téte polaire lactobionamide est quant a elle conservée pour ces

deux dérivés amphiphiles (Figure 2-2).
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Figure 2-2. Structures chimiques des dérivés amphiphiles transporteurs d’antioxydants.

Dans le but de généraliser ce concept de vectorisation par le biais de ces deux
transporteurs amphiphiles, plusieurs antioxydants synthétiques déja reconnus pour leurs

activités anti-radicalaires respectives, ont été choisis.

Lors d’une premicre étude, les propriétés protectrices de la nitrone PBN, déja
détaillées dans I’introduction de ce manuscrit, ont été comparées a celles de trois antioxydants
synthétiques® qui sont respectivement :

» l’acide lipoique, qualifié d’antioxydant « métabolique », un trés bon piégeur de
diverses EOR et un agent protecteur trés efficace,’

» T’acide indole-propionique, un excellent piégeur de radicaux hydroxyles et un agent
neuroprotecteur puissant,’

» le trolox, un analogue synthétique de la vitamine E, trés souvent utilisé comme

référence dans les études biologiques mettant en jeu des radicaux libres.’

L’activité protectrice de ces quatre antioxydants et de leurs dérivés amphiphiles a dans
un premier temps €té évaluée in vitro sur des cellules corticales primaires, puis in vivo sur un
modele animal trés sensible au stress oxydant, les rotiféres Philodina. Ces cellules et ces
rotiféeres ont été soumis durant 24 h aux antioxydants ainsi qu’a trois toxines qui sont
respectivement : le peroxyde d’hydrogéne, le peroxynitrite et la doxorubicine. La
doxorubicine est notamment employée pour induire un stress oxydant d’origine
mitochondrial. En effet elle posséde une grande capacité a s’accumuler dans la

7

. .6 N . . /. r
mitochondrie,”” ou son activation redox par les flavoprotéines réductases (cytochrome
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P450, NOS) et les enzymes mitochondriales (NADH deshydrogénase) en intermédiaire
semiquinone, conduit a la formation de radicaux oxygénés, parmi lesquels I’anion superoxyde
impliqués dans 1’inhibition du complexe I mitochondrial ®

Les diverses expériences menées in vitro et in vivo ont mis en évidence une activité
protectrice significative de la majorité des antioxydants amphiphiles, quel que soit le mode
d’induction du stress oxydant. En effet, a I’exception de 1’acide indole-propionique, les
résultats obtenus sont particuliérement positifs, démontrant que la vectorisation
d’antioxydants par ces transporteurs amphiphiles permet de multiplier au minimum par deux

e . S 2
leurs activités protectrices dans le cas d’un stress oxydant séveére.

Lors d’une seconde étude plus récente, les potentialités protectrices du transporteur
dérivé de la lysine et porteur de la PBN ont été comparées a celles du dérivé porteur de la
nitrone cyclique DMPO (Figure 2-2).” L’activité protectrice de ces analogues amphiphiles
ainsi que celles de la PBN et de la DMPO a été évaluée in vitro sur des cellules endothéliales
aortiques bovines intoxiquées par du peroxyde d’hydrogéne ou un donneur de peroxynitrite,
le SIN-1.

Les résultats obtenus lors de cette étude ont démontré que le dérivé amphiphile de la
PBN était nettement plus efficace contre I’intoxication au peroxyde d’hydrogéne que la PBN,
alors que les dérivés DMPO conduisaient a une protection plus modeste. Au contraire le
dérivé amphiphile de la DMPO s’est montré quant a lui le plus efficace contre I’intoxication
au SIN-1, alors qu’aucune protection n’a pu étre observée avec les dérivés PBN. Ces deux
observations indiquent clairement que la fixation de ces deux types de nitrones sur le dérivé
amphiphile lysine améliore trés nettement leurs propriétés antioxydantes, qui restent toutefois

de nature différente.

L’ensemble des études menées sur ces transporteurs amphiphiles dérivés d’acides
aminés, nous permet de conclure que 1’introduction d’un caractére amphiphile marqué sur un
antioxydant augmente de maniére générale son potentiel protecteur. De ce fait, dans le cadre
de notre travail il nous a paru intéressant de chercher a améliorer les potentialités protectrices
de nitroxydes vis-a-vis des phénomeénes de stress oxydant, en les greffant sur des

transporteurs monomoléculaires amphiphiles.
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3. Présentation des nouveaux dérivés amphiphiles

Dans un premier temps, nous avons décidé de conserver 1’acide aspartique et la lysine
comme groupement central ainsi que la téte polaire lactobionamide pour la bonne
hydrosolubilité¢ qu’elle confere a la molécule. Par ailleurs, il nous a sembl¢ intéressant de
remplacer la chaine perfluorocarbonée par une chaine hydrogénée afin de pouvoir comparer
I’influence de la nature de la partie apolaire sur 1’activité biologique des deux nitroxydes

amphiphiles.
3.1. Choix des chaines hydrophobes

La nature de la chaine hydrophobe présente un intérét capital dans la mise au point de
transporteurs monomoléculaires amphiphiles. En effet, les travaux menés au laboratoire ont
permis de démontrer que les composés amphiphiles perfluorocarbonés présentent des
propriétés tensioactives marquées mais non détergentes contrairement a leurs analogues
hydrocarbonés.'™"" Cette absence de détergence leur confére une cytotoxicité nettement
inférieure a celle des tensioactifs hydrogénés a des concentrations supérieures a leur
concentration micellaire critique (cmc).'> Par ailleurs, parmi I’ensemble des nitrones
amphiphiles synthétisées au laboratoire, la LPBNAH et la LPBNHI15, sur lesquelles la PBN
est conjuguée a une chaine heptyle, ont présenté jusqu’a présent les meilleurs potentiels
antioxydant, largement supérieurs a ceux obtenus avec leurs analogues fluorés."> Dés lors il
nous a paru indispensable de comparer et d’évaluer les potentialités de structures amphiphiles
analogues hydro- et perfluorocarbonées. En ce qui concerne la longueur de la chaine notre
choix s’est porté sur une chaine heptyle pour les dérivés hydrogénés et 1H,1H,2H,2H

perfluorooctyle pour les dérivés fluorés.

3.2. Choix des nitroxydes vectorisés

Sur la fonction acide carboxylique de 1’acide aspartique a été fixé un nitroxyde
cyclique de type pipéridine porteur d’une fonction amine, le 4-amino-TEMPO (4-AT), alors
que sur la fonction amine de la lysine a été greffé un nitroxyde cyclique de type pyrrolidine

porteur d’une fonction acide carboxylique, le 3-carboxyproxyl (3-CP) (Figure 2-3).
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Figure 2-3. Structures chimiques des nitroxydes amphiphiles finaux et des nitroxydes parents

Le choix de ces deux nitroxydes cycliques, réside dans le fait qu’ils sont déja connus
pour leur excellente activité antioxydante, comme nous 1’avons préalablement précisé dans
I’introduction (cf. Partie C, §2). Nous avons donc synthétisé quatre transporteurs amphiphiles,
deux dérivent de 1’acide aspartique et sont porteurs du 4-AT et deux autres dérivent de la

lysine et sont porteurs du 3-CP (Figure 2-3).
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B. Synthése des dérivés amphiphiles porteurs de nitroxydes

Nous présenterons dans un premier temps l’analyse rétrosynthétique de ces quatre
dérivés amphiphiles porteurs de nitroxydes, puis nous verrons dans un second temps les

différentes étapes nécessaires a la synthese de ces composés.

1. Analyse rétrosynthétique

L’analyse rétrosynthétique des dérivés de I’acide aspartique et de la lysine s’articule
sur trois principales déconnexions, représentées sur la figure 2-4, qui sont successivement :

» la déconnexion de la liaison amide qui assure la jonction entre le nitroxyde et
la chaine latérale de I’acide aminé. Cette premicre transformation nous permet
d’un point de vue synthétique d’assurer le greffage de 1’antioxydant en fin de
synthese, lui évitant ainsi d’éventuelles dégradations,

» la déconnexion de la liaison amide qui assure la jonction entre la téte polaire
lactobionamide et la partie N-terminale de I’acide aminé,

» la déconnexion de la liaison amide qui assure la jonction entre la chaine

hydrophobe et la partie C-terminale de 1’acide aminé.
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Figure 2-4. Analyse rétrosynthétique des dérivés amphiphiles de 1’acide aspartique (A) et de la lysine (B).

2. Les différentes étapes de leurs synthéses

Dans une premicre partie nous allons décrire exclusivement la synthése des deux
dérivés amphiphiles a chaine hydrogénée, puis nous verrons dans une deuxiéme partie la

synthése de leurs analogues a chaine perfluorocarbonée.

59



Chapitreg 2 : Nitroxydgs amphiphiles

2.1. Synthése des deux dérivés amphiphiles porteurs de nitroxydes a chaine hydrogénée

C’est ainsi que leur synthése s’articule autour de trois principales étapes, qui vont

maintenant pouvoir étre successivement détaillées.

2.1.1. Introduction de la chaine hydrogénée sur les acides aminés

La premicre étape de la synthése consiste a introduire la chaine hydrogénée sur les
acides aminés, par ’intermédiaire d’une jonction amide. Les conditions de couplages font
appel a des réactifs classiquement utilisés en synthese peptidique. Les acides aminés sont
activés par réaction avec la dicyclohéxylcarbodiimide (DCC) et le 1-hydroxybenzotriazole
(HOBt) dans du dichlorométhane anhydre puis 1’octylamine commerciale est alors ajoutée au
milieu. Apres purification par chromatographie sur colonne de gel de silice, les composés 1 et

2 sont obtenus avec respectivement 92 et 74% de rendement (Schéma 2-2).

2.1.2. Introduction de la téte polaire sur les acides aminés hydrophobes

La seconde étape de la synthése consiste a introduire la téte polaire de type
lactobionolactone, sur la partie N-terminale des deux acides aminés hydrophobes. Celle-ci est
préparée par déshydratation de I’acide lactobionique en milieu acide selon un processus
classiquement utilis¢é au laboratoire (Schéma 2-1). L’équilibre est ainsi déplacé vers la
formation de la lactobionolactone par distillation azéotropique sous vide et a chaud de 1’eau

produite au cours de la réaction.

OH OH
OH o oH O TFA OH on o
o NeH OH 2-Méthoxyéthanol/Toluéne o (NQH 0
HO ¢} OH (171 2 vhv) HO 0o OH
OH OH

Schéma 2-1. Synthése de la lactobionolactone a partir de I’acide lactobionique

Parallelement, les groupements protecteurs de la fonction amine de la chaine
principale des composés 1 et 2 sont alors ¢éliminés. Le groupement protecteur (Fmoc) de
I’acide aspartique est clivé en milieu basique par une solution de DEA a 10% dans
I’acétonitrile et aprés déprotection, le composé 3 est directement mis en réaction a 80°C avec
la lactobionolactone fraichement préparée dans le 2-méthoxyéthanol en présence de TEA. Le
suivi de la consommation de I’amine 3 est réalis€¢ par chromatographie sur couche mince
(CCM), et aprées disparition totale de I’amine, la réaction est stoppée et le solvant est évaporé

sous pression réduite. Le brut réactionnel est alors acétylé par un mélange Ac,O/Pyridine
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(1/1 : v/v) et apres purification par chromatographie sur colonne de gel de silice, le composé §

est obtenu avec 40% de rendement sur les trois étapes (Schéma 2-2).
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Schéma 2-2. Fixation de la chaine hydrogénée et de la téte polaire lactobionamide
sur I’acide aspartique (a gauche) et sur la lysine (a droite)
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Le groupement protecteur (Boc) de la lysine est quant a lui clivé en milieu acide par
une solution de TFA a 20% dans le dichlorométhane. De maniére identique, le composé 4
déprotégé est couplé sur la lactobionolactone a 80°C dans le 2-méthoxyéthanol en présence de
TEA puis acétylé par un mélange Ac,O/Pyridine (1/1: v/v). Aprés purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice, le composé 6 est obtenu avec 70% de

rendement sur les trois étapes (Schéma 2-2).

A ce stade, nous avons caractérisé les structures chimiques de ces deux nouveaux
transporteurs amphiphiles a chaine hydrogénée, par spectrométrie de masse et par RMN.

En spectrométrie de masse, le spectre du composé 5 (Figure 2-5), confirme bien la
présence du pic moléculaire a m/z = 977,3 [(M+H)'] ainsi que celles des adduits avec
I’ammonium a m/z = 994,3 [(M+NH,)'], le sodium a m/z = 999,3 [(M+Na)'] et le potassium
am/z=1015,3 [M+K)'].
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Figure 2-5. Spectre de masse en mode electrospray positif du composé 5

De plus en RMN, le spectre 'H du dérivé acide aspartique (Figure 2-6), nous confirme
la présence :
» des signaux correspondants aux protons de la lactobionolactone entre 5,6 et 2,4 ppm,
» des signaux correspondants aux groupements hydroxyles acétylés entre 2,3 et 1,9 ppm,
» des signaux correspondants a la chaine hydrogénée a 1,25 et 0,86 ppm,
» des signaux correspondants a la chaine latérale avec notamment le singulet du groupement

tert-butyle a 1,43 ppm.
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Le spectre RMN du "°C (Figure 2-6), confirme également la présence de toutes ces

composantes.
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Figure 2-6. Sprectre RMN du 'H (en haut) et du °C (en bas) du composé 5
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Nous avons ensuite tent¢ de comprendre 1’origine du plus faible rendement obtenu
avec le dérivé de 1’acide aspartique comparé a son analogue lysine. Lors de la synthése de ce
premier nous avons effectivement observé la présence d’un second produit sur la plaque ccm,
légérement plus polaire que le composé 5 initialement attendu. Nous avons alors isolé ce

dernier et tenté de le caractériser par RMN.

PPM 88 B4 28 76 F2 68 64 6.0 56 52 48 44 40 3.6 3.2 2.8 24 26 16 12 L 04

= | = T | = T i o [ = = [ T
PPM 170 160 150 140 120 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

Figure 2-7. Spectre RMN du 'H (en haut) et du °C (en bas) du second produit
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L’observation de son spectre RMN du 'H (Figure 2-7), nous a permis de constater
I’absence du singulet a 1,43 ppm correspondant aux trois CH3 du groupement tert-butyle,
ainsi que celle du doublet a 7,52 ppm correspondant a la fonction amide de la chaine
hydrophobe.

L’observation de son spectre RMN du "*C (Figure 2-7), nous a quant a lui révélé la
présence d’un second pic a 167 ppm, correspondant trés certainement & un deuxieéme
groupement carbonyle, mais également la disparition du pic a 81,9 ppm correspondant au
carbone quaternaire du groupement tert-butyle ainsi que celle du pic a 28,0 ppm

correspondant a ses trois CHj.

Ces remarques nous ont conduit a proposer une cyclisation intra-moléculaire se
produisant entre la fonction amine secondaire de la chalne hydrophobe et la fonction
carbonyle de la chaine latérale. Cette cyclisation, représentée sur la figure 2-8, conduirait
donc a un composé¢ comportant un cycle a 5 atomes, dont la structure correspondrait aux

spectres 'H et °C présentés sur la figure 2-7.

OAc
OAcOAG oAy ¢
o) OAcC N N - Cg H 17
AcO O
vy OAc H

E

Figure 2-8. Formation éventuelle du produit secondaire par cyclisation intra-moléculaire du composé 5

Cette cyclisation n’étant pas envisageable avec la chaine latérale de la lysine, c’est
pour cette raison que nous obtenons un meilleur rendement lors de la synthése du composé 6,
dont les études par spectrométrie de masse et RMN ont été effectuées de méme que pour le

composé 5, mais ne sont mentionnées que dans la partie expérimentale de ce manuscrit.

2.1.3. Introduction des nitroxydes sur les acides aminés amphiphiles

La troisieme étape de la synthése consiste a introduire les molécules de type nitroxyde
sur la chaine latérale des deux acides aminés amphiphiles, toujours par I’intermédiaire d’une
jonction amide. Les groupements protecteurs de la chaine latérale des composés 5 et 6 sont

alors ¢éliminés afin d’y greffer respectivement le 4-AT et le 3-CP (Schéma 2-3).
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Schéma 2-3. Fixation des nitroxydes sur les transporteurs amphiphiles a chaine hydrocarbonée
dérivés de 1’acide aspartique (a gauche) et de la lysine (a2 droite)
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Le groupement protecteur (tBu) de I’acide aspartique est clivé en milieu acide par une
solution de TFA a 20% dans le dichlorométhane pour conduire, aprés purification par
chromatographie sur gel de silice, au composé 7 avec 92% de rendement. Le vecteur acide
aspartique déprotégé est ensuite activé par réaction avec le 1-(3-diméthylaminopropyl)-3-
¢thyl-carbodiimide (EDC) et ’HOBt dans du dichlorométhane anhydre, puis le nitroxyde 4-
AT (1,2 eq.) est ajouté au milieu. Enfin, aprés purification du brut réactionnel par
chromatographie sur colonne de gel de silice suivie d’une chromatographie d’exclusion de
taille sur résine Sephadex LH-20, le compos¢ 9 est obtenu avec 50% de rendement (Schéma 2-3).

Le groupement protecteur (Z) de la lysine est quant a lui clivé par hydrogénation
catalytique en présence de palladium sur charbon, pour conduire au compos¢ 8 avec un
rendement quantitatif. Pour des raisons évidentes d’instabilité, le vecteur lysine déprotégé
n’est pas conservé sous sa forme amine et est directement mis en réaction, avec le nitroxyde
3-CP en présence d’EDC et d’HOBt dans du dichlorométhane anhydre. Enfin, apres
purification du brut réactionnel par chromatographie sur colonne de gel de silice suivie d’une
chromatographie d’exclusion de taille sur résine Sephadex LH-20, le dérivé amphiphile

acétylé 10 est obtenu avec 32% de rendement sur deux étapes (Schéma 2-3).

A ce stade de la synthése, nous avons vérifié et caractérisé la fixation des nitroxydes
sur ces deux transporteurs amphiphiles a chaine hydrocarbonée par spectrométrie de masse et
infra-rouge, I’étude RMN n’étant plus envisageable a ce niveau a cause de la présence du
groupement nitroxyde paramagnétique.

En spectrométrie de masse notamment, le spectre du composé 9 (Figure 2-9), confirme
la présence du pic moléculaire & m/z = 1074,4 [(M+H)'] ainsi que celle d’un adduit avec le

sodium a m/z = 1096,4 [(M+Na)'] et avec le potassium a m/z=1112,3 [(M+K)'].
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Figure 2-9. Spectre de masse en mode electrospray positif du composé 9

De plus, son spectre infra rouge (Figure 2-10), montre la présence d’une bande
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Figure 2-10. Spectre infra rouge du composé 9

Ces ¢tudes par spectrométrie de masse et infra rouge ont également été effectuées sur
son analogue, le composé 10, mais ne sont mentionnées que dans la partie expérimentale de

ce manuscrit.
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La derniére étape de la synthése consiste a déprotéger les fonctions hydroxyles de la
téte polaire des composés 9 et 10 par réaction de transestérification de Zemplén en présence
d’une quantité catalytique de méthanolate de sodium dans le méthanol. Aprés purification par
chromatographie d’exclusion de taille sur résine Sephadex LH-20, les composés finaux a
chaine hydrocarbonée 11 et 12 sont obtenus de maniere quantitative a partir de leurs

analogues acétylés respectifs (Schéma 2-3).

La caractérisation de ces deux composés finaux a de nouveau été réalisée par
spectrométrie de masse et infra-rouge, afin de vérifier la compléte déacétylation de tous les
groupement hydroxyles. Ainsi, une fois leurs structures parfaitement mises en évidence, nous
avons pu évaluer la pureté de ces deux composés finaux par CLHP en phase inverse a 229 nm
pour le dérivé acide aspartique et a 203 mm pour le dérivé lysine. Les chromatogrammes
correspondants aux composés 11 et 12 (Figure 2-11), montrent la bonne pureté de ces deux

dérivés.
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Figure 2-11. Chromatogrammes CLHP du composé 11 a 229 nm (en haut) et du 12 4 203 nm (en bas)
(Débit : 0,8 mL/min, Eluant : MeOH/H,O 70/30)
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2.2. Synthése des deux dérivés amphiphiles porteurs de nitroxydes a chaine perfluorocarbonée

La synthése des deux dérivés amphiphiles porteurs de nitroxydes a chaine
perfluorocarbonée s’articule de manicre identique autour des trois grandes étapes développées
précédemment, mais compte tenu du fait que ces deux transporteurs fluorés ont déja été
décrits dans la littérature,'* nous développerons dans cette partie que la derniére étape de
greffage.

La troisieme étape de la synthése consiste a introduire les nitroxydes sur la chaine
latérale des deux acides aminés amphiphiles a chaine perfluorocarbonée 13 et 14, dont les
structures chimiques sont rappelées sur le schéma 2-4. Pour cela, j’ai également été amené a
synthétiser ces dérivés amphiphiles fluorés 13 et 14 durant mes travaux de thése, mais les
modes opératoires déja décrits ne sont pas reportés dans la partie expérimentale de ce
manuscrit.

Le groupement protecteur (tBu) de 1’acide aspartique est clivé en milieu acide pour
donner apres purification par chromatographie sur gel de silice, le composé 15 avec 88% de
rendement. Le vecteur acide aspartique déprotégé est ensuite mis en réaction avec le 4-AT en
présence d’EDC et d’HOBt dans du dichlorométhane anhydre, pour conduire, apres
purification par chromatographie sur colonne de gel de silice suivie d’une chromatographie
d’exclusion de taille sur résine Sephadex LH-20, au composé 17 avec 60% de rendement
(Schéma 2-4).

Le groupement protecteur (Z) de la lysine est quant a lui clivé par hydrogénation
catalytique en présence de palladium sur charbon, pour conduire au composé 16 avec un
rendement quantitatif. Le vecteur lysine déprotégé est a nouveau directement mis en réaction
avec le 3-CP en présence d’EDC et d’HOBt dans du dichlorométhane anhydre, pour conduire
apreés purification par chromatographie sur colonne de gel de silice suivie d’une
chromatographie d’exclusion de taille sur résine Sephadex LH-20, au composé 18 avec 30%

de rendement sur deux étapes (Schéma 2-4).
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Schéma 2-4. Fixation des nitroxydes sur les transporteurs amphiphiles a chaine perfluorocarbonée
dérivés de 1’acide aspartique (a gauche) et de la lysine (a droite)

Nous avons ensuite vérifié la bonne fixation des nitroxydes sur ces deux transporteurs

amphiphiles a chaine perfluorocarbonée par spectrométrie de masse et infra-rouge (cf. Partie

expérimentale).
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Les deux dérivés amphiphiles porteurs de nitroxydes ont ensuite ét¢ désacétylés par
réaction de transestérification en présence de méthanolate de sodium dans le méthanol, pour
conduire apres purification par chromatographie d’exclusion de taille sur résine Sephadex

LH-20 aux composés finaux a chaine perfluorocarbonée 19 et 20 (Schéma 2-4).

La caractérisation de ces deux composés 19 et 20 finaux a été a nouveau réalisée par
spectrométrie de masse et infra-rouge, afin de vérifier la compléte déprotection de la
lactobionolactone. La pureté de ces deux composés finaux a été précisée par CLHP en phase
inverse, a 229 nm pour le dérivé acide aspartique et a 203 nm pour le dérivé lysine. Les
chromatogrammes correspondants aux composés 19 et 20 (Figure 2-12), montrent la bonne

pureté de ces deux dérivés.
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Figure 2-12. Chromatogrammes CLHP du composé 19 a 229 nm (en haut) et du 20 a 203 nm (en bas)
(Débit : 0,8 mL/min, Eluant : MeOH/H,O 80/20)

72



Chapitreg 2 : Nitroxydgs amphiphiles

Nous avons ainsi obtenu, par une stratégie de synthese relativement courte et
facilement réalisable, quatre transporteurs amphiphiles porteurs de nitroxydes avec des

rendements globaux variant de 12 a 24%.

2.4. Nomenclature des nitroxydes amphiphiles synthétisés

Compte tenu de la difficult¢ a nommer ces composés suivant la nomenclature
officielle et pour faciliter la description des propriétés physico-chimiques, il nous paru
opportun de leur attribuer une nomenclature spécifique dont les trois premicéres lettres
symbolisent la structure du vecteur amphiphile :

» lapremicere lettre L indique que la téte polaire est une lactobionamide,

» la deuxiéme lettre indique la nature de I’acide aminé : A pour ’acide aspartique et L
pour la lysine,

» la troisiéme lettre indique la nature de la chaine hydrophobe : H pour hydrogénée et F

pour fluorée.

Enfin, ces trois lettres sont suivies du nom abrégé du nitroxyde vectorisé : 4-AT pour
le 4-amino TEMPO et 3-CP pour le 3-carboxy proxyl.
Par cette méthode, nous obtenons quatre noms abrégés: LAH-4-AT, LAF-4-AT,

LLH-3-CP et LLF-3-CP aisément utilisables pour désigner ces nouveaux substrats.

C. Etudes physico-chimiques

Dans un premier temps, le caractére hydrophobe de chacun de ces nitroxydes
amphiphiles a été déterminé par le calcul de leurs coefficients de partition, puis nous avons
étudié leurs capacités d’auto-association en milieu aqueux. Enfin, I’influence des structures
amphiphiles sur les propriétés électrochimiques des nitroxydes a été estimée par 1’étude de

leur potentiel oxydant ainsi que de leur stabilité en milieu réducteur.

1. Etude des coefficients de partition (log K’v)

Cette premicre étude physico-chimique nous a permis, a travers la mesure de leur
coefficient de partition, d’estimer I’aptitude au passage transmembranaire de ces nitroxydes
amphiphiles.

1.1. Principe général

La capacit¢ d’un principe actif a se rendre sans dégradation, du lieu de son

administration jusqu’a son site d’action et un des facteurs majeurs dans la mesure de son
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efficacité pharmacologique. Cependant, au cours de son transport dans I’organisme, un
principe actif quel qu’il soit peut étre confronté a différents milieux qui peuvent Etre
hydrophiles (le sang par exemple) comme hydrophobes (les membranes). C’est sur ce

e 15,16,1
principe que Hansch'>'®"

a mis au point un modéle d’étude basé sur I’aptitude des composés
a se répartir entre deux phases, I’octanol et I’eau. L’octanol constitué¢ d’une chaine alkyle
hydrophobe et d’un groupement hydroxyle susceptible de former des liaisons hydrogene, va
mimer la membrane lipidique. Il a ainsi défini le coefficient de partage P, appelé coefficient

de partition entre ces deux phases, calculé par la formule :

[composeé]oc

[composé]aq(1-a)

a = le degré de dissociation du composé dans 1’eau
P est ainsi déterminé expérimentalement par décantation, en mesurant la concentration du
compos¢ dans des volumes variables d’octanol et d’eau.

Par ailleurs, Collander'® a également travaillé sur I’hydrophobie et a pu montrer que
les mouvements des composés organiques au travers sont approximativement proportionnels
au logarithme du coefficient de partition P. D’aprés ces observations, Hansch' a pu établir
une nouvelle relation :

log 1/C = k (log P)* + k’ (log P) + k’

C = la concentration molaire produisant une réponse biologique standard
k, k’,k’> = des constantes déterminées par la méthode des moindres carrés.

Cette relation permet de conclure, qu’au plus la valeur de log P sera grande et au plus
le composé sera hydrophobe, et a I’inverse au plus la valeur de log P tendra vers 0 et au plus
le composé sera hydrophile.

Dans 1’idéal, il existe entre les valeurs extrémes d’hydrophobie, log P = infini et log P
= 0, une valeur de log P optimale qui caractérise un composé a la fois soluble en milieux
aqueux et capable un passage transmembranaire efficace. A cette valeur de log P, la théorie

garantit au principe actif une efficacité biologique optimum.

1.2. Détermination du ceefficient de partition par CLHP

La chromatographie liquide haute performance en phase inverse est une méthode
alternative pour mesurer des coefficients de partition qui sont alors notés log £’w. Cette

méthode, applicable a une trés large gamme de composés organiques, présente les avantages
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de nécessiter une tres faible quantité de produit, d’étre rapide et simple a mettre en ceuvre.

Elle repose sur la capacité¢ du composé a interagir avec les chaines alkyles greffées sur la

silice ainsi que sur la polarité de la phase mobile, ces deux facteurs influencant le paramétre

essentiel de cette méthode, le temps de rétention, qui est propre a chaque composé pour

chaque polarité de phase mobile utilisée.

Le mode opératoire suivi pour déterminer [’hydrophobie de chaque nitroxydes

amphiphiles ainsi que des nitroxydes parents, est expliqué en détail dans la partie

expérimentale de ce manuscrit.

1.3. Résultats des mesures de log £’vw

L’ensemble des données expérimentales est répertori¢ dans le tableau 2-1.

Composés tr log k&’

lo
MeOH/H,0 MeOH/H,0 R? 8
Eluant Kw

80/20 | 70/30 | 60/40 | 50/50 | 40/60 | 80/20 | 70/30 | 60/40 | 50/50 | 40/60

MeOH 320 | 3.21 3.23 336 | 3.38 - - - - - - -
4-AT 3.53 4.11 431 541 730 | -099 | -0.55 | -043 | -0.22 | 0.06 | 0.9987 1.1
3-CP 339 | 3.58 | 4.33 5.43 742 | -1.24 | -093 | -042 | -0.21 | 0.08 | 0.9986 1.4
LAH-4-AT | 4.28 6.54 | 14.09 - - -047 | 0.02 | 0.54 - - 09997 | 3.6
LAF-4-AT | 4.50 | 10.28 | 34.08 - - -0.37 | 034 | 0.99 - - 0.9999 | 5.1
LLH-3-CP | 436 | 7.25 | 15.53 - - -0.44 | 0.10 | 0.59 - - 0.9992 | 3.7
LLF-3-CP | 4.57 | 10.43 | 35.25 - - -0.37 | 0.34 | 0.99 - - 0.9992 5.2

Tableau 2-1. Temps de rétentions moyens, log k’ et log k’w pour les nitroxydes amphiphiles
et pour les nitroxydes parents.

Dans le but d’avoir une meilleure visualisation de 1’hydrophobie relative de

I’ensemble de ces composés, nous avons reporté les valeurs des coefficients de partition sur

un histogramme présenté sur le graphique 2-1.
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Graphique 2-1. Variation de I’hydrophobie des nitroxydes amphiphiles ou parents

Les valeurs obtenues (Tableau 2-1 et Graphique 2-1) pour les quatre nitroxydes
amphiphiles démontrent que le greffage d’un antioxydant sur un transporteur amphiphile
augmente fortement son hydrophobie. Cette augmentation est d’autant plus forte si la chaine
hydrophobe du transporteur amphiphile est de nature perfluorocarbonée. En effet, les valeurs
de log k’w obtenues pour les dérivés fluorés (5,1 et 5,2) sont bien plus élevées que celles
obtenues pour leurs analogues hydrogénés (3,6 et 3,7).

De plus, la nature de I’acide aminé semble également jouer un réle dans ces valeurs de
log &’w puisque les dérivés de la lysine (5,2 et 3,7) se retrouvent légeérement plus hydrophobes
que leurs analogues dérivés de I’acide aspartique (5,1 et 3,6). Ces résultats sont en accord
avec ceux obtenus lors des précédentes études physico-chimiques concernant les deux dérivés
amphiphiles fluorés de la PBN.'*

Enfin, la nature du nitroxyde greff¢ n’influe quant a elle que trés peu sur
I’hydrophobie globale de la molécule, car nous n’observons qu’une trés faible différence de
polarité entre les deux dérivés amphiphiles porteurs du 4-AT (3,6 et 3,7) et ceux porteurs du
3-CP (5,1 et 5,2), alors qu’une différence plus marquée est présente entre les deux nitroxydes

parents (1,1 et 1,4).

Cette ¢étude nous permet d’affirmer que 1’hydrophobie de nos nitroxydes amphiphiles
est principalement déterminée par la nature du transporteur monomoléculaire. Ainsi,
I’introduction d’un caractére amphiphile a nos nitroxydes n’a fait qu’augmenter leur caractere
hydrophobe, tout en maintenant ce qui est essentiel pour une administration intraveineuse,

leur bonne solubilité dans I’eau.
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2. Etude d’auto-association en milieu aqueux

Les quatre nitroxydes amphiphiles sont effectivement solubles en milieu aqueux
jusqu’a des concentrations de 25 mM. Toutefois, les solutions contenant les deux nitroxydes
amphiphiles a chalne perfluorocarbonée restent quelque peu visqueuses au-dela d’une
concentration de 20 mM.

Le but de cette étude est donc de déterminer le comportement de nos quatre nitroxydes
amphiphiles en milieu aqueux, et deux méthodes d’analyses bien distinctes ont été utilisées :

la diffusion dynamique de la lumiére (DLS) et la résonance paramagnétique électronique (RPE).

2.1. Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La diffusion dynamique de la lumiére est couramment utilisée pour déterminer la taille
des agrégats formés par différentes macromolécules en milieu aqueux en fonction de leurs

concentrations.

2.1.1. Principe général
Cette technique est basée sur le principe de diffusion de la lumiére par des particules
colloidales en solution qui se déplacent selon un mouvement aléatoire, appelé mouvement
brownien. Un faisceau de lumiére est envoyé a travers la solution et deux faisceaux
principaux en sont issus, le faisceau transmis et le faisceau diffusé. Cependant seul ce dernier
est considéré par le détecteur et son intensité est alors fonction de la vitesse et de la direction
du mouvement de chaque macromolécule individuelle. Ainsi, le volume diffusant contenant
un grand nombre de ces macromolécules se déplacant a des vitesses et dans des directions
différentes, on peut en déduire certaines propriétés dynamiques des particules en solution
avec notamment le coefficient de diffusion translationnel (D). Ainsi, la connaissance de leur
coefficient de diffusion translationnel, permet de déterminer la taille des macromolécules en
solution, par le calcul de leur diametre hydrodynamique (Dy) a partir de la loi de Stocke-
Einstein.
kg.T
Dy=__
3.tn.D
Avec kg : constante de Boltzmann ; T : température absolue ; 1 : viscosité dynamique du

milieu de dilution et D : ccefficient de diffusion translationnel.

Le diamétre hydrodynamique Dy d’une macromolécule représente le diametre de la

sphére dure qui diffuse en solution avec le méme coefficient de diffusion translationnel.
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Ainsi, comme toutes ces macromolécules sont supposées former des spheres homogenes en
milieu aqueux, nous pouvons en déterminer également la polydispersité en taille.

Le mode opératoire suivi pour déterminer la polydispersité et la distribution de taille
des agrégats formés pour chaque nitroxydes amphiphiles, est expliqué en détail dans la partie
expérimentale de ce manuscrit.

2.1.2. Résultats

L’ensemble des données expérimentales obtenues par DLS pour les quatre nitroxydes

amphiphiles est rassemblé dans le tableau 2-2.

LAH-4-AT LAF-4-AT LLH-3-CP LLF-3-CP
Concentration LMH LMH LMH LMH
Dy (nm) Dy (nm) Dy (nm) Dy (nm)
(nm) (nm) (nm) (nm)
19.0 (59%) 5.1
20 mM n.d. n.d. 29.2 32.5 n.d. n.d.

110.9 (41%) | 67.8

20.0(51%) | 5.8
10 mM 55 1.2 30.7 35.8 6.0 13
105.1 (49%) | 118.7

18.7 (46%) | 64
5 mM 5.6 1.2 29.6 373 5.9 1.3
109.0 (53%) | 73.7

210 (27%) | 54 | 21.0(38%) | 6.0
1 mM 33.6 44.1 5.8 1.2
108.1 (71%) | 71.6 | 133.6(57%) | 136.2

Tableau 2-2. Polydispersité et tailles des agrégats formés par les nitroxydes amphiphiles
en solution aqueuse a différentes concentrations.

Le symbole LMH correspond a la Largeur a Mi-Hauteur du pic obtenu sur une
moyenne de 8 a 10 mesures et refléte le degré de polydispersité de 1’échantillon. L’absence de
pourcentage a coté de certaines valeurs de Dy signifie que le pourcentage de distribution de

taille en volume est > 98%.
Dans le but d’illustrer les résultats présentés dans le tableau précédent, nous avons

choisi de présenter le profil de distribution statistique en volume du diamétre hydrodynamique

Dy obtenus pour nos quatre nitroxydes amphiphiles a une concentration de 10 mM (Figure 2-13).
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Figure 2-13. Distribution volumétrique du diamétre hydrodynamique des nitroxydes amphiphiles
a 10 mM

Les valeurs présentées dans le tableau 2-2 ainsi que les courbes présentent sur la figure
2-13, montrent clairement que la taille et la distribution volumétrique des agrégats présents en
solution aqueuse, sont dépendantes a la fois de la structure chimique du transporteur
amphiphile mais également de la concentration au cours de la mesure. En effet, les deux
dérivés amphiphiles a chaine perfluorocarbonée s’associent tous deux de maniére
monodisperse, sous forme de petits agrégats d’environ 5,5-6 nm de diametre avec une largeur
a mi-hauteur proche de 1 nm. La taille de ces agrégats est quasi-identique a celle
précédemment observée avec des tensioactifs fluorés a téte sucre,” ainsi qu’a celle obtenue
avec les deux dérivés lysine a chaine perfluorocarbonnée porteurs de la PBN et de la
DMPO." En outre, il a ét¢ montré que leurs analogues porteurs de la PBN forment des
micelles a des concentrations de 0.05 mM pour le dérivé de 1’acide aspartique, et de 0,35 mM
pour le dérivé de la lysine.? Par conséquent, nous pouvons supposer que les agrégats formés a
10 mM par les nitroxydes amphiphiles a chaine perfluorocarbonée sont probablement des
micelles de forme sphérique.

Les deux dérivés amphiphiles a chaine hydrocarbonée s’associent quant a eux sous
forme d’agrégats de taille bien plus importante. En effet, le LAH-4-AT forme a 20 mM deux
types d’agrégats de distribution volumique identique, d’environ 20 et 110 nm de diamétre.
Tandis que le LLH-3-CP forme a cette méme concentration un seul type d’agrégats d’environ
30 nm de diamétre. Par conséquent, les agrégats formés par les deux nitroxydes amphiphiles a
chaine hydrogénée ne semblent plus correspondre a des micelles, mais plutdt a des agrégats

plus larges et moins organisés.
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Pour finir, les deux nitroxydes amphiphiles dérivés de la lysine semblent former les
mémes agrégats au cours des différentes dilutions, alors que leurs analogues dérivés de 1’acide
aspartique forment subitement deux populations d’agrégats de tailles différentes a la

concentration de 1 mM.

En conclusion, cette étude nous a permis de confirmer le comportement auto-associatif
en milieu aqueux bien plus fort des dérivés amphiphiles a chaine perfluorocarbonée par
rapport a leurs analogues hydrocarbonés. Elle nous a également permis de confirmer que les
dérivés de la lysine posseédent, dans 1’eau, un comportement auto-associatif sensiblement plus

marqué que leurs analogues dérivés de ’acide aspartique.

2.2. Résonance Paramagnétique Electronique (RPE)

La spectroscopie RPE est couramment employée pour étudier la dynamique d’auto-

-y . . ” 18 21
association ou de complexation d’especes paramagnétiques en milieu aqueux.

2.2.1. Phénomeénes d’agrégations et spectres RPE

Le premier paramétre modifié lors d’un phénoméne d’agrégation, est la constante de
couplage hyperfin attribuée a I’atome d’azote (ax), qui représente 1’interaction entre le spin de
I’atome d’azote et celui de 1’électron célibataire. Etant donné que cette valeur est
proportionnelle a la densité de charge présente sur 1’atome d’azote, elle est par conséquent
directement affectée par la polarité environnant le nitroxyde. Ainsi, ’agrégation des
nitroxydes amphiphiles dans le milieu provoque une diminution de la présence du solvant
autour de la fonction aminoxyle et par conséquent une diminution de la polarité environnant
le nitroxyde. Ce phénoméne entraine une diminution de la constante de couplage an, ce qui
est clairement observable sur les spectres RPE.

Le second parametre modifié lors d’un phénoméne d’agrégation, concerne la
résolution du spectre RPE qui se trouve étre affectée par toute perturbation du libre
mouvement des molécules en solution. Ainsi tout phénomene d’agrégation dans le milieu,
empéche les molécules paramagnétiques de se déplacer librement en solution, et induit par

conséquent des spectres présentant un caractére anisotrope.

L’ensemble des mesures RPE a été réalisé par Grégory Durand dans le laboratoire du
Pr. Frederick Villamena au sein du Département de Pharmacologie a Colombus (Ohio, USA).
Les simulations ont ensuite été effectuées par Antal Rockenbauer au sein du Centre de

Recherches Chimiques a Budapest (Hongrie).
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2.2.2. Résultats

Les signaux présents sur les spectres RPE de nitroxydes tels que le 3-CP ou le 4-AT,
possédent tous une structure hyperfine sous forme d’un triplet (1.1.1), di au couplage
hyperfin entre I’électron non apparié et I’azote '*N de la fonction aminoxyle.

Les spectres RPE obtenus pour les deux dérivés amphiphiles de la lysine, porteurs du
3-CP, sont présentés sur la figure 2-14. A gauche sont représentés les spectres simulés du
LLF-3-CP a haute et basse concentration et a droite ceux simulés pour le LLH-3-CP a haute et
basse concentration. Les spectres enregistrés a haute concentration correspondent aux
nitroxydes amphiphiles sous forme agrégée formant ainsi un cluster, alors que ceux
enregistrés a basse concentration laissent apparaitre un nitroxyde amphiphile libre de

mouvement.

non-cluster non-cluster

cluster

3480 3500 3520 3540 3560 3480 3500 3520 3540 3560
G G

Figure 2-14. Spectres RPE obtenus pour les formes agrégées (en bas) et non-agrégées (en haut)
des composés LLF-3-CP (a gauche) et LLH-3-CP (a droite)

A la vue de cette figure, il est intéressant de remarquer la différence d’allure entre les
spectres du LLF-3CP et du LLH-3CP sous forme de cluster. Avec le dérivé fluoré la forme de
triplet a complétement disparue alors que pour le dérivé hydrogéné on observe un
¢largissement des pics de résonance. Le fait que le spectre RPE du LLF-3CP soit fortement
anisotrope indique la présence d’interactions magnétiques entre les motifs nitroxydes au sein
de l’agrégat. Ceci témoigne donc d’une organisation compacte et de petite taille de la
particule formée. Une différence de comportement des nitroxydes dérivés de 1’acide
aspartique sous forme agrégée a également pu étre observée. Néanmoins dans le cas du

composé¢ LAF-4-AT sous forme agrégée la présence d’un triplet légérement mieux résolu que
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pour le LLF-3CP est observée. Ceci indique la présence d’interactions magnétiques moins
fortes entre les nitroxydes au sein de I’agrégat et suggére une organisation un peu moins

compacte de la particule formée.

L’observation de ces spectres démontre bien que 1’auto-association des nitroxydes
amphiphiles en milieu aqueux entraine un changement environnemental aux environs de la
fonction aminoxyle. Ce qui nous a permis, lors d’une seconde étude RPE, de déterminer avec
plus de précision la concentration a laquelle chaque nitroxyde amphiphile commence a
s’agréger dans ’eau. Nous avons ainsi reportés sur la figure 2-15 la répartition normalisée
entre nitroxydes libres et agrégés en fonction de la concentration en nitroxyde dans le milieu.
Les concentrations d’apparition des premiers agrégats peuvent donc étre apparentées a une

concentration d’agrégation critique (cac) pour chaque composé.

2

«o LLF-3-CP
——————- LAF-4-AT
10 | =———-- LLH3.CP
LAH-4-AT
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-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
log C

Figure 2-15. Radical distributions entre la forme agrégée et non-agrégée des quatre nitroxydes
amphiphiles en fonction du log C (exprimée en mmol)

De maniere générale, 1’observation de ces courbes démontre bien une nette cassure
dans la distribution de chaque nitroxyde amphiphile entre sa forme agrégée et non-agrégée.
Cette derniére se produit effectivement a une certaine concentration, qui correspond a un
changement du microenvironnement aux alentours de la fonction aminoxyle, indiquant le
début de la formation d’agrégats dans le milieu. Ainsi, tant que la distribution normalisée
reste a 0 les nitroxydes amphiphiles sont sous leurs formes libres, tandis que dés que qu’une
rupture de pente apparait sur le graphique on peut considérer qu’il s’agit de la formation des

premiers agrégats. Les courbes augmentent ensuite progressivement en se rapprochant du
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niveau 1, indiquant que ces derniers s’auto-associent de plus en plus jusqu’a arriver a la
situation ou ils ne sont plus que sous leur forme agrégée.

La cassure s’opére a des concentrations respectives d’environ 0,5 et 0,75 mM pour les
deux dérivés fluorés, LLF-3-CP et LAF-4-AT, tandis qu’elle s’effectue a des concentrations
d’environ 3,6 et 2,1 mM pour les deux dérivés hydrogénés, LAH-4-AT et LLH-3-CP,

respectivement.

L’ensemble de ces études physico-chimiques portant sur 1’hydrophobie et sur 1’auto-
association en milieu aqueux, nous ameéne maintenant a faire différents commentaires sur la
cohérence de ces résultats.

Dans un premier temps, nous pouvons affirmer que les comportements de chaque
nitroxyde amphiphile en milieu aqueux, obtenus par DLS et RPE, sont en accord avec les
valeurs de log £’w obtenues. En effet, parmi ces quatre composés, les deux dérivés fluorés
plus hydrophobes, sont ceux qui présentent les propriétés auto-associatives les plus marquées
de ce fait les valeurs de cac les plus basses. De plus, les dérivés de la lysine, 1égérement plus
hydrophobes que leurs analogues dérivés de ’acide aspartique, présentent également des
propriétés d’auto-association dans 1’eau plus marquées et cela a des concentrations plus
basses.

Dans un second temps, nous pouvons mentionner que les résultats de DLS sont
quelques peu en désaccord avec ceux obtenus par RPE. En effet, tandis qu’en DLS le LAF-4-
AT forme de fagon monodisperse des agrégats de petites taille (5,5-6 nm de Dy), jusqu’a une
concentration comprise entre 1 et 5 mM, la RPE indique pour ce composé une cac inférieure a
1 mM. De plus, la RPE indique une cac d’environ 2,1 mM pour le LLH-3-CP alors que la
DLS a démontré que ce composé¢ formé de facon monodisperse des agrégats plus larges
(30 nm de Dy) au moins jusqu’a une concentration de 1 mM.

Par conséquent, malgré ces quelques différences, 1’ordre obtenu en RPE pour les cac
des quatre nitroxydes amphiphiles est parfaitement en accord avec celui trouvé pour les
valeurs de log £’w. Ainsi, les quelques différences observées peuvent parfaitement s’expliquer
par le fait que ces études physico-chimiques dépendent de multiples paramétres intrinséques,

qui peuvent dans certains cas altérer les résultats.

&3



Chapitreg 2 : Nitroxydgs amphiphiles

3. Etude des potentiels oxydant et réducteurs

Cette troisiéme €tude physico-chimique va nous permettre de déterminer les propriétés
¢lectrochimiques de chaque nitroxyde a travers I’étude de leurs potentiels oxydants ainsi que

de leurs stabilités en milieu réducteur.

3.1. Etude du potentiel oxydant des nitroxydes par voltampérométrie cyclique

La voltampérométrie cyclique est couramment utilisée en raison de sa simplicité et de
sa rapidité pour la caractérisation initiale d’un systéme redox actif, ce qui est le cas des
nitroxydes. En effet, comme nous I’avons mentionné dans 1’introduction, les nitroxydes
peuvent lors de transformations redox monoélectronique, se présenter sous deux autres

formes, hydroxylamine et cation oxoammonium.

3.1.1. Principe de la méthode

Au cours d’une expérience de voltampérométrie cyclique, on mesure la variation du
courant faradique (un courant faradique étant un courant di a une réaction d’oxydo-réduction)
par rapport a la variation du potentiel appliqué au systéme redox. La réponse du courant est
alors mesurée sur un intervalle de potentiel défini, d’une valeur initiale jusqu’a une valeur
limite, avec une variation linéaire du potentiel entre ces deux valeurs extrémes. Ainsi, une fois
arrivé a cette valeur de potentiel limite, le sens du balayage est inversé et ainsi la méme
fenétre de potentiel est balayée dans le sens opposée, d’ou le terme « cyclique ». Cela signifie
que, par exemple, les especes formées par oxydation lors d’un premier balayage peuvent étre
réduites lors du second.

Dans le but d’obtenir ces variations de courant, tout systéme voltampérométrique doit
étre constitu¢ par I’électrolyte étudié sous la forme d’une solution, un électrolyte support
assurant une conductivité suffisante dans la solution, et trois électrodes qui sont :

» une ¢lectrode de travail, servant de site pour la réaction de transfert d’électrons

et qui est donc le cceur de ce systeme,

» une ¢lectrode de référence, possédant quant a elle un potentiel spécifique et
constant,

» une ¢lectrode auxiliaire, assurant le passage du courant dans la pile et

permettant ainsi sa mesure.

Un circuit €lectronique appelé « potentiostat » doit ensuite appliquer au systéme une
gamme de potentiels afin d’en mesurer le courant faradique de réponse. Il est ainsi possible de

connaitre la différence de potentiel existante entre ’électrode de travail et ’électrode de
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référence et donc d’en mesurer la différence de courant faradique s’écoulant entre 1’¢lectrode

de travail et I’électrode auxiliaire.

Les expériences de voltampérométrie cyclique ont été a nouveau réalisées par Grégory

Durand dans le laboratoire du Pr. Frederick Villamena.

3.1.2. Résultats

Dans le but d’illustrer le type de courbes obtenues en voltampérométrie cyclique, le
voltamogramme obtenu avec le 4-AT est représenté sur la figure 2-16. Celui-ci est un parfait
exemple des courbes obtenues lors des deux balayages de la gamme de potentiels, effectués
de manicre consécutive et dans des sens opposés. Toutes deux représentent la variation du
courant faradique s’écoulant aux bornes de I’¢électrode de travail (cathode) et de 1’électrode
auxiliaire (anode) en fonction de la différence de potentiel induite entre 1’¢lectrode de travail

et ’¢électrode de référence (Ag/AgCl).
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Figure 2-16. Courbes de voltampérométrie cyclique obtenue pour le 4-AT

D’apres ces courbes, différents paramétres sont définis et notamment le potentiel
d’oxydation Ejp (0x) = (EpctEpa)/2 de chaque électrolyte étudié. Ainsi, les potentiels
d’oxydation expérimentaux obtenus par voltampérométrie cyclique pour les quatre nitroxydes

amphiphiles ainsi que pour leur nitroxydes parents, sont répertoriés dans le tableau 2-3.
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Nitroxydes Eq; (0x) (mV)
4-AT 612+7
4-AcT 421
TEMPO 402
LAH-4-AT 532+ 14
LAF-4-AT 545+ 11
3-CP 288
LLH-3-CP 582
LLF-3-CP 664

Tableau 2-3. Potentiels d’oxydation obtenus pour différents nitroxydes

Nous avons inclus dans ce tableau les valeurs mesurées pour deux autres nitroxydes
pipéridiniques, le 4-AcT et le TEMPO, afin d’évaluer I'influence du substituant sur le
potentiel d’oxydation de la fonction aminoxyle.

Concernant les nitroxydes pipéridiniques, le 4-AT est celui qui posséde le plus fort
potentiel d’oxydation (612 mV), tandis que le TEMPO est celui possédant le plus faible (402 mV),
indiquant une oxydation plus aisée pour ce dernier. Il semble donc que le substituant présent
sur le cycle pipéridinique joue un rdle non négligeable dans I’oxydation du nitroxyde, ce qui
est en accord avec de précédentes études réalisées sur les effets de substituants sur les
potentiels d’oxydation de nitroxydes.”** De plus, ’acétylation du 4-AT diminue la valeur du
potentiel d’oxydation (421 mV), ce qui confirme a nouveau ’effet du substituant présent sur
le cycle. Cependant, la présence d’une liaison amide n’altére que trés peu le potentiel
d’oxydation du nitroxyde, comparé au TEMPO, nitroxyde non-substitué. Enfin, le greffage du
4-AT sur un transporteur amphiphile ne semble que légérement affecter les valeurs de
potentiel d’oxydation comparé au nitroxyde parent.

Concernant les nitroxydes pyrolidiniques, les valeurs de potentiel d’oxydation du
LLH-3-CP et du LLF-3-CP sont cette fois-ci bien plus élevées que celle concernant leur
nitroxyde parent, le 3-CP. Ce dernier affiche toutefois une valeur anormalement basse pour un
nitroxyde pyrolidinique.

Concernant maintenant les nitroxydes amphiphiles entre eux, on peut constater que
ceux porteurs du 3-CP possedent des potentiels d’oxydation supérieurs a ceux porteurs du 4-
AT, ce qui est en accord avec la littérature sur le fait que les nitroxydes pipéridiniques

s’oxydent plus facilement.”***
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En conclusion de cette étude, nous pouvons affirmer que la présence d’un transporteur
amphiphile ne fait qu’augmenter la valeur du potentiel d’oxydation des deux nitroxydes
parents, empéchant ces derniers de s’oxyder rapidement. On peut ainsi émettre 1’hypothése
que la structure amphiphile induit un encombrement stérique autour de la fonction aminoxyle,
cette derniére ne pouvant par conséquent interagir facilement avec 1’¢lectrode de travail, ce

qui réduit considérablement le processus d’oxydation du nitroxyde amphiphile.

3.2 Etude de la stabilité des nitroxydes en milieu réducteur

La détermination de la vitesse relative de réduction de chaque nitroxyde est réalisée
par étude cinétique en RPE, en présence d’une certaine concentration en ascorbate dans le
milieu. Les valeurs obtenues pour les quatre nitroxydes amphiphiles ainsi que pour leurs

nitroxydes parents, sont répertoriés dans le tableau 2-4.

Nitroxydes Taux de réduction
4-AT n.d.
4-AcT 106,7
TEMPO 23,1
LAH-4-AT 117,0
LAF-4-AT 114,1
3-CP 1,0
LLH-3-CP 32
LLF-3-CP 3,0

Tableau 2-4. Valeurs relatives des vitesses de réduction de chaque nitroxyde,
en présence d’ascorbate a 5 mM.

Avant toutes remarques, il convient de préciser que sont exprimées dans ce tableau les
vitesses relatives de réduction des nitroxydes et que le 3-CP, possédant la vitesse la plus faible
et se révélant le plus difficilement réductible, a été choisi comme référence. Ainsi, concernant
les nitroxydes pyrolidiniques, le 3-CP se trouve étre trois fois plus stable que ses dérivés
amphiphiles, le LLF-3-CP et le LLH-3-CP. La présence de la fonction acide carboxylique sur
le 3-CP semble donc étre un €lément important dans sa stabilité vis-a-vis de I’ascorbate. De ce
fait, sa fixation sur une structure amphiphile entraine une perte de ces interactions répulsives
et le motif nitroxyde se retrouve plus facilement réduit et donc moins stable. Cependant, une
trés faible différence est observée entre les vitesses de réduction du LLF-3-CP et du LLH-3-CP,
ce qui suggere que la nature de la chaine hydrophobe n’a pas d’influence sur la stabilit¢ du

nitroxyde greffé.
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Concernant les nitroxydes pipéridiniques, le TEMPO est le plus stable, avec toutefois
une vitesse de réduction environ 23 fois plus importante que celle du 3-CP, alors que le 4-AT
est tellement réactif que sa vitesse relative n’a pu étre déterminée. Cette trés haute réactivité
est certainement due a une attraction électrostatique entre la nature cationique de la fonction
amine du 4-AT et la nature anionique de 1’ascorbate, ce qui confirme les précédents travaux

de Morris et al.®®

L’acétylation de ’amine du 4-AT diminue de maniere significative cette
réactivité vis-a-vis de 1’ascorbate, mais la vitesse de réduction du 4-AcT reste toutefois 5 fois
plus ¢élevée que celle observée pour le TEMPO non-substitué. Ce qui confirme que 1’effet
attracteur du substituant rend le motif nitroxyde plus facilement réductible et par conséquent
beaucoup moins stable. De plus, les dérivés amphiphiles LAH-4-AT et LAF-4-AT présentent
une vitesse relative semblable a celle du 4-AcT, ce qui indique que la présence du

transporteur acide aspartique, quelle que soit la nature de la chaine hydrophobe, n’affecte en

rien la stabilité du motif nitroxyde en milieu réducteur.

En conclusion, les résultats obtenus confirment les résultats précédemment décrits par
d’autres auteurs.”>**?’ De maniére générale, les nitroxydes pipéridiniques sont plus
rapidement réduits que les pyrolidiniques et I’impact de la nature des substituants sur cette
réactivité (qui peuvent agir par effets inductifs et ¢lectrostatiques avec les charges négatives

de I’ascorbate) a également pu étre confirmée.

D. Etudes biologiques in vitro

L’ensemble de ces études biologiques a été réalis€ par Robert Prosak dans le
laboratoire du Pr. Frederick Villamena aux USA, sur des cellules endothéliales aortiques

bovines.

1. Etude de la cytotoxicité des nitroxydes

Au cours de cette étude de toxicité, les cellules endothéliales bovines sont placées
durant 24 h en présence de nitroxyde a différentes concentrations. Les résultats expérimentaux
exprimés en pourcentage de viabilité cellulaire, présentés sur la figure 2-17, ont été obtenus
selon la méthode d’analyse au 3-[4,5-dimethylthiazo-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium (MTT).
Cette méthode est basée sur la formation du MTT en cristaux bleus de formazan par une
enzyme mitochondriale, la succinate déshydrogénase. Les cristaux bleus ainsi formés sont
ensuite solubilisés et peuvent étre quantifiés par spectrophotométrie a une longueur d’onde de

570 nm.
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Figure 2-17. Cytotoxicités des différentes nitroxydes a 75, 300, 500 et 1000 uM

Dans un premier temps, cette étude de cytotoxicité démontre que les nitroxydes non-
conjugués ne présentent aucune toxicité vis-a-vis de ces cellules dans la gamme de
concentration 75-1000 uM. Cette premiére observation concernant les nitroxydes
pipéridiniques TEMPO, 4-AT et 4-AcT est en accord avec la littérature.”® Toutefois, I’absence
de toxicité du 3-CP dans la gamme de concentrations utilisée lors de cette étude contredit
quelque peu les données de la littérature. En effet, il a ét¢ démontré que les nitroxydes
pipéridiniques présentaient une plus faible toxicité que les pyrolidiniques sur différents
modéles cellulaires.”"

Dans un second temps, cette étude démontre que parmi les nitroxydes amphiphiles,
seul le LLF-3CP a montré une absence totale de toxicité. Les valeurs des nitroxydes
amphiphiles LAF-4-AT et le LAH-4-AT démontrent quant a elles que ces composés induisent
une légere toxicité, entrainant une mort cellulaire <30% dans la gamme de concentration
utilisée. Au contraire, le LLH-3-CP induit une toxicité beaucoup plus marquée avec une mort
complete des cellules a 1000 uM. Cette toxicité aigué€ est trés certainement due aux propriétés
détergentes du LLH-3-CP a des concentrations proches ou supérieures a sa cmc. Cette
hypothése est confirmée par I’observation des résultats concernant son analogue a chaine
perfluorocarbonée, le LLF-3-CP, qui ne présente aucun signe de toxicité a cette méme

concentration. Il est en effet maintenant couramment admis que les chaines perfluorées

présentes sur les agents amphiphiles n’induisent aucun effet détergent.
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Ces observations nous amenent a conclure que la fixation de nitroxydes sur une
structure amphiphile semble induire une 1égere toxicité a de fortes concentrations. Ceci est en
accord avec les travaux réalisés sur les transporteurs fluorés dérivés de la lysine et porteurs de
nitrones PBN et DMPO. En effet, tandis que le transporteur amphiphile dérivé de la PBN
s’est montré dépourvu de toxicité, son analogue dérivé de la DMPO s’est révélé toxique dans
la méme gamme de concentration (>500 uM). Ceci est d’autant plus surprenant que ni le
transporteur dépourvu de motif PBN, ni de motif DMPO se sont révélés toxiques a cette

gamme de concentration.

2. Etude des propriétés cytoprotectives

Au cours de cette étude de cytoprotection, les cellules endothéliales aortiques bovines
sont tout d’abord placées durant 24 heures en absence ou en présence de nitroxydes a
différentes concentrations, puis sont intoxiquées par du peroxyde d’hydrogéne a une
concentration de 300 uM. La viabilit¢ cellulaire est ensuite observée 24 heures apres
I’intoxication. Les résultats expérimentaux, exprimés en pourcentage de cellules viables, sont

présentés sur la figure 2-18.
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Figure 2-18. Propriétés cytoprotectives de différents nitroxydes a 0, 75, 300 et 500 uM
évaluées sur des cellules endothéliales aortiques bovines soumises a 300 uM en H,0,
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Les résultats de cytoprotection démontrent que d’un point de vue général, les
nitroxydes cycliques pyrolidiniques ne présentent aucune activité protectrice dans cette
gamme de concentrations, tandis que les nitroxydes pipéridiniques possédent une activité
protectrice plus ou moins marquée.

En effet, parmi les nitroxydes pipéridiniques différents degrés de cytoprotection sont
observés. Le 4-amino TEMPO est de loin celui dont I’activité cytoprotective est la plus
marquée, suivi de son dérivé acétylé, le 4-acétamido TEMPO, et du dérivé amphiphile a
chaine fluorée, le LAF-4-AT. Les nitroxydes LAH-4-AT et TEMPO présentent quant a eux
une activité cytoprotectrice nettement moins prononcée. Ces observations sont ainsi en accord

avec les travaux réalisés par Czepas et al.,”

qui ont prouvé que la substitution en position C-4
des nitroxydes pipéridiniques est un paramétre affectant de manicre significative leurs
propriétés biologiques. Le 4-AT et le 4-AcT se sont par conséquent révélés potentiellement
plus efficaces que le TEMPO et que son dérivé hydroxylé, le TEMPOL, vis-a-vis d’un stress
oxydant généré par du H,O.

De plus, il semblerait que le peroxyde d’hydrogene diffuse a travers les membranes
des cellules et ainsi une concentration inhabituelle de celui-ci dans le milieu intra-cellulaire
induirait d’importants dégats aux constituants cellulaires, par un phénomeéne d’apoptose ou de
nécrose.”’ L’excellente activité protectrice du nitroxyde 4-AT semble donc provenir de sa
rapide réduction en hydroxylamine qui resterait sous cette forme réduite dans le compartiment

2632 alors que le 4-AcT qui est réduit plus lentement, ne permettrait pas une

cytoplasmique,
assez grande quantité de sa forme hydroxylamine dans le milieu intra-cellulaire. L’absence
d’activité protectrice du nitroxyde TEMPO peut quant a elle s’expliquer par sa réduction a la
fois sous sa forme amine et hydroxylamine, cette premicre étant dépourvue de toute activité

antioxydante.>

L’ensemble de ces viabilités cellulaires nous permettent de conclure en classant les
nitroxydes pipéridiniques, du plus protecteur au moins efficace envers les cellules
endothéliales intoxiquées au peroxyde d’hydrogéne, de la fagon suivante : 4-AT > 4-AcT =
LAF-4-AT > LAH-4-AT > TEMPO. Ce classement suggére que le transporteur amphiphile ne
joue pas un role majeur dans ’activité cytoprotective des nitroxydes, mais également que
I’activité antioxydante offerte par les nitroxydes semble provenir de leur réduction en leur
forme hydroxylamine, ces derni¢res agissant probablement dans le compartiment intra-

cellulaire ou se trouvent la plus grande concentration en peroxyde d’hydrogéne.
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E. Conclusion

Les travaux de recherche proposés dans le cadre de ce deuxieme chapitre, portaient
sur le développement de nouveaux dérivés amphiphiles d’acides aminés capables d’améliorer
le transport d’agents antioxydants synthétiques : les nitroxydes. Ce travail s’inscrit dans les
recherches de nouveaux agents thérapeutiques potentiels applicables dans la lutte contre les

phénomenes de stress oxydant.

D’un point de vue synthése, une nouvelle série de dérivés amphiphiles possédant une
téte polaire lactobionolactone, une chaine hydrophobe hydro- ou perfluorocarbonée et un

acide aminé central fixant le 4-AT ou le 3-CP, a été synthétisé de manicre relativement aisée.

D’un point de vue physico-chimique, il a ét¢ démontré que ces dérivés amphiphiles
induisent une nette augmentation de 1’hydrophobie des nitroxydes greffés, augmentation
d’autant plus marquée pour les structures amphiphiles a chaine perfluorocarbonée. Par
conséquent, les nitroxydes amphiphiles fluorés sont ceux qui ont présenté les propriétés
d’auto-association en milieu aqueux les plus marquées, comparativement a leurs analogues
hydrogénés. La nature de 1’acide aminé joue également un role car les dérivés de la lysine ont
présenté une hydrophobie 1égérement plus marquée que les dérivés de 1’acide aspartique.
Cependant, le caractére amphiphile apportés a nos deux nitroxydes ne semble que faiblement
renforcer leurs potentiels oxydants et ne démontre aucune influence notable sur leurs stabilités

en milieu réducteur.

D’un point de vue biologique, les essais préliminaires qui ont pu étre réalisés semblent
montrer que la vectorisation du 4-AT et du 3-CP par ce modéle de transporteurs amphiphiles
n’a pas permis d’améliorer leurs propriétés protectrices vis-a-vis d’un phénoméne de stress
oxydant. En effet, tandis que les nitroxydes pyrolidiniques ne démontrent aucun potentiel
protecteur, 1’ordre décroissant dans 1’activité cytoprotective des nitroxydes pipéridiniques est

le suivant : 4-AT > 4-AcT = LAF-4-AT > LAH-4-AT > TEMPO.
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A. Introduction

L’intérét de moduler la balance hydrophile lipophile (BHL) de la PBN s’explique par
les propriétés thérapeutiques particulierement prometteuses et diverses qu’elle posséde et qui
ont été présentées de manicre détaillée dans le chapitre 1 (cf. Partie C, §2). Cependant, son
activité protectrice vis-a-vis d’une surproduction de radicaux libres et du stress oxydant qui
I’accompagne, requiert généralement des doses ¢levées de PBN (de 100 a 300 mg/kg) lors
d’¢études in vivo. Ainsi, dans le but de diminuer les doses requises pour aboutir a une activité
antioxydante convenable, il nous a paru opportun de moduler sa balance hydrophile lipophile
afin d’améliorer et controler son passage membranaire et donc sa biodisponibilité. Nous
avons ainsi choisi d’élaborer différentes nitrones dérivées de la PBN, de nature plus ou moins
amphiphile, afin d’évaluer I’impact de ce parametre physico-chimique sur ses propriétés

protectrices.

1. Caractéristiques générales des structures amphiphiles utilisées

Dans le cadre de ce troisieme chapitre, notre choix s’est cette fois-ci porté sur
I’utilisation du modéle moléculaire a fixation centrale, ou le motif PBN est introduit au coeur
méme de la structure de transport amphiphile. Le motif nitrone joue alors non seulement le
role de fonction biologiquement active de la molécule, mais également celui de bras de liaison
entre sa partie polaire et apolaire. Ces deux composantes, indispensables a 1’amphiphilie de la
molécule, sont placées soit sur la partie tert-butyle de la PBN, soit sur le cycle aromatique

(Figure 3-1).

0 N,Partie polaire ou apolaire

S : + H
Partie polaire ou apolaire . N

N
H

PBN

Figure 3-1. Structure générale des nitrones amphiphiles dérivées de la PBN
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2. Travaux préliminaires

2.1. Premiéres modifications structurelles réalisées sur ce modéle de transporteur

Une premicre série de nitrones amphiphiles, comportant une chaine hydrophobe sur la
partie tert-butyle de la PBN et la téte polaire sur son noyau aromatique, en position para de la
fonction nitrone, a été synthétisée au laboratoire. Les différents membres de cette série
différent par la nature de leur téte polaire, de leur chaine hydrophobe ou de la liaison entre

cette derniere et la nitrone centrale (Figure 3-2).
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Figure 3-2. Structures et noms des nitrones amphiphiles de la premiére série'*”
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La partie polaire peut étre de nature ionique ou non ionique. Les chaines hydrophobes
sont de nature hydrocarbonée ou perfluorocarbonnée, de longueur comprise entre 6 et 8 atomes de
carbone et les liaisons qui maintiennent ces derniéres a I’ensemble de la structure sont de type
amide, uréthane ou thioéther.

Ces diverses nitrones amphiphiles ont par la suite été étudiées in vitro sur divers
modeles cellulaires, ce qui a permis d’en déduire plusieurs parameétres structuraux essentiels a
leurs activités protectrices vis-a-vis d’une surproduction de radicaux libres. En premier lieu,
des études menées sur des cultures de fibroblastes présentant la mutation génétique NARP,
ont démontré que les dérivés amphiphiles a téte polaire de type lactobionolactone présentaient
une aptitude a réduire les phénomenes d’apoptose supérieure a celle de la PBN. Les composés
a tétes polaires ioniques ont quant a eux présenté une cytotoxicité importante et ont été
éliminés de la liste des candidats potentiels.” De plus, les études menées in vitro sur des
cellules corticales primaires (présentées dans la suite de ce chapitre) ont confirmé que parmi
les nitrones a téte polaire non ionique, celles possédant la lactobionolactone présentaient une
activité anti-oxydante supérieure a celles possédant une téte polaire de type Tris (TGPBN et
TGPBNAH), ou Ethoxy (EPBNAH) (Figure 3-2).*

Deuxiémement, plusieurs études menées in vitro," ex vivo® et/ou in vivo™ ont mis en
évidence la grande efficacit¢ antioxydante de la nitrone a téte polaire lactobionamide et a
chaine heptyle (LPBNAH), comparativement aux nitrones glycosidiques a chaine plus courte
ainsi qu’a son analogue a chaine équivalente perfluorocarbonée (LPBNAF). Ces résultats ont
ainsi permis de démontrer que la présence de la lactobionolactone ainsi que la nature et la
longueur de la chaine tenaient un role important dans le potentiel antioxydant des nitrones
amphiphiles. Par conséquent, la chaine heptyle présente sur la LPBNAH semble étre la
longueur de chaine optimale pour envisager une activité antioxydante importante. La nature
de la liaison entre cette chaine hydrophobe et la partie nitrone a également son importance
car, comme nous venons de le mentionner, la LPBNAH qui posseéde une liaison de type amide
est la nitrone amphiphile dont le pouvoir protecteur vis-a-vis d’un phénomene de stress
oxydant est le plus marqué.

Ces treés bons résultats ont ainsi amené le laboratoire a développer de nouveaux
analogues structuraux de la LPBNAH, afin d’établir une relation structure-activité permettant
de mieux comprendre le mode d’action de cette nitrone amphiphile et ainsi espérer augmenter

encore d’avantage son activité antioxydante.
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2.2. Inversion du positionnement des parties polaires et apolaires autour de la PBN

La conception de ces nouvelles nitrones amphiphiles a reposé sur 1’inversion des
composantes polaire et apolaire autour de la PBN, la téte lactobionamide étant cette fois-ci
fixée sur la partie tert-butyle de la PBN et la chaine hydrophobe sur le motif phényle, en para
de la fonction nitrone (Figure 3-3). Comme nous 1’avons précisé, la supériorité de I’activité
antioxydante de la LPBNAH par rapport a son analogue fluoré a déja été démontrée,
cependant le laboratoire a tenu a confirmer ce résultat sur cette deuxiéme série de molécules.
Les deux analogues possédant soit une chaine heptyle (LPBNHI15) soit une chaine
1H,1H,2H,2H-perfluorooctyle (LPBNF13) ont ainsi été synthétisés. Ces deux composantes
hydrophobes indispensables a I’amphiphilie du substrat, ont donc, compte tenu des

observations précédentes, été reliées a la fonction nitrone par une jonction amide.

OH "'
& N
OH H

LPBNH15

OH

OH O (I) NJ\/\CGFB

OH + H

OH OH N
N N X

HO o oH H ~

OH LPBNF13

Figure 3-3. Structures chimiques de la LPBNH15 et de la LPBNF13

2.3. Présentation des résultats in vitro

Les études ont été menées sur des cellules corticales primaires exposées a différentes
toxines. Les résultats, exprimés en pourcentage d’inhibition de mort cellulaire 24 h apres
ajout de la toxine et de la nitrone, sont reportés dans le tableau 3-1.%7

Les valeurs obtenues avec la LPBN et la TGPBN permettent d’affirmer que des
nitrones de nature hydrophile, ne comportant pas de chaine hydrophobe, ne sont pas de bons
candidats a une protection optimale vis-a-vis d’un stress oxydant. Les valeurs de protection
relativement limitées de la TGPBNAH confirment I’'importance de la téte polaire
lactobionolactone dans la haute activité de la LPBNAH. En effet, malgré la nature amphiphile
de la TGPBNAH, cette nitrone a téte Tris n’induit pas une aussi bonne protection que la
LPBNAH, notamment pour I’intoxication au peroxyde d’hydrogeéne et au peroxynitrite. Enfin,

les valeurs concernant la LPBNAF et la LPBNFI13 démontrent bien que les nitrones
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amphiphiles a chaine perfluorocarbonée sont deux fois, voire trois fois, moins efficaces que
leurs analogues a chaine hydrogénée. Pour finir, les valeurs obtenues avec la LPBNAH et la
LPBNH15 mettent parfaitement en évidence la supériorité anti-oxydante de ces deux nitrones

amphiphiles a téte polaire lactobionolactone, a chaine heptyle et a jonction amide.

Nitrones H,0, Peroxynitrite Doxorubicine
(10 uM) (200 uM) (200 uM) (200 uM)
PBN 25,0+£0,9 20,6 £0,7 242 +0,7
LPBN 18,3+0,7 17,3+£0,4 18,5+0,9
TGPBN 544+1,2 31,0£1,0 63,5+1,2
TGPBNAH 33,8+£0,7 30,5+1,3 74,3 £0,6
LPBNAF 63,4+1,1 40,1+ 1,0 349+0,8
LPBNF13 42,6 +£1,0 30,3+ 1,1 32,8 +£0,8

Tableau 3-1. Inhibition, par des dérivés amphiphiles de la PBN, de la mort cellulaire provoquée
par différentes toxines sur des cultures de cellules corticales

2.4. Présentation des résultats in vivo

Ces excellents résultats obtenus avec la LPBNAH et la LPBNHI1S5 in vitro ont été
confirmés par des études in vivo réalisées sur un modele animal trés sensible au stress
oxydant, le rotifere Philodina. En effet, I’administration de faibles doses (10 uM) de
LPBNHI15 permet de maintenir en vie I’ensemble des rotiféres intoxiqués par différentes
toxines, tandis que 1’administration de LPBNAH aux mémes doses conduit a environ 20% de
mortalité.”® De plus, le traitement quotidien a de faibles doses (5 pM) par ces deux nitrones
conduit & une augmentation de la durée de vie des rotiferes en cultures, comme représenté sur
la figure 3-4. Les courbes obtenues pour la LPBNAH (au centre) et pour la LPBNHI15 (a
droite) montrent effectivement que le taux de 100% de viabilité dépassent 20 jours pour la
LPBNAH et 30 jours pour la LPBNH15 et que le taux de 50% de mortalité est repoussé dans
le temps, atteignant les valeurs respectives de 35 et 45 jours pour la LPBNAH et son analogue

inverse.
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Figure 3-4. Activité anti-age de la LPBNAH et de la LPBNH15

En conclusion, on peut donc affirmer que la modification et le controle de la BHL de
la PBN est un parameétre essentiel a I’amélioration de son activité antioxydante in vitro et in
vivo. Cependant, le caractére amphiphile de ces dérivés de la PBN ne semble pas étre le seul
parameétre influant leur activité biologique puisque la LPBNH15, isomére de position de la
LPBNAH et possédant de ce fait un méme degré d’amphiphilie, s’est montrée plus efficace

dans I’ensemble des expériences.

3. Présentation des nouveaux dérivés de la PBN

Au regard de ces excellents résultats, nous avons choisi de synthétiser de nouveaux
analogues monocaténaires de la LPBNAH et de la LPBNH15, qui différent soit par la nature
de leurs constituants hydrophobes ou hydrophiles, soit par la nature plus ou moins amphiphile

de leurs structures.

3.1. Les dérivés amphiphiles de la LPBNAH et de la LPBNH15 a motif cholestérol

Notre objectif s’est tout d’abord porté sur I’augmentation du caractére lipophile de la
LPBNAH et de la LPBNHI15, dans le but d’en faire de meilleurs agents neuroprotecteurs.
Ainsi, comme nous 1’avons déja mentionné dans le chapitre 1 de ce manuscrit (cf. Partie D,
§2), afin de favoriser la localisation membranaire de certaines nitrones, de nombreux travaux
ont été consacrés a I’introduction d’un caractére lipophile marqué sur ces molécules, tels que

S10ILI2 o encore d’un motif cholestérol."

le greffage d’une ou deux longues chaines alkyle,
C’est donc dans la perspective que la présence d’un groupement fortement lipophile leur
apporterait une meilleure hydrophobie, et de ce fait une meilleure affinité membranaire, que
nous avons développé deux nouvelles nitrones sur lesquelles la chaine heptyle a été remplacée

par un motif cholestérol. Ce dernier a été greffé sur la partie tert-butyle de la PBN pour
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I’analogue de la LPBNAH, tandis que pour 1’analogue de la LPBNH15 il a été placé sur la

partie aromatique de la PBN, en para de la fonction nitrone (Figure 3-5).

~
" N
LPBNChol
0]
NJ\AO
OH OH i H
N
oH H
CholPBNL

Figure 3-5. Structures chimiques de la LPBNChol et de la CholPBNL

3.2. Dérivés amphiphiles de 1a PBN a téte polaire Tris

Notre objectif s’est ensuite porté sur 1’élaboration d’une série de nitrones a caractére
plus ou moins amphiphile, avec pour préoccupation de limiter au maximun le nombre
d’étapes nécessaires a la syntheése. Nous avons alors choisi de placer sur ces nitrones une téte
polaire Tris, dont le dérivé nitro est commercial, et une partie aromatique, dérivée du
benzaldéhyde, sur laquelle nous pouvons greffer par I’intermédiaire d’une liaison amide une
chaine hydrogénée de longueur comprise entre trois et neuf atomes de carbones. Ces
synthéses, comprenant entre 1 et 5 étapes, nous ont ainsi aisément conduit a 1’obtention de

cinq nouvelles nitrones plus ou moins amphiphiles (Figure 3-6).

N

TC3-PBN si R = C3Hy
TC5'PBN siR= C5H11
T-PBN TC;-PBN si R = C;Hys5
TCg'PBN siR= CgH»]g

Figure 3-6. Structures chimiques de la série de nitrones a téte polaire Tris
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3.3. Le dérivé amphiphile de la LPBNH15 a téte polaire glucose

Pour finir, notre objectif s’est porté sur 1’élaboration d’une nitrone analogue de la
LPBNHI5 et de la TC;-PBN a téte polaire glucose, dans le but de comparer I’influence de la
nature de la téte polaire sur I’activité antioxydante de la nitrone amphiphile (Figure 3-7).
Nous avons alors choisi de placer un motif glucose sur cette nouvelle nitrone amphiphile,
nommée GIuPBNHI1S5, qui certes confere a la structure une téte polaire moins volumineuse,
mais qui toutefois par sa nature glycosidique devrait lui conférer une bonne solubilité dans

I’eau.

N._C7His

T

O

OH
0 “,
H L+
G2 o )
H I
© 0]

Figure 3-7. Structure chimique de la GluPBNH15

B. Synthése des nouveaux transporteurs de la PBN

Dans cette partie, nous allons décrire la syntheése des différents analogues de la

LPBNAH et de la LPBNH15 présentés précédemment.

1. Synthese des dérivés lipophiles de 1a PBN a motif cholestérol

La stratégie de synthése concernant I’obtention de ces deux nitrones lipophiles
s’appuie sur la fonctionnalisation de deux composés commerciaux qui sont le
4-cyanobenzaldéhyde et le 2-méthyl-2-nitropropanol, dans le but d’obtenir des précurseurs de
téte polaire et de partie apolaire, respectivement a fonction aldéhyde et hydroxylamine. Ces
deux composantes sont ensuite couplées entre elles pour obtenir la fonction nitrone au cceur

méme de la structure amphiphile.

1.1. Synthése de ’analogue de la LPBNAH a motif cholestérol

La syntheése convergente de cette premicre nitrone lipophile, a groupement cholestérol
sur la partie fert-butyle de la PBN, s’effectue suivant trois parties qui sont :
» synthése de I’hydroxylamine a motif cholestérol a partir du 2-méthyl-2-

nitropropanol,
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» synthése de 1’aldéhyde a motif lactobionolactone a partir du
4-cyanobenzaldéhyde,
» formation de la fonction nitrone par condensation de 1’aldéhyde polaire avec

I’hydroxylamine apolaire.

1.2.2. Synthése du précurseur hydrophobe a fonction hydroxylamine

Notre premiére problématique a été de trouver un bras écarteur pouvant faire le lien
entre la fonction alcool du cholestérol et la fonction amine présente sur la 2-méthyl-2-
nitropropanamine, dont la synthése développée au laboratoire sera succinctement rappelée sur
le schéma 3-4. Les études présentées précédemment nous ont montré que les nitrones
amphiphiles les plus actives sont celles possédant une jonction amide entre leur partie
hydrophobe et la fonction nitrone. Nous avons donc choisi de greffer au cholestérol un bras
écarteur possédant une fonction acide carboxylique a son extrémité, cette derniére permettant
bien évidemment le greffage ultérieur de ce groupement hydrophobe sur la fonction amine par

simple couplage peptidique.

NH .
O,N 2 + HO\H/\N Fmoc
21 o H

DCC/HOB | 799,

CH,Cl,
HO
H
N _Fmoc |
N></ N
©: \H/\H DCI
o NaH/THF
22
DEA/CH,CN
(1/9 : viv) 0
) PR
N N 2
O,N \H/\NHz \
o) i
P23 i
y
NS PN
N
O,N N~ 0
2 \H/\H 25

Schéma 3-1. Essai de fixation de la glycine sur le motif cholestérol
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Dans un premier temps, nous avons envisagé de coupler la 2-nitro-2-methyl
propanamine sur le cholestérol par I’intermédiaire d’un bras écarteur de type glycine. La
fonction amine de cette derni¢re permettrait en effet le greffage ultérieur du cholestérol par
I’intermédiaire d’une liaison uréthane. La glycine dotée d’un groupement protecteur de type
Fmoc sur sa fonction amine, est préalablement couplée sur la 2-méthyl-2-nitropropanamine
21 présence de DCC et d’HOBt dans du dichlorométhane et aprés purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice le composé 22 est obtenu avec 72% de
rendement. Le groupement protecteur (Fmoc) de la glycine est ensuite hydrolysé en milieu
basique par une solution de DEA a 10% dans I’acétonitrile pour conduire au composé 23 avec
un rendement quantitatif. Parallélement, afin d’introduire la liaison uréthane lors de I’addition
du résidu glycine sur le cholestérol, nous avons essayé d’activer ’hydroxyle en position 3 de
ce dernier sous forme d’intermédiaire carbonyl imidazole par action de la N,N’-carbonyl
diimidazole (CDI) dans le THF, réaction déja appliquée au laboratoire lors de la synthése de
différents tensioactifs.'*'> Malheureusement cette réaction n’a pas permis dans notre cas de
synthétiser le composé 24 et par conséquent nous n’avons pu envisager obtenir par la suite le

composé 25 (Schéma 3-1).

Comme tenu de cet échec, il nous a alors paru opportun d’utiliser 1’hydroxyle en 3
comme groupement réactif et donc de renforcer son caractére nucléophile en le transformant
en alcoolate en milieu basique, pour ensuite y greffer des réactifs possédant une fonction
acide carboxylique libre ou protégée en bout de chaine, apte a favoriser le greffage ultérieur

de la 2-methyl 2-nitropropanamine 21.

Dans un premier temps, nous avons envisagé de substituer I’atome de brome présent
sur I’acide a-bromo-acétique par le cholestérol (Schéma 3-2). Cependant, nous n’avons pas

réussi a obtenir le composé 26.

BrCH,CO,H
NaH/THF

HO HO\H/\O ZQ

0]

Schéma 3-2. Essai de couplage de 1’alcoolate du cholestérol sur I’acide a-bromo-acétique
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Partant de 1’hypothése que la fonction acide libre pourrait perturber cette réaction,
nous avons alors utilisé¢ le bromoacétate d’éthyle. Un produit de couplage a cette fois-ci pu
étre isolé avec un rendement de 70%. Néanmoins, nous nous sommes apercu qu’il s’agissait
du produit de transestérification de la fonction ester éthylique et non du produit de

substitution du brome comme nous le souhaitions (Schéma 3-3).

BrCH2C02C2H5
NaH/THF

70% Br\)J\
0]

HO 27

Schéma 3-3. Essai de couplage de I’alcoolate du cholestérol sur le bromoacétate d’éthyle

Cette réaction de transestérification est clairement mise en évidence sur le spectre
RMN du 'H du composé 27 (Figure 3-8). Nous pouvons noter la présence du singulet
correspondant aux deux protons en o du brome a 3,84 ppm, mais 1’absence du triplet
correspondant au CH3 (vers 1,31 ppm) du groupement éthyle ainsi que celle du quadruplet
correspondant a son CH; (vers 4,24 ppm). Les autres signaux présents correspondent aux 45

protons du cholestérol.

Al et {ﬁ
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690°g
tin'd

PPM 5.6 5.2

Figure 3-8. Spectre RMN du 'H du composé 27
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Notre choix s’est alors porté sur I’utilisation de I’acrylate de fert-butyle. Dans ce cas,
une réaction d’addition de type Michael de I’alcoolate sur le groupement acryloyle est
attendue. Le cholestérol est mis en réaction avec 1’acrylate de tert-butyle en présence de NaH
dans du THF anhydre a température ambiante, et aprés purification par chromatographie sur
colonne de gel de silice puis recristallisation le composé 28 est obtenu avec 72% de
rendement (Schéma 3-4). Le groupement tert-butyl est par la suite clivé en milieu acide par
une solution de TFA a 20% dans le dichlorométhane, et apreés purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice, le composé 29 est obtenu avec 81% de
rendement (Schéma 3-4).

Ce groupement cholestérol a fonction acide carboxylique se préte ainsi aisément a un
greffage sur la fonction amine de la 2-méthyl-2-nitropropanamine, dont la synthése rappelée
sur le schéma 3-4 ne sera pas détaillée dans la partie expérimentale de ce manuscrit, car
préalablement décrite dans la littérature.’

Le résidu hydroxyle est tout d’abord activé par réaction avec le chlorure de tosyle dans
un mélange dichlorométhane/pyridine a 0°C, puis apres purification par recristallisation, le
composé 30 est obtenu avec 80% de rendement. Ce bon groupement partant est alors substitué
par un groupement azoture dans le DMF. La réaction a lieu sous activation par ultra-sons, afin
d’augmenter la vitesse de la réaction, et conduit au composé 31 avec un rendement de 89%.
La derniere étape nous permet enfin de réduire la fonction azoture en amine par la méthode de
Staudinger. Le dérivé amine 21 ainsi obtenu avec 87% de rendement, peut é&tre mis
directement en réaction ou stocké sous forme de chlorydrate. L’acide 3-cholesteryl
propanoique 29 peut maintenant étre greffé sur ce dérivé amine 21 en présence de DCC et
d’HOBt dans du dichlorométhane. Apres purification par chromatographie sur colonne de gel
de silice, le composé 32 est obtenu avec 96% de rendement. La dernicre étape de la synthese
de cette partie apolaire, consiste a réduire le groupement nitro en hydroxylamine selon un
mode opératoire mis au point au laboratoire par Stéphanie Ortial durant sa thése.® Le dérivé
nitro 32 est ainsi mis en présence de chlorure d’ammonium dans un mélange THF/H,O
(3/1 : v/v), dans lequel la proportion de THF est de 1,75 mL/mmol de dérivé nitro mis en jeu.
Le mélange est ensuite refroidi a 0°C pendant I’ajout du zinc puis ramené¢ doucement a
température ambiante et apres purification par chromatographie sur colonne de gel de silice,
le composé 33 est obtenu avec 40% de rendement. La formation de I’hydroxylamine reste une
des étapes limitantes de cette syntheése convergente, nécessitant un bon controle de la

température de réaction. En effet, cette derni¢re ne doit pas dépasser 15°C, au risque de voir
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apparaitre la formation d’un second dérivé organique plus polaire, qui pourrait correspondre a

la réduction du groupement nitro en amine.
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Schéma 3-4. Synthése de I’hydroxylamine a motif cholestérol dérivée du 2-méthyl-2-nitropropanol
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1.1.2. Syntheése du précurseur de la téte polaire a fonction aldéhyde
La synthése de cette partie polaire ne sera pas détaillée dans la partie expérimentale de
ce manuscrit, car préalablement décrite dans la littérature.'® Nous avons toutefois tenu a

résumer sa synthése sur le schéma 3-5.

OH
0]
OH oH o CHO
QS on oy
HO
OH o NC
TFA 1) Ethylene glycol
2-Méthoxyéthanol/Toluéne Toluene/APTS 0
1:1 (viv) Dean-Stark | /7%

2) Hy/Pd/EtOH
OH o/>
OH O
HoN
HO (0] OH 2
OH 3

1) 2-Méthoxyéthanol/TEA

0,
2) Ac,O/Pyridine (11 : viv)| 5%

(0]
OAc

OAc
OAc O
OAcO Ac OAc
2 L‘—f N
H
AcO Ohc /\@/o
35 \)
O

CH,CHO / APTS | 89%

OAc
OAc O
OAcHAC é%_c/‘\
e N
AcO 0 H
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Schéma 3-5. Synthese de 1’aldéhyde a motif lactobionolactone dérivé du 4-cyanobenzaldéhyde

La protection sous forme d’acétal de la fonction carbonyle du 4-cyanobenzaldéhyde
est effectuée dans le toluéne en présence d’un exces d’éthyléne glycol et d’APTS comme
catalyseur acide. Contrairement a la procédure classique qui consiste a réduire le groupement
nitrile en présence d’hydrure d’aluminium lithium dans le THF, nous avons procédé par

hydrogénation catalytique dans 1’é¢thanol en présence de palladium sur charbon. En effet, nous
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avons trouvé que cette derniére réaction était plus simple et rapide a mettre en ceuvre, tout en
conduisant a des rendements en amine identiques. Ainsi, apreés réduction du groupement
nitrile par hydrogénation catalytique sous pression, nous obtenons I’amine 34 correspondante
avec 77% de rendement sur les deux étapes. Celle-ci est alors directement mise en réaction
avec la lactobionolactone, fraichement préparée, dans le 2-méthoxyéthanol en présence d’une
quantité¢ catalytique de TEA. Le produit de couplage obtenu est ensuite acétylé par un
mélange anhydride acétique/pyridine (1/1) et apres purification par chromatographie sur
colonne de gel de silice le composé 35 est obtenu avec 65% de rendement sur les deux étapes.
Enfin, le groupement dioxolane est clivé par transacétalisation dans des conditions douces

avec un large exces d’acétaldéhyde, pour conduire a 1’aldéhyde 36 avec 89% de rendement.

1.2.3 Synthése de la fonction nitrone
Les composés de type hydroxylamine 33 et benzaldéhyde 36 sont mis en réaction dans
un mélange THF/AcOH (3/2 : v/v) puis le milieu est chauffé a 60°C sous atmosphere inerte et

a I’abri de la lumiére (Schéma 3-6), I’avancement du couplage étant suivi par CCM.

OAc
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OAcO Ac OAc
2 L‘—’ N
AcO OAc H H (? (0]
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.
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OH
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OH on oH _
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Schéma 3-6. Synthése de la nitrone lipophile LPBNChol
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Compte tenu de la fragilité de 1’hydroxylamine il est nécessaire de procéder a des
ajouts réguliers d’une quantité aliquote d’hydroxylamine. En effet, la formation de produits
secondaires de type nitroso est généralement observée lors de la synthése de nitrones par
addition d’hydroxylamines sur un benzaldéhyde. De plus, il est important d’effectuer ce
couplage en présence de tamis moléculaire, celui-ci permettant de piéger les molécules d’eau
formées lors de cette réaction et par conséquent de déplacer 1’équilibre dans le sens de la
formation de la nitrone. Ainsi, aprés purification par chromatographie sur colonne de gel de
silice suivie d’une chromatographie d’exclusion de taille, le dérivé acétylée 37 est obtenu

avec un rendement de 58%.

En spectrométrie de masse, le spectre du composé 37 (Figure 3-9) présente le pic
moléculaire & m/z = 1338,6 [(M+H)'] ainsi que les signaux des adduits avec I’ammonium a
m/z = 1355,7 [(M+NH,)'], le sodium a m/z = 1360,6 [(M+Na)'] et le potassium a
m/z =1376,6 [M+K)'].

T a0 MCA scans from Sanple 1 (L{OAG-FBNChdl) of L(OACHPEN-Chd_ddaa SC1320_1420 DP20wiff (Turbo Spray) Max 36e6cps|
1386 [M+H]*
3666
3466
326
3086
286 396
2666
24667
2261
2066
18664
1,666
1 06
1.26-
1.086-
8085
605 19416 [M+NH,J* [M+Na]*
il AN 13806 13616 [M+K]*
205 6 M 13766
130 1385 1340 135 1360 1365 130 1366 130 137 1380 1385 130
mz Da

Figure 3-9. Spectre de masse en mode electrospray positif du composé 37

En RMN, le spectre proton du composé 37 (Figure 3-10), nous montre la présence des
quatre protons aromatiques de la PBN entre 8,2 et 7,2 ppm ainsi que celle du proton en a de la
fonction nitrone a 7,50 ppm. Les protons du groupement lactobionyle apparaissent entre 5,8 et
3,6 ppm, tandis que ceux du groupe cholestérol sont présents entre 3,4 et 0,6 ppm a

I’exception du proton de la double liaison a 5,6 ppm sous forme de doublet.
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L’étude du spectre RMN du °C du composé 37 (Figure 3-10), confirme également la

présence de toutes ces composantes.
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Figure 3-10. Spectres RMN du 'H (en haut) et du "°C (en bas) de la LPBNChol acétylée
dans le CDCl;
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La derniere étape de cette synthése consiste donc en la déprotection des fonctions
hydroxyles de la téte polaire de la nitrone 37. Ainsi, apres transestérification selon la méthode
de Zemplén et purification par chromatographie d’exclusion de taille, la nitrone LPBNChol 38,
est obtenu avec 84% de rendement (Schéma 3-6).

Une fois sa structure parfaitement caractérisée par RMN et par spectrométrie de
masse, sa pureté a pu étre évaluée par CLHP en phase inverse a 300 nm. Le chromatogramme
de la LPBNChol (Figure 3-11), montre la trés bonne pureté de cette premicre nitrone

lipophile.
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Figure 3-11. Chromatogramme CLHP de la LPBNChol 4 300 nm
(Débit : 0,8 mL/min, Eluant : MeOH/H,0O 95/5)

1.3. Synthése de I’analogue de la LPBNH15 a motif cholestérol

La synthése convergente de cette seconde nitrone lipophile, comportant quant a elle le
groupement cholestérol sur la partie aromatique de la PBN, s’effectue également en trois
parties distinctes qui sont :

» synthése de I’hydroxylamine a motif lactobionolactone a partir du 2-méthyl-2-
nitropropanol,

» synthése de I’aldéhyde a motif cholestérol a partir du 4-cyanobenzaldéhyde,

» formation de la fonction nitrone par condensation de I’aldéhyde apolaire avec

I’hydroxylamine polaire.

1.3.1. Synthése du précurseur de la téte polaire a fonction hydroxylamine
La synthése de cette partie polaire, déja décrite dans la littérature,'” ne sera pas
détaillée dans la partie expérimentale de ce manuscrit mais nous avons toutefois tenu a la

rappeler sur le schéma 3-7.
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1) Lactobionolactone
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Schéma 3-7. Synthése de I’hydroxylamine a motif lactobionolactone
dérivée du 2-méthyl-2-nitropropanol

De maniére identique, la lactobionolactone fraichement préparée est mise en réaction a
80°C avec la 2-méthyl-2-nitropropanamine 21 dans le 2-méthoxyéthanol en présence de TEA.
Apres acétylation des groupements hydroxyles et purification par chromatographie sur
colonne de gel de silice, le composé 39 est obtenu avec 74% de rendement. Le dérivé nitro est
alors réduit en hydroxylamine par réaction avec le zinc et le chlorure d’ammonium dans un
mélange THF/H,O pour conduire, apres purification par chromatographie sur colonne de gel

de silice, au composé 40 avec 60% de rendement (Schéma 3-7).

1.3.2. Synthése du précurseur hydrophobe a fonction aldéhyde

La synthése de cette partie apolaire, consiste a insérer le dérivé acide carboxylique 29
porteur du motif cholestérol sur la benzylamine 34 par I’intermédiaire d’une jonction amide
(Schéma 3-8).

Par conséquent, I’acide 3-cholestéryl propanoique 29 est a nouveau activé par réaction
avec la DCC et le HOBt dans du dichlorométhane anhydre puis I’amine 34 est ajoutée au
milieu. Apres purification par chromatographie sur colonne de gel de silice, le composé 41 est
obtenu avec 72% de rendement. Le groupement dioxolane est ensuite hydrolysé en milieu
acide par un mélange AcOH/H,0 (7/3 : v/v) et aprés purification par chromatographie sur gel

de silice, le dérivé aldéhyde 42 est obtenu avec 92% de rendement (Schéma 3-8).
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Schéma 3-8. Synthése de 1’aldéhyde a motif cholestérol dérivé du 4-cyanobenzaldéhyde

1.3.3. Syntheése de la fonction nitrone

L’hydroxylamine 40 et I’aldéhyde 42 sont mis en réaction dans un mélange
THF/AcOH (3/2 : v/v), sous atmosphere inerte et a I’abri de la lumiere (Schéma 3-9). Le
milieu réactionnel est chauffé durant 10 heures a 60°C et I’ajout régulier d’hydroxylamine
(0,2 eq toutes les 3 heures) permet ici une consommation quasi-totale de 1’aldéhyde
conduisant a la formation de la fonction nitrone avec un rendement supérieur a celui obtenu
lors de la synthése de la LPBNChol. En effet, aprés purification par chromatographie sur
colonne de gel de silice suivie d’une chromatographie d’exclusion de taille, la nitrone 39 est

obtenue avec 82% de rendement (Schéma 3-9).
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Schéma 3-9. Synthése de la seconde nitrone lipophile : la CholPBNL

OACOAc

En spectrométrie de masse, le spectre du composé 43 (Figure 3-12) présente le pic
moléculaire & m/z = 1338,6 [(M+H)'] ainsi que les signaux des adduits avec I’ammonium a
m/z = 1355,7 [(M+NH,)'], le sodium a m/z = 1360,6 [(M+Na)'] et le potassium a
m/z = 1376,6 [M+K)'].

De plus en RMN, les spectres proton et carbone du composé 43 confirme bien la
présence de la fonction nitrone, ainsi que celles de la lactobionolactone et du motif

cholestérol.
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Figure 3-12. Spectre de masse en mode electrospray positif du composé 43

Le clivage des résidus acétyle est ensuite réalisé par réaction de transestérification en
milieu basique et aprés purification par chromatographie d’exclusion de taille, la nitrone
CholPBNL 44, est obtenue avec 96 % de rendement.

Apres caractérisation par RMN et par spectrométrie de masse de cette seconde nitrone
lipophile, sa pureté a également pu étre évaluée par CLHP en phase inverse a la longueur
d’onde de 300 nm. Le chromatogramme de la CholPBNL (Figure 3-13), montre sa trés bonne

pureté.

Minutes

Figure 3-13. Chromatogramme CLHP de la CholPBNL a 300 nm
(Débit : 0,8 mL/min, Eluant : MeOH/H,0 95/5)
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Nous avons ainsi obtenu deux nitrones lipophiles a motif cholestérol, la LPBNChol et
la CholPBNL, selon des stratégies de synthése convergentes relativement faciles a mettre en

auvre.

2. Synthése des dérivés amphiphiles de la PBN a téte polaire Tris

La stratégie de synthese de cette série de nitrones a téte polaire Tris est divisée en deux
parties qui sont :
» la synthése des différents aldéhydes a chalnes hydrogénées a partir du
4-cyanobenzaldéhyde,
» la formation de la fonction nitrone par condensation du dérivé nitro a motif

Tris sur les différents aldéhydes apolaires.

2.1. Synthése des précurseurs hydrophobes a fonction aldéhyde

La synthése de ces parties apolaires, consiste a insérer les différentes chaines
hydrogénées sur la (4-(1,3-dioxolan-2-yl)phenyl)methanamine 34 par ’intermédiaire d’une
jonction amide (Schéma 3-10).

Les acides butanoique, hexanoique, octanoique et pentanoique sont préalablement
activé en présence de DCC/HOBt dans du dichlorométhane anhydre, puis, aprés simple
filtration du milieu réactionnel sur fritté les esters actifs correspondants sont directement mis
en réaction avec l’amine 34 dans du dichlorométhane anhydre. Aprés purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice, les composés 45 a 48 sont obtenus
respectivement avec des rendements de 58 a 70% sur les deux étapes. Les groupements
dioxolane sont ensuite clivés en milieu acide par un mélange AcOH/H,O (7/3 : v/v) et apres
purification par chromatographie sur colonne de gel de silice, les dérivés aldéhydes 49 a 52

sont obtenus quantitativement (Schéma 3-10).
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Schéma 3-10. Synthése des aldéhydes a chaine hydrogénée variable dérivés du 4-cyanobenzaldéhyde

2.2. Synthése des fonctions nitrones

La voie habituellement choisie au laboratoire pour la synthése de la fonction nitrone,
consiste a réduire un groupement nitro en hydroxylamine afin de condenser ensuite cette
derniére sur une fonction aldéhyde. Cependant, d’une part la réaction de formation de
I’hydroxylamine est délicate, ne donnant pas toujours des rendements trés satisfaisants, et
d’autre part le couplage de celle-ci sur la fonction aldéhyde est de méme une réaction qui
nécessite beaucoup de précautions.

Dans ces conditions, nous avons voulu explorer deux autres voies de synthese, déja

répertoriées a de nombreuses reprises dans la littérature, afin de simplifier la formation de la
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fonction nitrone. Les divers essais ont été réalisés avec des produits commerciaux, le
benzaldéhyde et le tris(hydroxymethyl)-nitromethane, qui permettent de former la nitrone a

téte polaire Tris et dépourvue de chaine hydrogénée, nommée T-PBN.

2.2.1. Premiére voie de synthése de la T-PBN

Nous avons commencé par utiliser une voie de synthése fréquemment employée dans
la littérature et plus précisément dans les travaux de Bernotas er al.'®'®* Cette derniére
consiste a former en premier lieu une imine, qui est par la suite réduite en amine secondaire
oxydable en nitrone. Selon ce mode opératoire, différents tests de mise au point ont été

effectués sur les deux derniéres étapes de cette syntheése (Schéma 3-11).

o Toluéne HO N\/© H,/Pd/C
NH, + H _Dean-Stark X EtOH
HO 94%
HO

NaBH4
HO 53 EtOH ou MeOH

.
\/li:j Na,WO,.2H,0/H,05(30%)  Ho— I+
EtOH ou MeOH Nx
HO
54

Schéma 3-11. Synthese de la T-PBN en trois €tapes successives

Dans un premier temps, un léger exces (1,2 eq) de Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethane est mis en réaction avec le benzaldéhyde dans du toluéne, a ’intérieur d’un
montage dean-stark chauffé a reflux durant toute une nuit. Ce montage permet de déplacer
aisément la réaction dans le sens de la formation de 1’imine en éliminant les molécules d’eau
formées au fur et a mesure du couplage de I’amine sur 1’aldéhyde. Le milieu réactionnel est
ensuite filtré et apres évaporation du solvant I’imine 53 est obtenue avec 94% de rendement
(Schéma 3-11). Un premier essai de purification de cette imine par chromatographie sur
colonne de gel de silice nous a conduit a une dégradation partielle de I’imine, et dans ces
conditions, il nous a paru plus judicieux d’utiliser directement le brut réactionnel, présentant
un degré de pureté acceptable, pour poursuivre la séquence réactionnelle.

L’imine obtenue est ensuite réduite en amine secondaire par hydrogénation catalytique
en présence de Pd/C dans I’éthanol ou par réduction avec le borohydrure de sodium, soit dans

le méthanol soit dans 1’éthanol (Tableau 3-2).
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Conditions
Solvant Rendement
opératoires
H,/Pd/C EtOH 72%
NaBH, MeOH 34%
NaBH, EtOH 28%

Tableau 3-2. Essais de réduction de I’imine 53 en amine secondaire 54

La synthése de I’amine 54 s’effectue dans les deux cas en moins de quatre heures,
mais 1’hydrogénation catalytique se révele nettement plus performante, c’est donc une
hydrogénation catalytique dans I’éthanol qui sera réalisée pour la suite de la synthese.

L’amine secondaire 54 est ensuite oxydée en présence d’une solution de peroxyde
d’hydrogene a 30% et d’une quantité catalytique de tungstate de sodium dans de I’éthanol
anhydre. Les différents essais réalisés se différencient soit par la quantité de peroxyde
d’hydrogeéne mise en jeu soit par la température a laquelle on ajoute les réactifs a I’amine 54

préalablement dissoute dans 1’éthanol (Tableau 3-3).

Nombre d’équivalent de Température au
H,O; par rapport a I’amine début de la Rendements
secondaire réaction
ambiante 28%
2 0°C 36%
3 0°C 28%
4 0°C 20%

Tableau 3-3. Essais d’oxydation de I’amine secondaire 54 en T-PBN

La formation de la fonction nitrone s’effectue dans tous les cas en moins de trois
heures, cependant il parait préférable de placer I’amine secondaire 54 dans le 1’éthanol a 0°C,
avant d’y ajouter seulement 2 équivalents de solution de peroxyde d’hydrogéne a 30% et une
quantité catalytique de tungstate de sodium. Le milieu est ensuite abandonné et la réaction se
poursuit a température ambiante. Apres purification par chromatographie sur colonne de gel
de silice, la nitrone T-PBN 585, est obtenue avec 36% de rendement (Schéma 3-11).

En conclusion, malgré les différents essais que nous avons réalisé pour améliorer cette

premiere voie de synthése, la T-PBN est obtenue en trois étapes avec au mieux un rendement

global de 27%.
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2.2.2. Deuxiéme voie de synthése de la T-PBN
En vue de ce premier résultat peu satisfaisant, nous avons tenté¢ d’accéder a la T-PBN
par condensation directe du benzaldéhyde et du Tris-(hydroxymethyl)-nitromethane, cette
réaction devant conduire en une seule étape a la nitrone recherchée. Les travaux de
Gautheron-Chapoulaud et al.*' ont en effet démontré que la réduction in situ par le Zinc de
dérivés nitro en présence de dérivés aldéhydes, est une méthode directe et tres efficace pour
former une large gamme de nitrones. En fonction de la nature de 1’aldéhyde et du dérivé nitro
mis en jeu, il est possible de préparer des nitrones a la fois aromatiques, aliphatiques mais
également de nature glucidique. Cette méthode de réduction-condensation « one-pot »
présente par conséquent de nombreux avantages qui sont :
» la large gamme de dérivés nitro commerciaux ou facilement synthétisables
pouvant étre utilisés,
» lalarge gamme d’aldéhydes polyfonctionnels pouvant étre utilisés,

» la préparation aisée de nitrones en grande quantité (50 mmol).

Par conséquent deux équivalents de Tris-(hydroxymethyl)-nitromethane sont mis en
réaction avec un équivalent de benzaldéhyde dans de I’éthanol anhydre, en présence de six
équivalents d’acide acétique. Le mélange est ensuite refroidi a 0°C et quatre équivalents de
Zinc sont alors délicatement ajoutés. Une fois 1’addition terminée, le milieu est ramené
lentement a température ambiante puis chauffé¢ a 60°C durant 20 heures. Apres purification
par chromatographie sur colonne de gel de silice suivie de deux recristallisations successives,

la nitrone T-PBN 55, est obtenue avec 72% de rendement (Schéma 3-12).

.
Zn/AcOH [+
HO EtOH HO— N
NO, + H HO
HO 72% H

HO © HO

Schéma 3-12. Synthéese de la T-PBN par couplage « one-pot »

Nous pouvons constater que contrairement a la premiére voie de synthése explorée, ce
couplage « one-pot » permet de former la fonction nitrone en une seule étape et avec un
rendement tres satisfaisant. Nous avons par conséquent conservé ce mode opératoire pour la

formation des différentes nitrones a téte polaire Tris et a chaine hydrophobe.
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2.2.3. Synthése des nitrones a longueur de chaine variable

De manicre identique, deux équivalents de Tris-(hydroxymethyl)-nitromethane sont
mis en réaction avec I’un des quatre aldéhydes hydrophobes dans de I’éthanol anhydre, en
présence de six équivalents d’acide acétique. Les mélanges sont ensuite refroidis a 0°C
pendant I’ajout des quatre équivalents de Zinc, ramenés lentement a température ambiante une
fois I’addition terminée puis chauffés a 60°C durant 20 heures. Ainsi, apres purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice suivie de deux recristallisations successives, les
nitrones TC;-PBN 56, TCs-PBN 57, TC;-PBN 58 et TCo-PBN 59, sont obtenues

respectivement avec des rendements de 64 a 72% (Schéma 3-13).

(0] O
HO N)J\R Zn/AcOH HO (|)+ HJ\R
H EtOH N
HO%/N02 * H HOJS S
HO O 49:R=CsH, HO H 56 : R=CzH; / 72%
§Q:R=C5H11 Q:R=C5H11/64%
51:R=C;H;5 58: R =C7H45/68%
52: R=C9H1g @: R=CQH19/68%

Schéma 3-13. Synthése de la TC;-PBN, de la TCs-PBN, de la TC;-PBN et de la TCo-PBN

Les structures de chacune de ces cing nitrones ont bien évidemment été confirmées
par étude compléte en RMN ainsi que par analyse en spectrométrie de masse. Leurs puretés

ont ensuite été évaluées par CLHP en phase inverse a la longueur d’onde de 300 nm.

Nous avons ainsi obtenu une nouvelle série de nitrones dérivées de la PBN a téte
polaire Tris par une voie synthétique courte, permettant d’obtenir la nitrone T-PBN en une
seule étape avec un rendement de 72% ainsi que quatre nitrones amphiphiles en seulement

4 étapes et avec des rendements globaux de 42 a 48%.
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3. Syntheése de ’analogue de la LPBNH15 a téte polaire Glucose

La synthése convergente de cette nitrone amphiphile, comportant une téte polaire
glucose sur la partie tert-butyle de la PBN et une chaine heptyle sur sa partie aromatique, est
réalisée en trois parties distinctes qui sont :

» la synthése du dérivé nitro a motif glucose a partir du 2-méthyl-2-nitropanol,
» la synthése de I’aldéhyde a chaine heptyle a partir du 4-cyanobenzaldéhyde,

» la formation de la fonction nitrone par condensation de ces deux précurseurs.

3.1. Synthese du précurseur de la téte polaire glucose

Nous avons choisi de réaliser la réaction de glycosylation suivant la procédure
d’Helferich classiquement utilisée au laboratoire en présence d’acétobromoglucose et de
cyanure de mercure. La préparation de 1’acétobromoglucose décrite dans la littérature™ ne
sera donc pas détaillée dans la partie expérimentale de ce manuscrit mais est succinctement

rappelée dans le schéma 3-14.

OH OAc OAc
ACZO/Pyr o) 0)
HO& (/1 :viv) A?A%MOAC MBIACON AR
HO OH COH AcO AcO
Br
OAc OA
o Hg(CN),/Drierite ¢ o
AcO NO, CHyCN AcO o4
AcO toHOT AcO
AcO | 2 87% ¢ OAG NO,
' 60

MeONa/MeOH | 98%

Schéma 3-14. Synthése du dérivé nitro a motif glucose dérivé du 2-méthyl-2-nitropropanol

La glycosylation du 2-méthyl-2-nitropropanol suivant la procédure d’Helferich® est

réalisée dans 1’acétonitrile anhydre en présence de driérite. Apres six heures d’agitation a
température ambiante et purification par chromatographie sur colonne de gel de silice, le

composé 60 est obtenu avec 87 % de rendement. Les fonctions hydroxyles du glucose sont
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alors régénérées par transestérification de Zemplén en présence de méthanolate de sodium

dans le méthanol, pour conduire au composé 61 de fagcon quantitative (Schéma 3-14).

3.2. Synthese de la fonction nitrone

Pour la formation de cette nitrone glycosidique, nous avons trouvé judicieux de
reprendre les conditions du couplage « one-pot » mises au point précédemment pour la série
de nitrones a téte polaire Tris. C’est ainsi que deux équivalents du dérivé nitro a motif glucose
61 sont mis en réaction avec un équivalent de 1’aldéhyde 51 dans de I’éthanol anhydre, en
présence de six équivalents d’acide acétique. Le mélange est ensuite refroidi a 0°C durant
I’ajout des quatre équivalents de Zinc, ramené lentement a température ambiante puis chauffé
a 60°C durant 20 heures. Aprés purification par chromatographie sur colonne de gel de silice
suivie d’une chromatographie d’exclusion de taille, la nitrone GluPBNH15 62, est obtenue

avec 80% de rendement (Schéma 3-15).

o)
Homo\/“( N~ > CoHys
HO OH NO; +
61 o} 51
Zn/AcOH o
EoH | 80%
OH
0
HO g
Hmo N7
H I
© o} N\H/C7H15
o)
62

Schéma 3-15. Synthese de la GluPBNH15

La structure de cette nitrone glycosidique a été confirmée par étude compléte en RMN
ainsi que par analyse en spectrométrie de masse. La pureté de cette nitrone a par ailleurs pu

étre évaluée par CLHP en phase inverse a la longueur d’onde de 300 nm.
Nous avons ainsi obtenu une nouvelle nitrone amphiphile dérivée de la PBN a téte polaire
Glucose par une voie synthétique relativement aisée, qui nous permet d’obtenir la nitrone en

7 étapes avec un rendement global de 44%.
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C. Etudes physico-chimiques

1. Etude de solubilité en milieu aqueux

Les études de solubilité dans I’eau précédemment établies au laboratoire avaient
montré que la présence d’un disaccharide confére une trés bonne hydrosolubilité a la PBN. En
effet, comme nous pouvons le voir sur le tableau 3-4, la solubilité dans 1’eau de la LPBNAH
et la LPBNHIS5 est environ 20 fois plus élevée que celle de la PBN seule.

Cependant, lors des tests de solubilité réalisés sur la LPBNChol et la CholPBNL, nous
avons remarqué que ces deux nitrones présentent quant a elles de trés faibles solubilités dans
I’eau (<0,5 g/L). Cette premicre observation démontre que la présence du motif cholestérol
apporte bien a ces deux nitrones un fort caractére lipophile, malgré la présence de la téte

polaire lactobionolactone.

Solubilités

Composés
g/L mol/L
T-PBN 16,7 7,4.10°
TC;-PBN 7,7 2,4.107
TCs-PBN 1,7 4,8.10°
TC,-PBN 0,54 1,4.107
TCo-PBN 0,25 6,1.10"
GluPBNH15 6,2 1,2.10°

Tableau 3-4. Hydrosolubilités des nouvelles nitrones dérivées de la PBN
comparges a celles de la PBN, de la LPBNAH et de la LPBNH15

En ce qui concerne les valeurs des cing nitrones a téte Tris, nous pouvons constater
que la présence des trois groupements hydroxyles en tant que partie polaire ne favorise pas la
solubilité de la molécule dans I’eau. En effet, la valeur de solubilité de la nitrone TC;-PBN est
seulement de 0,54 g/L, ce qui est 1 000 fois inférieur a celle de son analogue lactobionamide,
la LPBNH15. De plus, au fur et a mesure que la longueur de la chaine hydrogénée augmente,
I’hydrosolubilité¢ de ces nitrones diminue, jusqu’a la valeur de 0,25 g/L pour la TCo-PBN.

Enfin, il est encore plus surprenant de constater que la valeur de solubilité¢ de la T-PBN, de

126



Chapitrg 3 : Nitrongs amphiphilgs dérivées de la PBN

15,1 g/L, est plus basse que celle de la PBN, de 26,5 g/L, alors que la T-PBN possede tout de
méme une téte polaire Tris comparativement a la PBN qui posseéde un groupement zert-butyle.

Ces remarques nous ont par conséquent conduits a émettre 1’hypothese que la faible
hydrosolubilité de cette série de nitrones pouvait étre attribuée a la formation intramoléculaire
de liaisons hydrogene entre les groupements hydroxyles du motif Tris, ces derniéres réduisant
fortement les possibilité d’hydratation des molécules.

En ce qui concerne maintenant la valeur d’hydrosolubilit¢ de la GluPBNH15, nous
pouvons de méme remarquer que la présence d’un motif glucose confére une moins bonne
solubilit¢ dans 1’eau que la lactobionolactone. En effet, la valeur de solubilit¢ de la
GIuPBNHI15 est seulement de 6,2 g/L, ce qui est environ 80 fois inférieure a celle de son

analogue, la LPBNH15.

2. Etude des coefficients de partition

Dans le but de compléter cette premicre étude de solubilité, nous avons ensuite évalué
le caractere hydrophobe de I’ensemble de ces nouvelles nitrones par la détermination de leurs
coefficients de partition respectifs. Ainsi, les log k’w ont été mesurés expérimentalement par
la technique de CLHP en phase inverse présentée dans le Chapitre 2, et sont consignés dans le
tableau 3-5. Les temps de rétention obtenus aprés élution des échantillons dans différents
¢luants composés de méthanol et d’eau ainsi que les log k’ sont quant a eux reportés dans la

Partie expérimentale de ce manuscrit.

Composés Log k’w
LPBNChol 8,83
CholPBNL 8,98
T-PBN 0,64
TC5-PBN 0,74
TCs-PBN 1,56
TC;-PBN 2,54
TCy-PBN 3,40
GIluPBNH15 3,40

Tableau 3-5. Coefficients de partition des nouvelles nitrones dérivées de la PBN
comparés a ceux de la PBN, de la LPBNAH et de la LPBNHI15
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Les tres hautes valeurs de log k’w de la LPBNChol et la CholPBNL comparées a celles
de la LPBNAH et la LPBNH15 confirme que la présence du motif cholestérol augmente tres
fortement I’hydrophobie générale de la molécule. En effet, les valeurs de ces deux nitrones
lipophiles sont trois fois plus €élevées que celles de leurs analogues a chaine heptyle et environ
cinq fois et demi plus élevées que celle de la PBN. Cependant, le fait que le motif cholestérol
soit greffé sur la partie aromatique ou sur la partie fert-butyle de la PBN n’affecte en rien le
caractere lipophile de la nitrone. En effet, les coefficients de partition de la LPBNChol et de la
CholPBNL sont quasi-identiques (8,83 et 8,98), ce qui confirme les résultats précédemment
obtenus avec la LPBNAH et la LPBNH15 (respectivement 2,76 et 2,86).

Ensuite, afin de mieux évaluer 1’hydrophobie des nitrones a téte Tris, nous avons
reporté leurs valeurs de log k’w ainsi que celles de la LPBNAH, LPBNH15 et GluPBNH15
sur la figure 3-14.

4 -
3.5 ® Série Tris-PBN
3
= LPBNAH
5 25
Sz 2 LPBNHI15
o0 y=0,448x-1,076
215 - ) GIuPBNHI15
R“=0,9989
14 Linéaire (Série
0,5 Tris-PBN)
0 T T 1
0 5 10 15
Nombre de carbone de la chaine hydrophobe

Figure 3-14. Variation de 1’hydrophobie des nitrones amphiphiles
en fonction de leurs longueurs de chaine hydrophobe ou de la nature de leurs tétes polaires

On constate alors que le caractére hydrophobe des nitrones a téte Tris est directement
proportionnel a la longueur de la chaine hydrogénée présente sur la partie aromatique puisque
nous obtenons une régression lin€aire proche de 1. Par conséquent, notre but qui était de
concevoir une gamme de nitrones plus ou moins amphiphiles est parfaitement atteint, car nous
obtenons bien une série de nitrones a téte polaire Tris possédant des caractéres hydrophobes
variés. Nous partons effectivement d’une nitrone trés polaire, la T-PBN avec un log k’w a 0,64,
pour aboutir a une nitrone bien plus hydrophobe, la TCy-PBN avec un log k’w a 3,40. De plus,
il est important de remarquer que la PBN avec un log k’w a 1,62 possede une hydrophobie

trés proche de celle de la TCs-PBN (log k’w = 1,56), qui se trouve au centre de la gamme.
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A T’heure actuelle, il nous reste donc a corréler les activités biologiques de ces nitrones
avec leurs valeurs d’hydrophobie.

En ce qui concerne maintenant les quatre valeurs correspondantes aux nitrones
amphiphiles a chaine heptyle, on peut en déduire que la nature de la téte polaire influence
également I’hydrophobie de la molécule mais de maniére moins prononcée. En effet,
comparativement aux valeurs de log k’w de la LPBNAH et de la LPBNH15 qui sont de 2,76
et 2,86, nous obtenons une valeur de 2,54 pour la TC7;-PBN et de 3,40 pour la GluPBNH15.
Ces valeurs n’ont par conséquent pas beaucoup d’écart entre elles et démontrent seulement
qu’une téte polaire Tris diminue quelque peu 1I’hydrophobie globale de la molécule, tandis
qu’une téte polaire Glucose a tendance a l1égeérement 1’augmenter par rapport a une téte polaire

lactobionolactone.

3. Etude par Résonance Paramagnétique Electronique (RPE)

Au cours de cette partie nous présentons les analyses RPE obtenues avec les cing
nitrones a téte polaire Tris, qui ont été réalisé par Béatrice Tuccio-Lauricella au sein de
I’équipe de Spectrométries Appliquées a la Chimie Structurale a I’Université de Provence
(Aix-Marseille I). Les manipulations ont été réalisées sur des lots de nitrones recristallisées
deux fois successivement afin d’éliminer tout signal parasite. Les spectres expérimentaux
enregistrés dans le DMF ou le méthanol ont ensuite €té simulés et les valeurs correspondantes

aux constantes de couplage sont reportées dans le tableau 3-6.

Un exemple de spectres obtenus dans le DMF pour les nitrones TC;-PBN et TCo-PBN

est représenté sur la figure 3-15.

106 106G

Figure 3-15. Signaux de RPE enregistré avec la TC;-PBN (a gauche)
et avec la TCo-PBN (a droite) dans le DMF.
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Nitrones Solvant Analyse RPE des Nitoxydes formés

DME Type A : 78%, axy = 14,8 G, ay = 19,8G

Type B : 22%, ay = 14,0 G, ay = 1,7G
T-PBN MeOH Type A : 100%, ax=15,1 G, ay =19,8 G

Type A : 82%, ay= 14,6 G, ay = 18,3G

TC;-PBN PME Type B : 18%, ay=14,0 G, ay = 1,7G
MeOH Type A : 100%, ay = 14,9 G, ay; = 18,4G

DME Type A : 85%, ay = 14,6 G, a; = 18,3G

TCs-PBN Type B : 15%, ay=14,0 G, ay = 1,7G
MeOH Type A : 100%, ay = 14,9 G, ag = 18,34G

DME Type A : 79%, axy = 14,6 G, ay = 18,3G

TC;-PBN Type B : 21%, ay = 14,0 G, ay = 1,7G
MeOH Type A : 100%, ay = 14,9 G, ay = 18,4G

DME Type A : 77%, ax = 14,6 G, ay = 18,3G

TCy-PBN Type B : 23%, ay=14,0 G, ay = 1,7G
MeOH Type A : 100%, ay = 14,9 G, ay = 18,4G

Tableau 3-6. Proportions et constantes hyperfines correspondantes aux nitroxydes
de type A et B, pour chaque nitrones a téte polaire Tris dans différents solvants

Ces valeurs démontrent la présence de deux espéces nitroxides de type A et B lorsque
les expériences sont conduites dans le DMF avec, cependant, une plus forte proportion de
I’espece A, alors que dans le méthanol elle est I’'unique espece observée.

Le signal a six raies ainsi observé sur les spectres de toutes les nitrones correspond au
nitroxyde cyclique de type A (Schéma 3-16). Nous avons alors pensé qu’il pouvait étre formé
a la suite d’une addition nucléophile intramoléculaire selon un mécanisme de Forrester-
Hepburn. Ce mécanisme est en effet tres souvent observé dans le cas d’expériences de spin-
trapping réalisées avec des nitrones en milieu aqueux (addition nucléophile d’eau) et conduit
dans la plupart des cas a des artefacts. Néanmoins, dans notre cas, c’est uniquement la
présence du groupement hydroxyle le plus proche de la liaison C-H qui permet par son
caractere nucléophile 1’addition intra-moléculaire sur la fonction nitronyle pour conduire,
aprés protonation, a une hydroxylamine (N-OH). Cette derniére est ensuite trés facilement
oxydée en nitroxyde par n’importe quel oxydant présent dans le milieu, le dioxygene
solubilisé dans le milieu étant déja considéré comme un oxydant suffisamment efficace. Par

conséquent, compte tenu des conditions expérimentales utilisées, il est bien évident que la
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réaction s’effectue dans un solvant oxygéné (pendant 5-10 min), puis I’oxygene est ¢liminé

par bullage d’argon afin d’obtenir des spectres RPE a raies fines.

i Jis
?7 NJ\R Addition nucléophile (l) N~ R
HO N+ H intra-moléculaire HO N H
NS
HO\)g H03<\
H
HO

Schéma 3-16. Formation du nitroxyde de type A par addition nucléophile intra-moléculaire

En présence de DMF, nous avons également constaté la présence d’un signal
minoritaire, qui pourrait correspondre a un adduit acyclique de type Nitrone-OX. Il pourrait
alors s’agir du produit résultant d’une addition nucléophile bimoléculaire, correspondant au

nitroxyde de type B, toujours selon un mécanisme de Forrester-Hepburn (Schéma 3-17).

HO OH
o w, N
) M H
Q N” >R Addition nucléophile g *o-N
HO N+\ H bimoléculaire }—N

Schéma 3-17. Formation du nitroxyde de type B par addition nucléophile bimoléculaire

Il apparait donc que ce mécanisme de Forrester-Hepburn, qui en temps normal se
produit en milieu aqueux, se produit méme dans un solvant peu basique comme le méthanol.
Cependant, la plus faible caractére basique de ce solvant comparé au DMF, permet
uniquement la formation du nitroxyde cylique de type A, 1’addition intra-moléculaire étant ici
thermodynamiquement favorisée puisqu’elle conduit a un cycle a 5 chainons. L’addition
bimoléculaire est en effet moins favorisée car elle nécessite la rencontre de deux molécules,
ainsi seul la présence d’un solvant plus basique comme le DMF peut néanmoins permettre de

I’observer, mais en proportion minime comparée a la cyclisation intra-moléculaire.

Quelques essais de spin trapping ont par la suite été réalisés avec la nitrone T-PBN
dans I’eau, en générant le radical HO- soit seul, soit en présence de méthanol, éthanol, ou

formiate de sodium. Dans tous les cas, des mélanges complexes de radicaux ont été obtenus,
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avec toujours la présence prépondérante de 1’adduit cyclique de type A. De plus, divers
adduits peuvent étre formés suite a la génération puis au piégeage de radicaux par

arrachement des H en alpha des fonctions alcools de la nitrone.

L’ensemble de ces expériences démontre donc que la série de nitrones a téte polaire
Tris présente certes des capacités de piégeage des radicaux libres, mais reste toutefois
inutilisable dans la détection et 1’identification de ces derniers, du fait de la grande complexité

des résultats obtenus.

D. Etudes in vivo menées sur la dégénérescence rétinienne

Dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire Biophysique des Handicaps
Sensoriels d’Isabelle Ranchon-Cole a Clermont Ferrand, 1’opportunité nous a été offerte de
déterminer les propriétés neuroprotectrices de la LPBNChol et de la CholPBNL sur un

modele expérimental de dégénérescence rétinienne induite par la lumiére.

1. Qu’est-ce que la dégénérescence rétinienne ?

La rétine, tissu neurosensoriel qui tapisse le fond du globe oculaire (75% de la face
interne du globe oculaire), est a 1’origine de la genése du signal visuel. Elle est constituée de
différents types de cellules dont les cellules photoréceptrices qui sont responsables de
I’absorption de la lumiére et de la transformation du signal lumineux en un signal
electrophysiologique. Deux types de cellules photoréceptrices sont toutefois présentes au
niveau de la rétine : les cones et les batonnets. Les cones sont peu sensibles a la lumiére et ont
besoin de beaucoup de lumieére pour €tre activés, ils sont responsables de la vision diurne et
colorée. Les batonnets eux, sont trés sensibles a la lumiére et sont activés dans des conditions
de faible luminosité, ils sont responsables de la vision crépusculaire et nocturne en « noir et
blanc ».

Les dégénérescences rétiniennes sont caractérisées par une disparition progressive de
ces photorécepteurs conduisant a une perte de vision qui peut dans certains cas aboutir a la
cécité. Parmi les formes les plus courantes, on distingue les rétinopathies pigmentaires qui
sont des dégénérescences rétiniennes héréditaires, les rétinopathies diabétiques qui comme
leur nom I’indique sont secondaires au diabéte et les dégénérescences maculaires liées a 1’age
(DMLA) qui sont caractérisées par une disparition des cellules a cones et sont liées au

vieillissement.
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La DMLA est a I’heure actuelle la principale cause de troubles de la vision dans les
pays industrialisés. Bien que les mécanismes physiopathologiques ne soient encore que
partiellement connus, le stress oxydant semble jouer un rdle essentiel dans le déclenchement
et I’évolution de la DMLA. En effet, comme nous 1’avons mentionné dans 1’introduction de
ce manuscrit, au cours du vieillissement la diminution de 1’efficacité des systémes de défenses
antioxydants permettrait aux radicaux libres oxygénés d’exercer d’avantage leurs effets
néfastes (oxydation de protéines, d’acides gras, d’ADN etc..). Cependant, actuellement, aucun
traitement efficace n’est disponible pour lutter contre cette pathologie de la rétine. Par
conséquent, I’'une des stratégies pour prévenir ou limiter la progression de la maladie a pour

but d’augmenter les systémes antioxydants et piégeurs de radicaux libres.

2. La dégénérescence rétinienne induite par la lumiére ou photodégéné-
rescence rétinienne

Bien que la fonction premiere de la rétine soit la perception de la lumiére et la
transformation du signal lumineux en un signal électrophysiologique, de nombreuses études
ont montré que les cellules photoréceptrices sont fragiles et peuvent étre facilement Iésées par
la lumiére environnante qu’elle soit naturelle ou artificielle. En effet, la lumiére via la
production de radicaux libres oxygénés favoriserait le dysfonctionnement cellulaire et a
terme, la mort cellulaire.

C’est ainsi que la rétine est tout particulierement sensible a la production de radicaux
libres et donc au stress oxydant du fait :

» de sa forte concentration en oxygene,

» de son exposition importante a la lumiére de par sa fonction,

» de la proportion élevée d’acides gras polyinsaturés dans les segments externes
des photorécepteurs,

» des nombreux chromophores présents dans la rétine et 1’épithélium
pigmentaire rétinien (rhodopsine, lipofuscine, mélanine, cytochrome c,
oxydase...),

» de la production de radicaux libres par I’épithélium pigmentaire rétinien lors de

la phagocytose des photorécepteurs.

Le modéle expérimental de dégénérescence rétinienne consiste donc a exposer des
animaux a une lumiére intense, ce qui se caractérise a terme par une diminution du nombre de

photorécepteurs présents dans leurs rétines. Ce modele a tout d’abord été quantifi¢ par
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électrorétinographie et histologie,”* pour ensuite démontrer que le mécanisme dégénératif

implique la production de radicaux libres=°

et que les cellules photoréceptrices meurent par
apoptose. Ce modele de photodégénérescence rétinienne permet donc 1’étude de 1’apoptose

des cellules photoréceptrices induite par un stress oxydant.

Des molécules synthétiques ou naturelles, reconnues pour leurs propriétés antioxydantes
ou de piégeage de radicaux libres telle que la diméthylthiourée (DMTU),>*’ la phényl N-tert
butyl nitrone (PBN),** I’extrait de ginkgo biloba (EGb 761)* et certains nitroxydes
cycliques”™ ont montré leur efficacité in-vivo en tant que neuroprotecteur visant a lutter contre

la dégénérescence rétinienne induite par la lumiére.

Dans ce contexte, nous avons testé¢ 1’effet neuroprotecteur de nos deux nouvelles

nitrones, la LPBNChol et la CholPBNL dans ce modele de photodégénérescence rétinienne.

3. Principe de I’étude in vivo

Des rats albinos sont élevés en lumicre cyclique faible (12 heures de noir ; 12 heures
de lumiére < 10 lux). Le lux correspond a 1’éclairement d’une surface qui recoit, de manicre
uniformément répartie, un flux lumineux de 1 lumen par m”. Ainsi 4 titre d’exemple, une nuit
de pleine lune correspond a 0,5 lux, un stade de nuit correspond a 1500 lux tandis qu’une
journée ensoleillée correspond a plus de 50 000 lux.

A I’age de 7 a 8 semaines, les animaux sont non traités ou regoivent une injection dans
le vitré de 2 pL d’une solution contenant soit :

v" du DMSO a 2%,
v' delaPBN a1 ou 9 mM dans du PBS (Phosphate buffered saline) 1X,
v de la LPBNChol ou de la CholPBNL a 1 mM dans du DMSO 2%.

Apres les injections, les animaux sont placés pendant 18 heures dans le noir puis soit
ils restent au noir (non exposés) soit ils sont exposés pendant 24 heures a une lumiere blanche
fluorescente de 3400 lux. A la fin des 24 heures tous les animaux sont replacés en lumicre
cyclique faible. Deux semaines plus tard les animaux sont sacrifiés pour 1’étude histologique
de leurs rétines.

Les Iésions rétiniennes sont alors évaluées par la mesure de 1’épaisseur de la couche
nucléaire externe (CNE) de la rétine. Cette derni¢re contient les noyaux des photorécepteurs
et la mesure de son épaisseur donne une estimation du nombre de photorécepteurs présents

dans la rétine, et par conséquent une approximation du potentiel anti-radicalaire que peut
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induire chaque nitrone testée. C’est ainsi que la réduction de I’épaisseur de la couche externe
de la rétine est inversement proportionnelle a la protection induite par les nitrones, dont
I’efficacité est directement corrélée a la préservation des photorécepteurs des attaques
radicalaires.

Il est toutefois important de préciser a ce niveau que les effets de 1’injection
intravitréene de DMSO 2% et de PBS 1X sur les dommages causés a la rétine par la lumicre
ont préalablement été évalués, aucune protection rétinienne n’est induite par ces deux

solvants.”’

4. Résultats des différentes expériences

Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 3-15 sous forme de trois graphiques
(A, B, et C). Les deux premiers graphiques représentent 1’épaisseur de la CNE en fonction de
la distance au nerf optique, tandis que le troisiéme représente les aires sous les courbes dans la
partie inférieure et supérieure de la rétine.

Chez les animaux non traités-non exposés (Figure A), I’épaisseur de la couche
nucléaire externe est comprise entre 35 et 40 um. Chez les animaux exposés et traités avec le
DMSO 2% (Figure C) la CNE est réduite de 23% dans le pole inférieur et de 51% dans le
pole supérieur aprés exposition a la lumicre, ce qui nous sert de groupe « référence » lors
d’une exposition sans la présence de nitrones.

La PBN injectée a 9 mM (Figure A), permet de protéger la rétine contre les 1ésions
induites par la lumicre. En effet, les épaisseurs de la couche nucléaire externe du coté
inférieur et supérieur de la rétine sont similaires a celles du groupe non traité-non exposé,
conduisant a des aires sous les courbes apres exposition identiques a celles du groupe non
exposé (Figure C). Ces résultats montrent donc que la PBN a un effet neuroprotecteur méme
18 heures apres son injection dans le vitré. Jusqu’a présent 1’effet neuroprotecteur de la PBN
dans la photodégénérescence rétinienne n’avait été mis en évidence que lors d’injections
intrapéritonéales et ce, pendant 1’exposition a la lumicre. Par contre, il est & noter qu’une
injection de PBN a 1 mM (Figure A) n’apporte aucune protection puisque 1’épaisseur de la
CNE du groupe exposé et traité avec la PBN a 1mM est similaire a celle du groupe exposé et

traité avec le DMSO a 2%.
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Figure 3-16. Histologie : épaisseur latérale de la couche nucléaire externe de la rétine.
A Groupe contrdle non-traité et non-exposé (@), Groupe traité avec la PBN a 9 mM (A),
Groupe traité avec la PBN a 1 mM (x), Groupe traité avec le DMSO a 2% (m).
B Groupe traité avec la CholPBNL a 1 mM (0), Groupe traité avec la LPBNChol a 1 mM (o).
C Aires présentent sous les courbes obtenues pour I’épaisseur de la couche externe de la rétine
de son coté inférieur et supérieur, calculées par le programme Origin 6.0 (Microcal), C-10 correspond
au groupe traité avec la CholPBNL a 1 mM, C-6 correspond au groupe traité avec la LPBNChol a 1 mM.
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Dans le groupe exposé et ayant regu une injection de la nitrone CholPBNL a 1 mM
(Figure B), I’épaisseur de la CNE est similaire a celle du groupe non traité-non exposé. Par
conséquent, la CholPBNL a une concentration de 1 mM offre une protection de la rétine
contre les lésions induites par la lumiére similaire a celle de la PBN a 9 mM (Figure C).
Cependant, 1’épaisseur de la CNE dans le groupe exposé et traité avec la LPBNChol a 1 mM
(Figure B) n’est pas différente de celle du groupe exposé et traité avec la DMSO a 2%, et par
conséquent les aires sous les courbes ne sont pas significativement différentes (Figure C). Ces
deux observations démontrent que seule la nitrone CholPBNL, et non la LPBNChol, poss¢de
un effet neuroprotecteur contre la dégénérescence rétinienne induite par la lumiére a la
concentration d’étude de 1 mM.

Cette différence de protection ne peut pas s’expliquer par des différences de lipophilie
et donc de capacité a pénétrer dans la rétine puisque les deux molécules possédent un log k’w
identique. Toutefois, il est important de rappeler a ce niveau de 1’étude, qu’entre la
CholPBNL et la LPBNChol la chaine hydrophobe et la téte polaire sont inversées par rapport
a la fonction nitrone centrale. Hors, il a ét¢ montré avec la LPBNAH et la LPBNH15 que
I’inversion de ces deux substituants altérait leurs potentiels antioxydants, bien que ne
modifiant pas I’hydrophobie de la molécule.® En effet, il a été prouvé lors d’études menées in
vitro et in vivo que la LPBNHI15, qui a une orientation des deux substituants similaire a celle
de la CholPBNL, était plus protectrice contre un stress oxydant induit par différentes toxines
que la LPBNAH, qui a quand a elle une orientation similaire a la LPBNChol.

Ces deux remarques nous amenent donc a conclure que les nitrones amphiphiles
possédant la téte polaire sur la partie fert-butyle de la PBN et la partie apolaire sur sa partie
aromatique sont potentiellement plus protectrices que leurs analogues inversées vis-a-vis des
phénomenes de stress oxydant.

Néanmoins, il est important de noter que les injections de nitrones sont réalisées
18 heures avant 1’exposition a la lumiére blanche fluorescente. Par conséquent, du fait du
faible temps de demi-vie des nitrones dans la rétine (PBN ~2 h),** il est probable que celles-ci
soient présentes a plus faibles concentrations au moment de I’exposition. Ainsi, en accord

Cier 1,32
avec la littérature, '

ces résultats suggerent que la protection induite par les nitrones n’est
pas due directement a leur capacité de piégeur de radicaux libres mais trés certainement a un
autre mécanisme d’action. Par conséquent, il est impératif que de nouvelles expériences soient
réalisées dans un futur proche afin d’¢lucider le mécanisme moléculaire par lequel opere la

PBN et la CholPBNL, comparée a la LPBNChol dépourvue d’activité neuroprotectrice.
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E. Conclusion

Les travaux de recherche proposés dans le cadre de ce troisiéme chapitre, portaient sur
le développement de nouveaux dérivés de la PBN capables d’améliorer et contréler son
passage membranaire et donc sa biodisponibilité dans I’organisme, par la modulation de sa

balance hydrophile-lipophile.

Nous avons tout d’abord obtenus deux analogues de la LPBNAH et de la LPBNHI15 a
motif cholestérol, aisément obtenus par une stratégie de synthése convergente avec de bons
rendements. Nous avons ensuite eu recours a une nouvelle méthode de formation de la
fonction nitrone par couplage « one-pot » entre un dérivé nitro et un dérivé aldéhyde sans
passer par I’étape limitante de réduction du dérivé nitro en hydroxylamine. Nous avons
ensuite mis en application cette méthode de condensation afin d’obtenir une série de nitrones
a téte Tris et a longueur de chaine variable ainsi qu’un analogue de la LPBNHIS a téte

Glucose, tous obtenus avec de trés bons rendements.

Nous avons par la suite démontré que le motif cholestérol présent sur la LPBNChol et
la CholPBNL induit un fort caractére hydrophobe a la PBN, rendant ces deux nitrones
insoluble en milieu aqueux malgré la présence de la téte lactobionolactone. De plus, nous
avons prouvé que la longueur de la chaine hydrophobe présente sur la partie aromatique des
nitrones a téte Tris a permis d’obtenir une gamme de molécules plus ou moins amphiphiles.
La présence du motif Tris en tant que téte polaire ne permet pas, cependant, une bonne
solubilité de ces nitrones en milieu aqueux, trés certainement du a la formation de liaisons
hydrogénes intra-moléculaires. Cette série de nitrones a téte Tris a tout de méme démontré
des capacités de pi¢geage des radicaux libres lors d’études RPE. Enfin, nous avons constaté
que comparativement a une téte lactobionolactone la présence d’un motif Glucose en tant que
téte polaire ne modifie en rien le caractére hydrophobe de la molécule, mais diminue,
cependant, fortement sa solubilité en milieu aqueux.

Enfin, nous avons constaté que 1I’un de nos deux analogues lipophiles de la PBN, la
CholPBNL, posséde un effet neuroprotecteur marqué sur un modele expérimental de
dégénérescence rétinienne induite par la lumicre. Qui plus est, cette nitrone a démontrée une
activité neuroprotectrice comparable a celle de la PBN mais a des concentrations 9 fois
inférieure. Par conséquent, ces résultats préliminaires permettent une nouvelle fois de mettre

en évidence I'intérét de la vectorisation de la PBN par une structure monomolécualire
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amphiphile, et suggere que la nitrone CholPBNL peut trés certainement €tre un candidat

potentiel pour le traitement contre la dégénérescence maculaire liée a ’age (DMLA).

Dans le cadre d’une collaboration avec un laboratoire en Pologne, I’opportunité nous a
récemment ¢été offerte de déterminer les propriétés protectrices de la TC;-PBN et de la Glu-
PBNHI15 sur des cellules atteintes de la mutation génétique de NARP, en comparaison avec la
PBN, LPBNAH et LPBNHI5. Cependant, ces études sont actuellement en cours de

réalisation et n’ont par conséquent pu étre présentées dans ce manuscrit.
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Dans ce chapitre « d’ouverture », nous ¢largissons nos recherches consacrées a la
vectorisation d’antioxydants, vers de nouveaux transporteurs potentiels macromoléculaires et
monomoléculaires. Dans la premicre partie de ce chapitre, nous décrivons la synthése de
nouveaux transporteurs macromoléculaires de type dendrimére, porteurs de différents
antioxydants synthétiques. Puis, dans la seconde partie, nous présentons la synthése d’une
nouvelle nitrone amphiphile dérivée de la PBN, sur laquelle les composantes polaire et

apolaire sont positionnées sur sa partie tert-butyle.

A. Transporteurs macromoléculaires de type dendrimeére

1. Présentation générale

Les dendriméres sont des macromolécules hyperbranchées, chimiquement définies,
synthétisées par séquences itératives d’étapes de réaction ajoutant au fur et a mesure une
couche supplémentaire de branches. On appelle par conséquent « génération » le nombre de
séquences nécessaires a la synthése du dendrimere.

L’un des intéréts multiples de telles structures est de favoriser en pharmacologie
I’administration et le transport in vivo d’un nombre défini de substances actives capables
d’étre libérées simultanément sur le site d’action et provoquer ainsi un effet de Cluster, c'est-
a-dire une multiplication de I’activité de I’actif nettement supérieure a sa concentration réelle.

Nous avons donc choisi de placer un antioxydant synthétique aux extrémités de
chaque branche d’une structure dendrimere afin de déterminer si une telle procédure peut

effectivement induire un effet de Cluster sur ’activité des antioxydants choisis.

1.1. Présentation de la structure du dendrimeére

Dans le cadre de notre étude, nous avons choisi de travailler avec un dendrimeére de
type PAMAM, de corps 1,4-diaminobutane et de génération 0, ayant pour extrémités quatre
fonctions amines (Figure 4-1). Ce PAMAM de génération 0 nous permettra dans un premier
temps, d’évaluer en fonction des résultats biologiques obtenus ’effet du greffage de quatre
motifs antioxydants sur une seule et méme structure de type dendrimere. Suivant les résultats,
nous pourrons envisager de travailler avec des dendriméres PAMAM de génération
supérieure, dans le but d’augmenter la multiplicité des motifs antioxydants greffés et pourquoi

pas y ajouter également des motifs de ciblage.
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Figure 4-1. Structure chimique du PAMAM 1,4-diaminobutane de génération 0

1.2. Choix des antioxydants

Dans le but de généraliser ce concept, nous avons souhaité coupler a ce dendrimere
PAMAM trois antioxydants qui sont :
» la PBN, dont les propriétés thérapeutiques ont déja été présentées dans le
Chapitre 1 (cf. Partie C, §2),
» la CMPO, un dérivé acide de la nitrone cyclique DMPO, qui a de méme déja
¢été présenté dans le Chapitre 1 (cf. Partie C, §1),
» D’acide lipoique, présenté dans 1’introduction du Chapitre 2 et a de nombreuses

. cii 1,2,3,4
reprises dans la littérature."

2. Synthése des dérivés PAMAM porteurs d’antioxydants synthétiques

Au regard des résultats précédents, nous avons choisi de greffer ces trois antioxydants
au PAMAM par le biais d’une jonction amide. Par conséquent, nous avons utilisé les dérivés
acides carboxyliques de la PBN et de la DMPO, respectivement la 4-HOOC-PBN et la
CMPO, I’acide lipoique possede quant a lui déja une fonction acide carboxylique.

La synthése de ces trois dérivés PAMAM porteurs d’antioxydants se décompose ainsi
en deux étapes qui sont :

» la préparation des antioxydants sous leur forme acide carboxylique ou ester actif

» le greffage de ces derniers sur les fonctions amines libres du PAMAM.

2.1. Préparation des antioxydants sous leur forme ester actif ou acide carboxylique

2.1.1. Préparation de Dester actif dérivé de la PBN

Le dérivé acide de la PBN est tout d’abord obtenu en une seule étape a partir du
4-carboxybenzaldéhyde et de 1’acétate de N-(fert-butyl)hydroxylamine suivant une procédure
déja décrite au laboratoire.” Afin d’obtenir un couplage optimum, il est nécessaire de travailler

en exces d’hydroxylamine mais par ajout régulier de petites fractions au cours du temps.
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Apres purification par chromatographie sur colonne de gel de silice puis par recristallisation,
le composé¢ 63 est obtenu avec 64% de rendement (Schéma 4-1). Cet acide est ensuite
transformé en ester actif du N-hydroxysuccinimide, en présence de DCC dans le
dichlorométhane et aprés purification par chromatographie sur colonne de gel de silice le

composé 64 est obtenu avec 86% de rendement (Schéma 4-1).

CHO H
H THF/AcOH NHS/DCC N
N _(BR2:vi) _ CH,Cl, 0 A
+ AcO .0 o_
64%  Hooc 86% &’l
COOH o © 64

Schéma 4-1. Synthése de ’ester actif 64 dérivé de la PBN

2.1.2. Préparation de ester actif dérivé de ’acide lipoique

Suivant le méme mode opératoire que pour la PBN, I’acide lipoique est mis en
réaction avec le N-hydroxysuccinimide dans le dichlorométhane, en présence de DCC et apres
purification par chromatographie sur colonne de gel de silice le composé 60 est obtenu avec

92% de rendement (Schéma 4-2).

9 NHS/DCC Q
N
MOH LHL w 0
92%

S—S @)

Schéma 4-2. Synthése de 1’ester actif 65 dérivé de 1’acide lipoique

2.1.3 Préparation de I’acide dérivé de la DMPO

La synthése de la CMPO a été réalisée a partir de la forme ester EMPO, synthétisée au
laboratoire du Pr. Frederick Villamena. La régénération de la fonction acide carboxylique
s’effectue par réaction de saponification, dans une solution de NaOH a 2,5% a 50°C, puis une
fois la réaction terminée le brut du composé 66 est directement mis en réaction avec le dérivé

PAMAM (Schéma 4-3).
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Schéma 4-3. Synthése de la nitrone acide 66 dérivé de la EMPO

2.2. Fixation des antioxydants sur le PAMAM

La PBN et I’acide lipoique ainsi activé sont ensuite greffés sur le dérivé PAMAM dans
le DMF en présence de TEA (pH = 9), 1,2 équivalents d’esters actifs par fonction amine étant
utilisés pour le couplage. Le solvant est ensuite ¢liminé par distillation sous pression réduite
et apres purification par chromatographie d’exclusion de taille sur résine Sephadex LH-20 les

composés 67 et 68 sont obtenus respectivement avec 76 et 72% de rendement (Schéma 4-4).

La CMPO est quand a elle activé par réaction avec le 1-(3-diméthylaminopropyl)-3-
éthyl-carbodiimide (EDC) et ’'HOBt dans du DMF, puis le PAMAM est ajouté au milieu. Le
solvant est évaporé sous pression réduite et aprés purification par chromatographie
d’exclusion de taille sur résine Sephadex LH-20 pour conduire au composé 69 avec 64% de

rendement (Schéma 4-4).
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Schéma 4-4. Synthése des dendriméres PAMAM porteurs de PBN, d’acide lipoique et de CMPO

Nous avons par la suite vérifié et caractérisé le couplage de ces trois antioxydants au

dérivé PAMAM par études complétes en RMN et par analyses en spectrométrie de masse

(cf. Partie expérimentale).
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B. Nouveau transporteur monomoléculaire de la PBN

1. Présentation générale

Au cours des travaux présentés dans le Chapitre 3, portant sur les nitrones amphiphiles
dérivées de la PBN, il est clairement apparu que le positionnement des parties hydrophobe et
hydrophile joue un role important dans ’activité protectrice de la PBN. Au cours de ces
derniers mois de these, il nous a donc paru intéressant dans le cadre d’un travail préliminaire
d’¢étudier les potentialités offertes par I’insertion de ces deux composantes, polaire et apolaire,

non plus de part et d’autre du motif PBN mais ensemble sur sa partie tert-butyle.

1.1. Choix de la composante polaire

Comme nous I’avons évoqué dans le Chapitre 1 de ce manuscrit (cf. Partie D, §2) la
mitochondrie est un organite cellulaire essentiel a tout organisme vivant et son exposition
permanente aux EOR/EAR qu’elle génére la rend directement vulnérable. C’est pour cette
raison que de nombreuses stratégies visant a cibler le compartiment mitochondrial sont
actuellement développées. L’une d’entre elles exploite notamment le potentiel de membrane
interne négatif (~150-180 mV) de la mitochondrie, qui est susceptible d’attirer toutes
molécules chargées positivement et qui favorise ainsi les recherches portant sur 1’insertion de
groupements cationiques sur les actifs que I’on désire délivrer au ceeur de la mitochondrie.

Dans cette optique, nous avons choisi comme composante polaire de cette nouvelle
nitrone dérivée de la PBN un motif de type pyridinium, qui devrait assurer a la molécule un

ciblage mitochondrial préférentiel (Figure 4-2).°

1.2. Choix de la composante apolaire

Comme nous I’avons également mentionné dans le Chapitre 1 de ce manuscrit (cf.
Partie E, §1), de nombreux travaux ont porté sur I’amélioration des capacités de piégeage de
la PBN notamment en augmentant la stabilité des adduits formés et en rigidifiant la fonction
nitrone par cyclisation. Thomas ef al.” par exemple, ont montré que la présence d’un cycle
aromatique a proximité de la fonction nitronyle confére aux structures une rigidité supérieure
et une stabilisation élevée des adduits de spin formés par réaction de la PBN avec les EOR.

Sur la base de cette observation, nous avons choisi comme composante apolaire de
cette nouvelle nitrone dérivée de la PBN, en lieu et place du motif fert-butyle, un motif
cyclohexane qui devrait permettre d’augmenter la rigidité globale de la molécule et ainsi

améliorer ses capacités de piégeage ’EOR/EAR (Figure 4-2).
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Figure 4-2. Structure chimique de la nitrone dérivée de la PBN a motifs pyridinium et cyclohexane

2. Synthése de la nitrone dérivée de la PBN a motifs pyridinium et cyclohexane

La stratégie de synthése concernant I’obtention de cette nouvelle nitrone est quelque
peu différente des synthéses précédemment présentées, ou la PBN se trouvait au cceur méme
de la structure amphiphile. Nous avons en effet choisi de former la nitrone comportant la
partie cyclique au préalable, pour ensuite y greffer la partie polaire pyridinium. Cette voie de
synthése devrait nous permettre d’obtenir une nitrone apolaire possédant une fonction acide
carboxylique sur sa chaine latérale, sur laquelle de nombreuses parties polaires pourraient étre
greffées lors de prochains travaux.

La synthése convergente de cette nitrone fert-subtituée s’appuie donc sur trois étapes
qui sont :

» synthése de I’amine a motif pyridinium a partir du 5-aminopentanol,

A\

synthése de ’acide carboxylique a motif PBN a partir du nitrocyclohexane,
» couplage peptidique entre I’amine polaire porteuse du groupement pyridinium

et I’acide carboxylique apolaire porteur de la nitrone.

2.1. Synthése du précurseur de la téte polaire a motif pyridinium et a fonction amine

La synthése de cette partie polaire, consiste a insérer le groupement pyridinium sur le
5-aminopentanol commercial, par I’intermédiaire de sa fonction alcool. Il faut par conséquent
que la fonction amine soit préalablement protégée afin que la fonction alcool soit ensuite

activée (Schéma 4-5).
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Schéma 4-5. Synthése de la partie polaire pyridinium a partir de la 5-amino-1-pentanol

La protection sous forme de groupement tert-butyle de la fonction amine est effectuée
dans le dioxane en présence de Boc,O et de triéthylamine, puis apres purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice le composé 70 est obtenu avec 62% de
rendement. Le résidu hydroxyle est ensuite activé par réaction avec le chlorure de tosyle dans
un mélange dichlorométhane/pyridine a 0°C et apres purification par recristallisation, le
composé 71 est obtenu avec 90% de rendement. Ce bon groupement partant est alors substitué
par un groupement pyridinium dans la pyridine a 100°C, ainsi aprés purification par

recristallisation le composé 72 est obtenu avec 98% de rendement.

A ce stade de la synthese, le spectre de masse du composé 72 a permis de confirmer la
présence du cation C;sHysN,O,™ & (m/z = 265). De plus, I’étude de son spectre RMN du 'H,
présenté sur la figure 4-3 ci-dessous, montre la présence des cinq protons aromatiques du

groupement pyridinium entre 8 et 9 ppm, ainsi que celle du CHs de I’anion mésyle a 2,32 ppm.
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Figure 4-3. Spectre RMN du 'H du composé 72 dans le DMSO

Enfin, le groupement fert-butyle est clivé en milieu acide par une solution de TFA a
20% dans le dichlorométhane, pour conduire au composé 73 de facon quantitative. Pour des
raisons évidentes d’instabilité, ce dérivé amine est directement mis en réaction avec la nitrone

apolaire a fonction acide carboxylique, dont la synthese est présentée par la suite.

La régénération de la fonction a parfaitement été validée par 1’étude du spectre RMN
du 'H du composé 73, représenté sur la figure 4-4 ci-dessous, qui montre la présence du
multiplet & 7,79 ppm correspondant aux deux protons de la fonction amine et bien entendu
I’absence du singulet a 1,37 ppm correspondant aux CH; du groupement zert-butyle. De plus,
nous constatons toujours la présence du singulet a 2,38 ppm correspondant au CHs de 1’anion
mésyle, ce qui prouve que la présence de TFA ne modifie en rien la nature de I’anion du

groupement pyridinium.
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Figure 4-4. Spectre RMN du 'H du composé 73 dans le DMSO

2.2. Synthese de la nitrone apolaire a motif cyclohexane et a fonction acide carboxylique

La synthese de cette partie apolaire, consiste tout d’abord a insérer 1’acrylate de tert-
butyle sur le nitrocyclohexane (Schéma 4-6), afin de former par la suite la fonction nitrone
entre le dérivé nitro ainsi obtenu et le benzaldéhyde commercial (Schéma 4-7).

Dans un premier temps, le nitrocyclohexane est donc couplé a ’acrylate de tert-butyle
par le biais d’une addition de Michagl réalisée en milieu basique. Nous avons employ¢ le tert-
butylate de potassium comme base en raison du pka relativement bas du proton en position o
du groupement nitro (~10). Par conséquent, le nitrocyclohexane est mis en réaction dans du
THF anhydre en présence de fert-butylate de potassium puis 1’acrylate de tert-butyle est
ajouté au milieu et la réaction est laissée a température ambiante durant 16 heures. Apres
purification par chromatographie sur colonne de gel de silice, le composé 74 est alors obtenu
avec 78% de rendement. Cependant, malgré le trés bon rendement obtenu lors de ce premier
essai, nous avons rencontré quelques difficultés de reproductibilité lors des trois essais

suivants, comme le montre les rendements présentés dans le tableau 4-1.
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Schéma 4-6. Insertion de I’acrylate de fert-butyle sur le nitrocyclohexane

Par conséquent, afin de contourner le probléme nous nous sommes tourné vers les
travaux de Kolter ef al.,® qui utilisent un mélange KOH/MeOH 4 15% en masse pour réaliser
une réaction de Henri dans I’éther. Le nitrocyclohexane est alors dissout dans de 1’éther
anhydre puis a 0°C la solution de KOH a 15% massique dans du méthanol et I’acrylate de
tert-butyle sont ajoutés au milieu. Aprés 16 heures d’agitation a température ambiante et
purification par chromatographie sur colonne de gel de silice, le composé 74 est alors obtenu
avec 67% de rendement (Schéma 4-6). Contrairement au mode opératoire précédent, nous
avons pu observer une bonne reproductiblité au cours des deux essais réalisés, comme le

montre les rendements présentés dans le tableau 4-1.

Conditions Rendements
opératoires des différents essais

78%

31%
tBuOK/THF

21%

60%

67%

KOH/MeOH/Et,O
64%

Tableau 4-1. Essais de couplage de I’acrylate de tert-butyle sur le nitrocyclohexane

Dans un second temps, nous avons formé la fonction nitrone par couplage « one-pot »
entre ce dérivé nitro 74 et le benzaldéhyde. De maniére identique au mode opératoire présenté
dans le Chapitre 3, deux équivalents de compos¢ 74 sont mis en réaction avec un équivalent
de benzaldéhyde dans de 1’éthanol anhydre, en présence de six équivalents d’acide acétique.
Le mélange est ensuite refroidi a 0°C pendant 1’ajout des quatre équivalents de Zinc, ramené

lentement a température ambiante une fois 1’addition terminée puis chauffé a 60°C durant
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20 heures. Apres purification par chromatographie sur colonne de gel de silice, la nitrone 75

est obtenu avec 20% de rendement (Schéma 4-7).

NO OHC Zn/AcOH /
2 . \© =
74 20%
Fal
Schéma 4-7. Formation de la nitrone 75 par couplage « one-pot »

Cependant, contrairement au précédents couplages « one-pot » présentés au Chapitre 3,
pour lesquels les rendements étaient compris entre 64 et 80%, nous obtenons ici un rendement
de 20% seulement. Par conséquent, nous avons choisi de revenir a la méthode couramment
utilisée au laboratoire qui consiste a isoler I’hydroxylamine aprés réduction du dérivé nitro 74,
afin de la coupler au benzaldéhyde dans une étape supplémentaire. Le composé 74 est ainsi
mis en présence de chlorure d’ammonium dans un mélange THF/H,O (3/1 : v/v), dans lequel
la proportion de THF est de 1,75 mL/mmol de dérivé nitro mis en jeu. Le mélange est ensuite
refroidi a 0°C pendant 1’ajout du zinc puis ramené lentement a température ambiante. Apres
purification par chromatographie sur colonne de gel de silice, le composé 76 est obtenu avec

60 % de rendement (Schéma 4-8).

Zn/NH,Cl THF/ACOH
THF/H,0 (3/1 : viV) OHC (312 : vIv) 5
NO, NH + \© — N

60% O 85% |
o H

0" 714 0" N0 76 o

Lo i 2

TFA/CH,CI,
(2/8 : viv)

Schéma 4- 8Schéma 4-. Formation de la nitrone cyclohexane a fonction acide carboxylique
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L’hydroxylamine 76 et le benzaldéhyde sont alors mis en réaction dans un mélange
THF/AcOH, sous atmospheére inerte et a I’abri de la lumiére. Le milieu réactionnel est chauffé
durant 18 heures a 60°C et I’ajout régulier d’hydroxylamine (0,2 eq) permet ici une
consommation quasi-totale de 1’aldéhyde, ce qui conduit aprés purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice suivie d’une chromatographie d’exclusion de
taille, a ’obtention du composé 75 avec 85% de rendement. Pour finir, le groupement tert-
butyl est clivé en milieu acide par une solution de TFA a 20% dans le dichlorométhane afin

d’obtenir le composé 77 de fagon quantitative.

A ce stade de la synthése, nous avons parfaitement caractérisé cette nitrone apolaire
dérivée de la PBN par études complétes en RMN et par analyses en spectrométrie de masse
(cf Partie expérimentale).

L’étape de couplage entre cette nitrone a fonction acide carboxylique et I’amine a
motif pyridinium s’est révélée nettement plus délicate que prévu et n’a pu étre réalisée dans
de bonnes conditions jusqu’a ce jour. Le travail se poursuit toutefois au laboratoire et des

essais sont en cours de réalisation dans le cadre du stage de Master 2 de Djilali Lahouel.

C. Conclusion

Les travaux de recherche proposés dans le cadre de ce quatriéme chapitre portaient sur
le développement de nouveaux transporteurs d’antioxydants capables d’améliorer leur activité

anti-radicalaire.

Dans cette optique, nous avons tout d’abord obtenus trois dendrimeres du PAMAM
porteurs soit de la PBN, de ’acide lipoique ou de la CMPO, aisément accessibles en 2 ou 3
étapes et avec de trés bons rendements. Des études biologiques concernant ces trois composés
sont actuellement en cours au laboratoire du Dr. Frederick Villamena & Colombus.

Nous avons ensuite développé une stratégie de synthése convergente d’une nouvelle
nitrone dérivée de la PBN comportant une téte polaire a motif pyridinium et une partie
apolaire a motif cyclohexane sur sa partie tert-butyle. Néanmoins, nous n’avons pu aboutir
qu'a la synthése de ses deux précurseurs, la nitrone clyclohexane a fonction acide

carboxylique et le bras écarteur a motif pyridinium et a fonction amine.
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Conelusion g¢nérale

Le but du travail entrepris dans cette thése portait sur [’amélioration de la
biodisponibilit¢ d’agents anti-radicalaires artificiels de type nitrone et nitroxyde en les
insérant sur différentes structures amphiphiles monomoléculaires. Ces deux classes
d’antioxydants synthétiques ont été choisies pour leur activité de piégeurs de radicaux libres,
substances particulierement délétéres impliquées dans un grand nombre de pathologies. En
favorisant le transport de ces agents antioxydants au sein des fluides biologiques ainsi que
leur passage au travers des membranes cellulaires, nous souhaitions disposer d’outils plus
efficaces dans le traitement de maladies associées a ces espéces hautement réactives.

Nous avons choisi dans un premier temps de poursuivre les recherches menées au
laboratoire sur un mod¢le de transporteurs monomoléculaires amphiphiles a fixation latérale.
Ce concept de vectorisation qui repose sur la fixation de I’antioxydant a un acide aminé
comprenant une partie hydrophile et une chaine hydrophobe, a démontré par le passé qu’il
¢tait tout a fait généralisable a différents antioxydants ou agents thérapeutiques. Il nous a donc
paru opportun d’y greffer une classe d’antioxydants synthétiques encore non utilisée au
laboratoire et qui posséde de bonnes propriétés anti-radicalaires : les nitroxydes. Dans ce but,
le cceur de I’agent de transport de type lysine ou acide aspartique a été conservé ainsi que la
téte polaire lactobionamide pour la bonne hydrosolubilité qu’elle confére a la molécule. Par
ailleurs, il nous a semblé intéressant de remplacer la chaine perfluorocarbonée par une chaine
hydrogénée afin de pouvoir comparer I'influence de la nature de la partie apolaire sur
I’activité biologique des nitroxydes amphiphiles. Nous avons ainsi obtenu quatre transporteurs
amphiphiles porteurs de nitroxyde, selon une voie de synthése relativement courte et qui
permet d’obtenir de bons rendements globaux.

Les études des propriétés physico-chimiques de ces composés ont permis de préciser
une nouvelle fois l'intérét de ce concept de vectorisation a fixation latérale dans la
modification de la balance hydrophile-lipophile de 1’antioxydant greffé. En effet, nous avons
démontré que ces dérivés amphiphiles induisent une nette augmentation de 1’hydrophobie des
nitroxydes greffés, augmentation nettement plus marquée pour les structures amphiphiles a
chaine perfluorocarbonée que celles a chaine hydrogénée. De plus, nous avons montré que la
nature de 1’acide aminé est également un parameétre non négligeable puisque les dérivés de la
lysine ont présenté une hydrophobie légerement plus marquée que les dérivés de 1’acide
aspartique. Néanmoins, le caractére amphiphile apporté aux nitroxydes greffés n’a pas

sensiblement amélioré leur potentiel oxydant, ni méme leur stabilité en milieu réducteur.
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Les études biologiques conduites in vitro n’ont quant a elles pas permis de valider ce
mode¢le de vectorisation, contrairement aux résultats trés satisfaisants obtenus par le passé sur
des modeles de type nitrone. En effet, la vectorisation des nitroxydes par ces transporteurs
monomoléculaires amphiphiles n’a pas amélioré leurs propriétés protectrices vis-a-vis des
phénoménes de stress oxydant. De plus, tandis que les nitroxydes pyrolidiniques sont
dépourvus d’activité antioxydante, parmi les nitroxydes pipéridiniques, c’est le 4-amino
Tempo qui présente la meilleure activité protectrice, activité bien supérieure a celles des
nitroxydes amphiphiles, le LAF-4-AT et le LAH-4-AT. De ce fait, en accord avec des
données de la littérature, nous avons conclu que la présence de ce groupement amino est
indispensable a une bonne activité antioxydante, suggérant que le greffage sur un autre centre

mérité des lors d’étre envisagé.

NH,
OH OH
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N OH o OH | K e o OH o oH9y O .
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HO OH HO O OH
0 0
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Dans un second temps, nous avons tenu a poursuivre les recherches menées au
laboratoire sur un mode¢le de transporteurs monomoléculaires amphiphiles a fixation centrale,
permettant d’améliorer la biodisponibilit¢ de la PBN. La PBN est selon ce concept de
vectorisation insérée au cceur méme de la structure amphiphile, ce qui permet par la
modulation de sa balance hydrophile-lipophile d’améliorer et de contrdler son passage
transmembranaire et par conséquent sa biodisponibilité dans 1’organisme. Dans cette optique,
nous avons choisi de synthétiser de nouveaux analogues de la LPBNAH et de la LPBNHI15,
qui a ce jour restent les deux nitrones amphiphiles dérivées de la PBN qui ont présenté les
meilleures activités antioxydantes a la fois in vitro et in vivo. Nous avons pour cela fait varier
soit la nature de la téte polaire lactobionamide, soit la nature ou la longueur de leur chaine

hydrophobe.
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Nous avons obtenu deux premiers analogues a téte lactobionamide et a groupement
cholestérol selon une voie de synthése convergente qui permet d’obtenir ces deux composés
en 14 étapes et avec des rendements globaux trés satisfaisants. Les études biologiques
réalisées avec ces deux composés sur un modele expérimental de dégénérescence rétinienne
induite par la lumiére ont permis de valider pleinement ce concept de vectorisation de la PBN.
En effet, le dérivé CholPBNL a démontré une activité neuroprotectrice comparable a celle de
la PBN mais a des concentrations 9 fois inférieures. De plus, ’absence d’activité
neuroprotectrice de son analogue inversé, le LPBNChol, a permis de démontrer une fois
encore que les transporteurs monomoléculaires possédant la téte polaire sur la partie fert-
butyle de la PBN et la partie apolaire sur sa partie aromatique sont potentiellement plus

protecteurs vis-a-vis des phénomenes de stress oxydant.

0
oH OH H
N
oH H
CholPBNL

Une deuxieme série de nitrones amphiphiles a téte polaire Tris et & longueur de chaine
hydrophobe variable, dénommés TCn-PBN, a été préparée. Ces analogues ont pu étre
facilement synthétisés et avec de trés bons rendements grace notamment a la mise au point
d’un couplage « one-pot» permettant de former la fonction nitrone directement entre un
dérivé nitro et un dérivé aldéhyde. Enfin, un dernier analogue de type nitrone a téte polaire
glucosylée et porteur d’une chaine heptyle (appelé GIuPBNHI15) a été obtenu selon une
stratégie de synthése convergente en seulement 5 étapes. De nouveaux résultats biologiques
permettant de comparer ’activité antioxydante de la TC7,-PBN et de la GluPBNH15 a celle de
la PBN, de la LPBNAH et de la LPBNHI15 sur des cellules atteintes de la mutation génétique
NARP devraient nous parvenir trés prochainement, nous pourrons dés lors affiner notre
modele et mieux préciser 'impact de la structure de la téte polaire sur ’activité de ces

substrats.

158



Conelusion g¢nérale

(0] (0]

o PN OH o PN

| N™ "CsHys N™ "CsHis
HO i+ H 0 |+ H

N~ HO O N
HO HO SH 7 X

H K
HO

TC,-PEN GIUPBNH15

L’ensemble du travail qui a pu étre réalisé dans le cadre de ce mémoire de these a permis
de confirmer I’intérét de la modulation de la balance hydrophile lipophile de motifs
antioxydants et 1’étroite corrélation qui existe entre ce parameétre et 1’activité protectrice
lorsque la caractére amphiphile apporté n’affecte pas la structure de 1’antioxydant. Les
derniers substrats préparés qui sont actuellement en cours de tests biologiques dans différents
laboratoires internationaux permettront treés certainement d’approfondir la compréhension des
mécanismes impliqués dans 1’activité antioxydante de ces nitrones et nitroxydes et d’orienter

les recherches futures pour améliorer encore leur activité.

Enfin d’autres facteurs méritent pleinement d’étre étudiés, c’est d’une part I’impact que
peut avoir la multiplication des motifs antioxydants sur un méme transporteur, propriété
autorisée par les structures de type dendrimere et d’autre part, le ciblage du compartiment
mitochondrial par I’intermédiaire de groupements cationiques adaptés. C’est ce que nous
avons présenté dans le dernier chapitre de cette thése.

En effet, au cours des deux derniéres décennies, de nombreuses équipes ont montré
I’intérét que pouvait présenter la multiplication choisie et bien déterminée du nombre de
principes actifs sur une méme structure de type dendrimere, et dans certains cas un effet de
Cluster (accroissement de 1’activité de I’actif sans rapport avec sa concentration réelle lors de
son « multigreffage » sur une structure hote) a été mis en évidence. Il parait donc
particulierement intéressant de reproduire ces expériences avec les nitrones et nitroxydes et de
vérifier I'intérét de leur greffage sur des structures dendriméres. Pour cela, nous avons choisi
un dendrimére PAMAM de corps 1,4-diaminobutane et de génération 0 sur lequel il a été
possible de greffer quatre motifs antioxydants. Afin de généraliser ce nouveau concept de
transport nous avons couplé trois antioxydants différents, reconnus pour leur activité
protectrice, qui sont: la PBN, la CMPO ainsi que I’acide lipoique. Trois dendrimeéres
fonctionnalisés ont alors été obtenus selon des voies de synthése courtes a 2 ou 3 étapes. Dans
le cadre de notre collaboration avec le laboratoire du Dr. Frederick Villamena, des études
biologiques in vitro sont actuellement en cours afin de vérifier I’intérét de la multiplicité des

motifs antioxydants présents sur leurs structures.
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Dans une autre optique, utiliser le potentiel négatif de la membrane interne de la
mitochondrie pour assurer son ciblage par des structures cationiques adaptées paraissait
¢galement opportun. Nous avons donc opté pour la fixation sur la PBN d’un motif
pyridinium, tenant lieu de partie hydrophile, et d’un groupement cyclohexane, devant assurer
un caracteére hydrophobe. La présence du motif cationique a pour réle un ciblage spécifique de
la mitochondrie, tandis que celle du groupement cyclohexane doit lui conférer une meilleure
rigidité et par conséquent une meilleure stabilité des adduits de spin formés. Contrairement
aux transporteurs monomoléculaires présentés dans le Chapitre 3 de ce manuscrit, ces
composantes polaires et apolaires ne sont plus placées de part et d’autre du motif PBN mais
uniquement sur sa partie fert-butyle. A ce jour, nous avons pu mettre au point la synthése
d’une nitrone apolaire comportant un groupement cyclohexane et une fonction acide libre.
Cette molécule pourra des lors servir de structure basale pour 1’étude ultérieure de 1’impact
des groupements cationiques sur le ciblage mitochondrial. Il nous reste maintenant a coupler
sur cette nitrone la partie polaire a groupement pyridinium, dont la synthése a été réalisée en

parall¢le. Ces nouveaux objectifs sont actuellement poursuivis au sein du laboratoire.
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1. Syntheése

Les solvants utilisés sont préalablement distillés dans les conditions suivantes :
» sur sodium et benzophénone, pour I’éther et le tétrahydrofurane (THF),
» sur hydrure de calcium, pour le dichlorométhane, 1’acétonitrile et ’acétate d’éthyle,
» sur sodium, pour le méthanol et I’éthanol.

Les réactions ont été suivies par chromatographie sur couche mince Merck 60F;s4. Les
plaques de gel de silice ont été révélées par lumicre UV a 254 nm puis par un spray d’une
solution éthanolique d’H,SO4 ou de ninhydrine 5% suivi d’un chauffage a 150°C.

Les chromatographies sur colonne de gel de silice ont été effectuées avec de la silice
Merck silica gel Geduran Si 60 (40-63 um).

Les chromatographies par exclusion de taille ont été effectuées sur résine LH-20
(Amersham Biosciences).

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire, 'H et °C ont été enregistrés sur un
appareil BRUCKER AC-250. Les déplacements chimiques & sont exprimés en partie par
million (ppm) par rapport au signal du solvant utilisé. Les abréviations suivantes ont été
utilisées afin de caractériser les signaux observés : s (singulet), d (doublet), q (quadruplet), m
(multiplet) et dd (doublet de doublets). Les séquences DEPT, COSY, et HMQC ont été
employées pour une meilleure attribution sur certains spectres.

Les spectres de masse ont été réalisés au Spectropole d’Aix-Marseille III et ont été
enregistrés sur un spectrometre 3200 QTRAP (Applied Biosystems SCIEX) équipé d’une
source d’ionisation a pression atmosphérique (API) assistée pneumatiquement.

Les points de fusion ont été mesurés a 1’aide d’un appareil Electrothermal 1A9100,
marquent le début de décomposition du produit et n’ont pas été corrigés.

Les pouvoirs rotatoires ont été mesurés a 25°C a 1’aide d’un polarimétre PERKIN
ELMER MC 241.

Les spectres UV-Visible on été réalisés sur un spectrophotometre VARIAN modéele
CARY 100.

Les spectres Infra rouge ont été réalisés sur un spectrophotomeétre a transformée de
Fourier MATTSON série 1000 UNICAM associé a une station de calcul KENITEC 386 SX-
20 équipée du logiciel FIRST.
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Numérotation de la lactobionolactone et du glucose :

Légende du cholestérol :

Ha

Hb Hb /o
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Synthése de la N-(9-Fluorénylméthyloxycarbonyl)-f-(tert-butyloxycarbonyl)-L-aspartyl-

octanamide (1)
ol B e
~CgHy7
O~y f;
0 0
O\’/\

Dans un ballon monocol, 0,75 g (5,83.10'3 mol, 1,2 eq) d’octylamine, 2 g (4,86.10'3 mol, 1 eq)
de FmocAsp(OtBu)OH, 1,2 g (5,83.10° mol, 1,2 eq) de DCC et une quantité catalytique
d’HOBt sont dissouts dans du dichlorométhane anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec
de la DIEA et I’agitation est maintenue a température ambiante durant 2 heures. La DCU
formée est filtrée sur verre fritté et le brut est purifi¢ par chromatographie flash sur colonne de

gel de silice (€¢luant : cyclohexane/acétate d’éthyle 8/2) pour conduire au composé 1 sous
forme d’une poudre blanche (2,34 g, 4,47.10~ mol, 92%).

Formule brute : C3;H4,N,0Os5

MM : 522.3 g.mol

Rf (cyclohexane/acétate d’éthyle 6/4) = 0,53
[a]p® : + 13,7 (c, 1, CH,Cly)

Point de fusion : 116-117°C

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) o : 7,80 (2H, d, CH Fmoc, J = 7,6 Hz) ; 7,61 (2H, d, CH Fmoc,
J=173Hz); 7,47-7,29 (4H, m, CH Fmoc) ; 6,48 (1H, m, NH-CO) ; 5,98 (1H, d, NH-CO, J =
7,7 Hz) ; 4,47 (3H, m, CH,-O et CH Fmoc) ; 4,25 (1H, t, CH Asp, J = 6,8 Hz) ; 3,26 (2H, m,
CH,-NH) ; 2,98-2,53 (2H, m) ; 1,48 (12H, s, 6 CH,) ; 1,29 (9H, s, tBu) ; 0.9 (3H, t, CH3, J =
7,1 Hz).

RMN "C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 171,3 (CO-NH) ; 170,2 (OCO) ; 155,4 (OCO-NH) ; 143,7,
141,3 (C" Fmoc) ; 127,8, 127,1, 125,0, 120,1, 120,0 (CH Fmoc) ; 82,9 (C"Y Fmoc) ; 67,1
(CH; Fmoc) ; 51,1 (CH Asp) ; 47,2 (CH Fmoc) ; 39,7 (CH; Asp) ; 37,6 (CH,-NH) ; 31,8,
29,5, 29,2 (CH; chaine) ; 28,1 (CHj tBu) ; 26,8, 22,6 (CH; chaine) ; 14,1 (CH3).

Synthése de la NV-(fert-butyloxycarbonyl)-N°*-(Benzyloxycarbonyl)-L-Lysinyl-octanamide (2)

0]

H
><O\([)]/ N H/C8H17

HN._O
Y

0]
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Dans un ballon monocol, 1,22 g (9,46.10° mol, 1,2 eq) d’octylamine, 3 g (7,88.10° mol, 1 eq)
de BocLys(Z)OH, 1,9 g (9,46.107 mol, 1,2 eq) de DCC et une quantité catalytique d’HOBt
sont dissouts dans du dichlorométhane anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la
DIEA et I’agitation est maintenue a température ambiante durant 24 heures. La DCU formée
est filtrée sur verre fritté et le brut est purifié par chromatographie flash sur colonne de gel de

silice (¢luant : cyclohexane/acétate d’éthyle 8/2) pour conduire au composé¢ 2 sous forme
d’une poudre blanche (2,88 g, 5,86.107 mol, 74%).

Formule brute : C,7H45N305

MM : 491,3 g.mol

Rf (cyclohexane/acétate d’éthyle 5/5) = 0,46
[alp® : - 6 (c, 1, CHy,Cly)

Point de fusion : 77-78°C

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) o : 7,34 (5H, s, H arom) ; 6,49 (1H, m, NH-CO) ; 5,36 (1H, d,
NH-CO, J = 7,87 Hz) ; 5,09 (3H, s, CH»-O et CH Lys) ; 4,05 (1H, d, NH ur, J = 5,91 Hz) ;
3,19 (4H, m, CH,-CH,-NH) ; 1,86-1,11 (6H, m, 3 CH, Lys) ; 1,43 (9H, s, tBu) ; 1,27 (12H, s,
6 CH; chaine) ; 0,88 (3H, t, CH3 J = 6,52 Hz).

RMN "“C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 172,4 (CO-NH) ; 156,6 (OCONH) ; 136,6 (C'V Ph) ;
128,5, 128,1 (CH Ph) ; 80,4 (C" tBu) ; 66,7 (CH, (Z)) ; 54,4 (CH Lys) ; 31,9 (CH,-NH Lys) ;
31,8 (CH,-NH chaine) ; 29,5, 29,3 (CH; chaine) ; 29,2 (CH; Lys) ; 28,2 (CH; tBu) ; 26,9,
25,6, 25,0, 22,7 (CH, chaine) ; 22,6 (CH; Lys) ; 14,1 (CHs).

Synthése de la N-(Octa-O-acétyl-lactobionyl)-#-(tert-butyloxycarbonyl)-L-aspartyl-
octanamide (5)

OAc
(0] (0]
OACOAC OAc H
N _CgH
& OAc H gH17
AcO (6]
OAc OAc 0
ojL

Dans un ballon monocol, 0,8 g (1,53.10 mol, 1 eq) de composé 1 sont dissouts dans
un mélange DEA/CH;CN (1/9 : v/v). L’agitation est maintenue a température ambiante durant
une heure puis le milieu réactionnel est concentré sous pression réduite. Le composé 3 ainsi
obtenu sera directement mis en réaction avec la lactobionolactone.

Parallélement, dans un ballon monocol, 0,71 g (1,99.10° mol, 1,3 eq) d’acide
lactobionique sont mis en suspension dans un mélange 2-méthoxyéthanol/toluéne (5/5 : v/v)
avec quelques gouttes de TFA. Le mélange est tout d’abord solubilisé¢ a 50°C pendant 10 min,
avant d’étre concentré sous pression réduite. Cette méme étape est répétée quatre fois, sans
ajout de TFA.

La lacotobionolactone ainsi préparée et le composé 3 sont ensuite mis en réaction dans
le 2-méthoxyéthanol, en présence de TEA (pH = 8-9) et sous atmosphére inerte. Le milieu
réactionnel est ensuite chauffé a 65°C durant 28 heures. Lorsque le dérivé acide aspartique 3
est complétement consommé (observation en CCM), la solution est évaporée sous pression
réduite et le brut réactionnel, refroidi dans un bain de glace, est acétylé par addition goutte a
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goutte d’un mélange Ac,O/Pyridine (1/1: v/v). L’agitation est maintenue a température
ambiante pendant 12 heures puis le milieu réactionnel est jeté dans 150 mL d’HCl 1N et
extrait 3 fois au dichlorométhane. La phase organique est ensuite lavée 2 fois avec de la
saumure, séchée sur Na,SO4 et évaporée sous pression réduite. Le brut est purifié par
chromatographie flash sur colonne de gel de silice (éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle 6/4)
pour conduire au composé 5 sous forme d’une poudre blanche (0.58 g, 5,99.10* mol, 40%).

Formule brute : C44HgsN,0O22

MM : 976,4 g.mol’

Rf (cyclohexane/acétate d’éthyle 6/4) = 0,4

[a]p””: + 52 (c, 1, CH,Cly)

Point de fusion : 48,2-49,3°C (début de décomposition)

RMN 'H (CDCls, 250 MHz) & : 7,52 (1H, d, NH, J= 8,3 Hz) ; 6,6 (1H, t, NH, J= 5,6 Hz) ;
5,49 (1H, m, H-2) ; 5,38 (2H, m, H-2 et H-4") ; 5,11 (2H, m, H-3 et H-3) ; 4,99 (1H, m, H-
5) ; 4,66-4,52 (3H, m, H-1°, H-4 et CH Asp) ; 4,15-3,98 (5H, CH»-6, CH»-6" et H-5") ; 3,18
(2H, m, CH,-NH) ; 2,93 (1H, dd, CH, Asp, J = 3,6 et 17 Hz) ; 2,42 (1H, dd, CH, Asp, J = 6,4
et 17 Hz) ; 2,23-1,98 (24H, m, 8 CH3-CO) ; 1,43 (9H, s, tBu); 1,25 (12H, s, 6 CH,) ; 0,86
(3H, t, CHs,J = 6,5 Hz).

RMN "C (CDCL, 62,86 MHz) 6 : 172,1-168,0 (CO-NH, O-CO) ; 101,5 (CH-1") ; 81,9 (C"Y
tBu) ; 78,0 (CH-4) ; 72,3 (CH-2) ; 71,1 (CH-5") ; 71,0 (CH-3") ; 69,8 (CH-2") ; 69,6 (CH-3) ;
68,9 (CH-4’) ; 66,9 (CH-5) ; 61,4, 61,1 (CHx-6 et CH,-6") ; 49,0 (CH Asp) ; 39,9 (CH, Asp) ;
31,8 (CH,-NH) ; 29,3, 29,2 (CH, chaine) ; 28,0 (CH; tBu) ; 26,8; 22,6 (CH, chaine) ; 20,8,
20,7, 20,6, 20,5 (CH3-CO) ; 14,1 (CHa).

MS (ESI+, m/z) : 977,3 [M+H) ], 994,3 [(M+NH,)'], 999,3 [(M+Na)'], 1015,3 [(M+K)'].

Synthése de la N-(Octa-O-acétyl-lactobionyl)-N*-(benzyloxycarbonyl)-L-Lysinyl-octanamide (6)

OAc
OAcoac OAc H Q .y
0O OAc Hx M7
AcO o
OAG OAc

HN.__O
Y

0]

Dans un ballon monocol, 2,86 g (5,82.10” mol, 1 eq) de composé 2 sont dissouts dans
un mélange TFA/CH,Cl, (3/7: v/v). L’agitation est maintenue a température ambiante
pendant 3 heures puis le milieu réactionnel est concentré sous pression réduite. Le composé 4
ainsi obtenu est directement mis en réaction avec la lactobionolactone.

La lacotobionolactone (7,57.10” mol, 1,3 eq) fraichement préparée selon la technique
précédemment décrite et le composé 4 sont mis en réaction dans le 2-méthoxyéthanol, en
présence de TEA (pH = 8-9) et sous atmosphére inerte. Le milieu réactionnel est ensuite
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chauffé a 65°C durant 24 heures. Lorsque le dérivé lysine observée en CCM est totalement
consommé, la solution est évaporée sous pression réduite et le brut réactionnel, refroidi dans
un bain de glace, est acétylé par addition goutte a goutte d’un mélange Ac,O/Pyridine (1/1 : v/v).
L’agitation est maintenue a température ambiante pendant 12 heures puis le milieu réactionnel
est jeté dans 150 mL d’HCI IN et extrait 3 fois au dichlorométhane. La phase organique est
ensuite lavée 2 fois avec de la saumure, séchée sur Na,SO,4 et évaporée sous pression réduite.
Le brut est purifié par chromatographie flash sur colonne de gel de silice (éluant:
cyclohexane/acétate d’éthyle 6/4) pour conduire au composé 6 sous forme d’une poudre
blanche (2,8 g, 2,62.10~ mol, 45%).

Formule brute : C50H73N30,,

MM : 1067,5 g.mol

Rf (cyclohexane/acétate d’éthyle 6/4) = 0,2

[a]n””: + 5,4 (¢, 1, CHoCLy)

Point de fusion : 62,1-63,3°C (début de décomposition)

RMN 'H (CDCl;, 250 MHz) § : 7,36 (5H, s, Ph) ; 6,61 (1H, d, NH, J = 8,0 Hz) ; 6,08 (1H,
m, NH) ; 5,54 (1H, m, H-4) ; 5,38 (1H, m, H-3) ; 5,32 (1H, m, H-2) ; 5,16-5,01 (5H, m, H-2’,
H-5, H-3’, CH,-Ph) ; 4,61 (1H, d, H-1>, J= 7,8 Hz) ; 4,54 (1H, dd, H-4, J= 2.9 et 12,5 Hz) ;
4,26-4,04 (5H, m, 2 H-6, 2 H-6’, H-5") ; 3,91 (1H, t, CH Lys, J = 6,6 Hz) ; 3,23-3,17 (4H, m,
2 CH,-NH) ; 2,24-2,0 (24H, m, 8 CH;-CO) ; 1,90-1,38 (6H, m, 3 CH, Lys) ; 1,28 (12H, s, 6
CH,) ; 0,89 (3H, t, CHs J = 6,5 Hz).

RMN "*C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 170,6-156,6 (CO-NH, O-CO) ; 136,7 (C'¥ Ph) ; 128.5,
128,1, 128,0 (CH Ph) ; 101,7 (CH-1") ; 77,9 (CH-4) ; 72,6 (CH-2) ; 71,1 (CH-5) ; 70,9 (CH-
3°); 69,9 (CH-5) ; 69,3 (CH-3) ; 68,9 (CH-2") ; 66,8 (CH-4") ; 66,5 (CH, (2)) ; 61,2, 61,0
(CH,-6 et CH,-6) ; 52,7 (CH Lys) ; 39,8 (CH,-NH) ; 31,8 (CH,-NH) ; 29,4, 29,2 (CH, Lys) ;
26,9, 22,6 (CH, chaine) ; 22,2 (CH, Lys) ; 20,9, 20,8, 20,7, 20,6, 20,5 (CH;-CO) ; 14,1 (CH).

MS (ESI+, m/z): 10684 [(M+H)'], 10854 [(M+NH4)'], 1090,4 [(M+Na)'], 11064
[(M+K)].

Synthése de la N-(Octa-O-acétyl-lactobionyl)-L-aspartyl-octanamide (7)
OAc
O O
OAc OAc i H
AcO O
C OAc OAc 0
OH

Dans un ballon monocol, 0,5 g (5,12.10* mol) de composé 5 sont dissouts dans un
mélange TFA/CH,Cl, (4/6 : v/v). L agitation est maintenue a température ambiante durant 3
heures puis le milieu réactionnel est concentré sous pression réduite. Le brut est purifié par
chromatographie flash sur colonne de gel de silice (¢luant : acétate d’éthyle/cyclohexane 7/3)
pour conduire au composé 7 sous forme d’une poudre blanche (0,43 g, 4,71.10™ mol, 92%).

Formule brute : C40HgoN2022

MM : 920.4 g.mol

Rf (acétate d’éthyle) = 0,33

Point de fusion : 56,2-57,4°C (début de décomposition)
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RMN 'H (CDCl;, 250 MHz) o : 7,50 (1H, d, NH-CO, J = 8,2 Hz) ; 6,78 (1H, t, NH-CO, J =
5,5 Hz) ; 5,48 (1H, m, H-2) ; 5,36 (2H, m, H-2" et H-4") ; 5,10 (2H, m, H-3 et H-3") ; 4,99
(1H, m, H-5) ; 4,70-4,50 (3H, m, H-1°, H-4 et CH Asp) ; 4,21-3,92 (5H, CH,-6, CH,-6" et H-
5%); 3,18 (2H, m, CH,-NH) ; 2,96 (1H, dd, CH, Asp, J = 3,4 et 16,8 Hz) ; 2,42 (1H, dd, CH,
Asp,J=6,2 ¢t 16,8 Hz) ; 2,19-1,97 (24H, m, 8 CH3-CO) ; 1,24 (12H, s, 6 CH,) ; 0,84 (3H, t,
CH;,J = 6,4 Hz).

RMN "*C (CDClL, 62,86 MHz) 5 : 172,1-168,0 (CO-NH, O-CO) ; 101,5 (CH-1°) ; 77,9 (CH-
4y ;72,2 (CH-2) ; 71,0 (CH-5") ; 70,8 (CH-3) ; 69,6 (CH-2’) ; 69,4 (CH-3) ; 68,9 (CH-4") ;
66,9 (CH-5) ; 61,4, 61,1 (CH»-6 et CH,-6") ; 49,0 (CH Asp) ; 39,9 (CH, Asp) ; 31,8 (CH,-
NH) ; 29,3, 29,2 (CH, chaine) ; 26,8; 22,6 (CH, chaine) ; 20,8, 20,7, 20,6, 20,5 (CH;-CO) ;
14,1 (CH3).

Synthése de la N-(Octa-O-acétyl-lactobionyl)-f-(4-amino-TEMPO)-L-aspartyl-octanamide (9)

OAc
OAcoac OAc 9 H Q
o) OAc N N- T8t
AcO oA 0] OAc 5'
HN
N. o

Dans un ballon bicol placé sous atmosphére inerte, 0,3 g (3,26.10* mol, 1 eq) de
I’acide 7, 0,024 g (4,24.10'4 mol, 1,3 eq) de 4-AT, 0,075 g (3,91.10'4 mol, 1,2 eq) de EDC et
une quantité catalytique d’HOBt sont dissouts dans du dichlorométhane anhydre. Le pH est
ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et I’agitation est maintenue a température ambiante
pendant 36 heures. Le milieu réactionnel est ensuite évaporé sous pression réduite et le brut
est purifié par chromatographie flash sur colonne de gel de silice (éluant: acétate
d’éthyle/cyclohexane 7/3) puis par colonne chromatographie d’exclusion de taille sur résine
Sephadex LH 20 (éluant : dichlorométhane/méthanol 1/1), pour conduire au composé 9 sous
forme d’une poudre orange (0,17 g, 1,62.10™ mol, 50%).

Formule brute : C40H77N40»,

MM : 1073,5 g.mol™

Rf (acétate d’éthyle) = 0,42

Point de fusion : 73,1-74,2°C (début de décomposition)

UV (CH2CL) : Amax = 229 nm

IR (KBr) : 3397, 2933, 1753, 1663, 1537, 1373 (NO'), 1226, 1052 cm™.
MS (ESI+, m/z) : 1074,4 [(M+H)'], 1096,4 [(M+Na)'], 1112,3 [(M+K)].
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Synthése de la N-(Octa-O-acétyl-lactobionyl)-N°~(carboxypropyl)-L-Lysinyl-octanamide (10)

OAc
OAcoac oAcQ H Q
o) OAc N N-CeH7
AcO 0] H
OAG OAc

Dans un ballon monocol, 0,3 g (2,81.10™ mol) de composé 6 sont dissouts dans un
mélange éthanol/acide acétique (99/1 : v/v) puis 0,018 g de Pd/C sont lentement ajoutés. Le
milieu est ensuite placé sous pression d’hydrogéne (8 bars) durant 12 heures. Le brut
réactionnel est ensuite filtré sur célite puis concentré sous pression réduite pour conduire de
facon quantitative a I’amine 8 sous forme d’une poudre blanche.

Puis dans un bicol placé sous atmosphére inerte, 0,24 g (2,57.10* mol, 1 eq) de
I’amine 8 obtenue sont directement mis en réaction avec 0,019 g (3,34.10"4 mol, 1,3 eq) de 3-CP,
0,059 g (3,08.10* mol, 1,2 eq) de EDC et une quantité¢ catalytique d’HOBt dans du
dichlorométhane anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et 1’agitation est
maintenue a température ambiante durant 18 heures. Le milieu réactionnel est ensuite évaporé
sous pression réduite. Le brut est purifié par chromatographie flash sur colonne de gel de
silice (€luant: acétate d’éthyle/cyclohexane 8/2) puis par colonne chromatographie
d’exclusion de taille sur résine Sephadex LH 20 (¢luant : dichlorométhane/méthanol 1/1) pour
conduire au composé 10 sous forme d’une poudre jaune (0,076 g, 0,69.10™* mol, 32%).

Formule brute : Cs5;HgiN4O»»

MM : 1101,5 g.mol™!

Rf (acétate d’éthyle) = 0,33

[a]p™ : + 10,5 (c, 1, CH,CL)

Point de fusion : 98,5-99,4°C (début de décomposition)

UV (CH,CL) : Apax =231 nm

IR (KBr) : 3382, 2918, 1749, 1662, 1541, 1375 (NO"), 1230, 1048 cm™.

MS (ESI+, m/z) : 1102,7 [(M+H)'], 1119,7 [(M+NH,4) '], 1124,6 [(M+Na)'], 1140,7
[(M+K)"].

Synthése de la N-Lactobionyl-f-(4-amino-TEMPO)-L-aspartyl-octanamide (11)

OH
& OH N N CeH
HO (0] OH \¢g
HN

OH
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Dans un ballon monocol, 0,16 g (1,49.10™* mol) de composé 9 sont dissouts dans 10 mL
de méthanol distillé et une quantité catalytique de méthanolate de sodium (pH = 9) est
ajoutée. L agitation est alors maintenue a température ambiante durant 4 heures puis le milieu
réactionnel est neutralisé avec quelques gouttes d’HCI 1N et évaporé sous pression réduite. Le
brut est purifi¢ par chromatographie d’exclusion de taille sur résine Séphadex LH 20 (éluant :
méthanol) pour conduire au composé 11 sous forme d’une poudre orange (0,084 g, 1,12.10™* mol,
90%).

Formule brute : C33Hg N4O14

MM : 737,4184 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/méthanol/eau : 7/2/1) : 0,5

[a]p™”: + 26,3 (c, 1, MeOH)

Point de fusion : 88.6-89.4°C (début de décomposition)

UV (MeOH) : Apax =229 nm
HR-MS (ESI+, m/z) : 738,4266 [(M+H)'].

Synthése de la N-Lactobionyl-N*-(carboxypropyl)-L-Lysinyl-octanamide (12)

OH
(0] (0]
OH OH H
HO 0] OH H
HN

OH

Dans un ballon monocol, 0,06 g (0,54.10™* mol) de composé 10 sont dissouts dans 10 mL
de méthanol distillé et une quantité catalytique de méthanolate de sodium (pH = 9) est
ajoutée. L agitation est alors maintenue a température ambiante durant 4 heures puis le milieu
réactionnel est neutralisé avec quelques gouttes d’HCI 1IN et évaporé sous pression réduite. Le
brut est purifié par chromatographie d’exclusion de taille sur résine Séphadex LH 20 (éluant :
méthanol) pour conduire au composé 12 sous forme d’une poudre jaune (0,04 g, 0,52.10 mol,
96%).

Formule brute : C35H65N4014

MM : 765,4497 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/méthanol/eau : 7/2/1) : 0,41

[a]p””: + 19,0 (c, 0,1, MeOH)

Point de fusion : 118,2-119.4°C (début de décomposition)

UV (MeOH) : Amax =231 nm
HR-MS (ESI+, m/z) : 766,4537 [(M+H)'].
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N-(Octa-O-acétyl-lactobionyl)-L-aspartyl-1H,1H,2H,2H-perfluooctanamide (15)
OAc
OA oAcQ y @
AcO vy o OAc (I;
OH

Dans un ballon monocol, 0,25 g (2,0.10™ mol) de composé 13 sont dissouts dans un
mélange TFA/CH,Cl, (4/6 : v/v). L agitation est maintenue a température ambiante durant 4
heures puis le milieu réactionnel est concentré sous pression réduite. Le brut est purifi¢ par
chromatographie flash sur colonne de gel de silice (éluant : acétate d’éthyle/cyclohexane 7/3)
pour conduire au composé 15 sous forme d’une poudre blanche (0,2 g, 1,76.10™ mol, 88%).

Formule brute : C4oH47F13N,0,,

MM : 1154,2 g.mol’*

Rf (acétate d’éthyle) = 0,46

Point de fusion : 63,0-64,2°C (début de décomposition)

RMN 'H (CDCl3, 250 MHz) o : 7,58 (1H, d, NH-CO, J = 8,0 Hz) ; 7,0 (1H, t, NH-CO, J =
5,3 Hz); 5,45 (1H, m, H-2) ; 5,41 (2H, m, H-2" et H-4") ; 5,15 (2H, m, H-3 et H-3") ; 5,03
(1H, m, H-5) ; 4,68-4,58 (3H, m, H-1", H-4 et CH Asp) ; 4,16-3,92 (5H, CH,-6, CH,-6" et H-
5%); 3,57 (2H, m, CH,-NH) ; 3,03 (1H, dd, CH, Asp, J=3,2 et 16,6 Hz) ; 2,38 (3H, m, CH,-
CF, et CH; Asp) ; 2,22-1,98 (24H, m, 8 CH3-CO).

RMN “F (CDCL;, 250 MHz) & : -80,7 (3F, CF); -114,1 (2F, CF,-CHy) ; -121,8, -122.,8, -
123,6 (6F, CF») ; -126,1 (CF,-CF5).

RMN "*C (CDCL, 62,86 MHz) 5 : 172,1-168,4 (CO-NH, O-CO) ; 101,5 (CH-1°) ; 77,9 (CH-
4y ; 72,1 (CH-2) ; 71,2 (CH-5") ; 70,9 (CH-3") ; 70,0-69,6 (CH-5 et CH-2’) ; 69,4 (CH-3) ;
68,9 (CH-4") ; 61,6, 61,0 (CH»-6 et CH»-6") ; 49,0 (CH Asp) ; 41,8 (CH»-NH) ; 35,5 (CH,
Asp) ; 31,8 (CH,-NH) ; 30,2 (CH,-CF>) ; 20,8, 20,7, 20,6, 20,5 (CHs-CO).

Synthése de la N-(Octa-O-acétyl-lactobionyl)-#-(4-amino-TEMPOQO)-L-aspartyl-1H,1H,
2H,2H-perfluooctanamide (17)

OAc
O (0]
OAc OAc Y H
AcO (0] H
OAc OAc 0]
HN

N\O'

Dans un ballon bicol placé sous atmosphére inerte, 0,13 g (1,13.10” mol, 1 eq) de
I’acide 15, 0,025 g (1,46.10'4 mol, 1,3 eq) de 4-AT, 0,026 g (1,36.10'4 mol, 1,2 eq) de EDC et une
quantité¢ catalytique d’HOBt sont dissouts dans du dichlorométhane anhydre. Le pH est
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ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et I’agitation est maintenue a température ambiante
durant 30 heures. Le milieu réactionnel est ensuite évaporé sous pression réduite et le brut est
purifi¢ par chromatographie flash sur colonne de gel de silice (éluant: acétate
d’éthyle/cyclohexane 7/3) puis par colonne chromatographie d’exclusion de taille sur résine
Sephadex LH 20 (¢luant : dichlorométhane/méthanol 1/1), pour conduire au composé 17 sous
forme d’une poudre orange (0,088 g, 0,67.10'4 mol, 60%).

Formule brute : C49HeaF13N4022

MM : 1307,4 g.mol’’

Rf (acétate d’éthyle) : 0,56

Point de fusion : 66-67°C (début de décomposition)

UV (CH2CL) : Amax = 229 nm

IR (KBr) : 3435, 2937, 1754, 1671, 1537, 1373 (NO"), 1236, 1052 cm™".
MS (ESI+, m/z) : 1308,4 [(M+H)'], 1330,4 [(M+Na)'], 1346,4 [(M+K)"].

Synthése de N-(Octa-O-acétyl-lactobionyl)-N°-(carboxypropyl)-L-Lysinyl-1H,1H,2H,2H-
perfluorooctanamide (18)

OAc
(0]
OACOAG OAc 0 H
o) OAc N NN CeF 1
AcO (0] H
OAG OAc

Dans un ballon monocol, 0,3 g (2,30.10* mol) de composé 14 sont dissouts dans un
mélange éthanol/acide acétique (99/1 : v/v) puis 0,018 g de Pd/C sont lentement ajoutés. Le
milieu est ensuite placé sous pression d’hydrogeéne (8 bars) durant 12 heures. Le brut
réactionnel est ensuite filtré sur célite puis concentré sous pression réduite pour conduire de
facon quantitative a ’amine 16 sous forme d’une poudre blanche.

Puis dans un bicol placé sous atmosphére inerte, 0,25 g (2,14.10* mol, 1 eq) de
I’amine 16 obtenue sont directement mis en reaction avec 0,016 g (2,78.104 mol, 1,3 eq) de 3-CP,
0,049 g (2,57.10" mol, 1,2 eq) de EDC et une quantité catalytique d’HOBt dans du
dichlorométhane anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et I’agitation est
maintenue a température ambiante durant 18 heures. Le milieu réactionnel est ensuite évaporé
sous pression réduite. Le brut ainsi obtenu est purifié¢ par chromatographie flash sur colonne
de gel de silice (¢luant : acétate d’éthyle/cyclohexane 7/3) puis par colonne chromatographie
d’exclusion de taille sur résine Sephadex LH 20 (¢luant : dichlorométhane/méthanol 1/1) pour
conduire au composé 18 sous forme d’une poudre jaune (0,088 g, 6,59.10” mol, 30%).

Formule brute : Cs;HegF13N401
MM : 1335,4 g.mol’

Rf (acétate d’éthyle) = 0,58
[ : + 3,6 (¢, 1, CHoCLy)
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Point de fusion : 82,6-83,8°C (début de décomposition)

UV (CH,ClL) : Adax =203 nm

IR (KBr) : 3426, 2922, 1750, 1670, 1541, 1375 (NO"), 1242, 1048 cm™".

MS (ESI+, m/z) : 1336,5 [(M+H)'], 1353,6 [(M+NH,) '], 1358,5 [(M+Na)'], 1374,5
[(M+K)].

Synthése de la N-Lactobionyl-f-(4-amino-TEMPO)-L-aspartyl-1H,1H,2H,2H-perfluo

octanamide (19)
OH OH

N\O'

Dans un ballon monocol, 0,08 g (6,12.10” mol) de composé 17 sont dissout dans 10 mL
de méthanol distillé et une quantité catalytique de méthanolate de sodium (pH = 9) est
ajoutée. L’ agitation est alors maintenue a température ambiante durant 3 heures puis le milieu
réactionnel est neutralisé avec quelques gouttes d’HCI 1IN et évaporé sous pression réduite. Le
brut est purifié par chromatographie d’exclusion de taille sur résine Séphadex LH 20 (éluant :
méthanol) pour conduire au composé 19 sous forme d’une poudre orange (0,069 g, 7,12.10” mol,
86%).

Formule brute : C33H4sF13N4014

MM : 971,2959 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/méthanol/eau : 7/2/1) : 0,55
[a]p® : + 18,2 (c, 0,1, MeOH)

Point de fusion : 78-79°C (début de décomposition)

UV (MeOH) : Amax =229 nm
HR-MS (ESI+, m/z) : 972,3030 [(M+H)'].

N-Lactobionyl-N°~(carboxypropyl)-L-Lysinyl-1H,1H,2H,2H-perfluorooctanamide (20)

OH
OHO /\/C6F13
HO
OH
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Dans un ballon monocol, 0,07 g (5,24.10° mol) de composé 18 sont dissouts dans 10 mL
de méthanol distillé et une quantité catalytique de méthanolate de sodium (pH = 9) est
ajoutée. L agitation est alors maintenue a température ambiante durant 3 heures puis le milieu
réactionnel est neutralisé avec quelques gouttes d’HCI 1N et évaporé sous pression réduite. Le
brut est purifié par chromatographie d’exclusion de taille sur résine Séphadex LH 20 (éluant :
méthanol) pour conduire au composé 20 sous forme d’une poudre jaune (0,046 g, 4,6.10° mol,
88%).

Formule brute : C35sHs5,F3N4014

MM : 999,3272 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/méthanol/eau : 7/2/1) : 0,51

[a]p® : + 11,3 (c, 0,1, MeOH)

Point de fusion : 108,5-109,5°C (début de décomposition)

UV (MeOH) : Amax =203 nm
HR-MS (ESI+, m/z) : 1000,3353 [(M+H)'].

Synthése du 3-(cholesteryloxy)propionate de fert-butyle (28)

M

Dans un ballon bicol placé sous atmosphére inerte, 0,83 g (20,68.10° mol, 4 eq) de
NaH sont lavés a deux reprises avec du THF, puis sont dissouts dans 10 mL de THF anhydre.
Ensuite, 2 g (1,03.10~ mol, 2 eq) de cholestérol, dissouts dans 10 mL de THF, sont ajoutés
goutte a goutte a I’aide d’une ampoule a brome. Apreés 30 minutes d’agitation, 750 pL
(0,52.10” mol, 1 eq) d’acrylate de fert-butyle sont additionnés et 1’agitation est maintenue a
température ambiante durant 16 heures, 1 eq d’acrylate étant rajouté a t =2 et t = 6 heures. Le
milieu réactionnel est ensuite évaporé sous pression réduite et repris dans de 1’actétate
d’éthyle. Cette phase organique est lavée 2 fois avec du HCL 1N puis 2 fois avec de la
saumure, séchée sur Na,SO4 puis évaporée sous pression réduite. Le brut est purifié par
chromatographie flash sur colonne de gel de silice (éluant : cyclohexane/dichorométhane 6/4)
puis par recristallisation dans un mélange éther/méthanol, pour conduire au composé 28 sous
forme d’une poudre blanche (1,92 g, 3,73.107 mol, 72%).

Formule brute : C34H5303

MM : 514,4 g.mol

Rf (cyclohexane/acétate d’éthyle : 8/2) = 0,68
[a]p”: - 27,1 (c, 1, CH,Cl,)

Point de fusion : 78,4-79,2°C

RMN 'H (CDCl;, 250 MHz) § : 5,37 (1H, m, He Chol) ; 3,73 (2H, t, CH,-O, J = 6,55 Hz) ;
3,19 (1H, m, Ha Chol) ; 2,50 (2H, t, CH,-CO, J = 6,56 Hz) ; 2,38 et 2,20 (2H, m, 2 Hb Chol) ;
2,1-1,8 (5H, m, H Chol) ; 1,65-0,87 (33H, m, H Chol) ; 1,48 (9H, s, tBu) ; 0,7 (3H, s, CH;
Chol).
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RMN "*C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 171,1 (CO-tBu) ; 140,9 (C; Chol) ; 121,6 (C, Chol) ; 80,4
(CV tBu) ; 79,2 (C5 Chol) ; 63,8 (CH»-0) ; 56,8, 56,2, 50,2, 42,3, 39,8, 39,5 (C Chol) ; 39,1
(CH,-CO) ; 36,9, 36,8, 36,2, 35,8, 32,0, 28,4, 28,3 (C Chol) ; 28,1 (tBu) ; 28,0, 23,8, 22.9,
22,6,21,1,19.4, 18,7, 11,9 (C Chol).

MS (ESI+, m/z) : 515,4 [(M+H)], 532,5 [(M+NH,)"], 537,4 [(M+Na)'].

Synthése de I’acide 3-(cholestéroloxy)propanoique (29)

HOJ\/\O

Dans un ballon monocol, 1,37 g (2,66.10” mol) de composé 28 sont dissouts dans un
mélange TFA/CH,Cl, (2/8 : v/v). L agitation est maintenue a température ambiante durant 2
heures puis le milieu réactionnel est concentré sous pression réduite. Le brut est purifié par
chromatographie flash sur colonne de gel de silice (¢luant : cyclohexane/acétate d’éthyle 8/2)
pour conduire au composé 29 sous forme d’une poudre blanche (0,99 g, 2,15.10° mol, 81%).

Formule brute : C30Hs5003

MM : 458.4 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 5/5) = 0,54
[a]p® : - 23,3 (c, 1, CH,CLy)

Point de fusion : 154,5-155,3°C

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) o : 5,38 (1H, m, He Chol) ; 3,79 (2H, t, CH»-O, J = 6,35 Hz) ;
3,23 (1H, m, Ha Chol) ; 2,65 (2H, t, CH,-CO, J = 6,29 Hz) ; 2,39 et 2,23 (2H, m, 2 Hb Chol) ;
2,06-1,76 (5H, m, H Chol) ; 1,68-0,86 (33H, m, H Chol) ; 0,7 (3H, s, CH; Chol).

RMN *C (CDCls, 62,86 MHz) & : 176,8 (COOH) ; 140,6 (C; Chol) ; 121,9 (C Chol) ; 79,6 (
C; Chol) ; 63,0 (CH,-0) ; 56,8, 56,1, 50,2, 42,3, 39,8, 39,5 (C Chol) ; 38,9 (CH»-CO) ; 37,2,
36,8, 36,2, 35,8, 32,0, 31,9, 28,3, 28,0, 23,8, 22,9, 22,6, 21,1, 19,4, 18,7, 11,9 (C Chol).

MS (ESI+, m/z) : 457,4 [(M-H)1, 476,4 [(M+NH,)'], 481,3 [(M+Na)'].

Synthése de la 3-(cholesteryloxy)-N-(2-methyl-2-nitropropyl)propanamide (32)

0]

OQN/\NJJ\/\O
. H

“

Dans un ballon monocol, 0,88 g (2,30.10'3 mol, 1 eq) de composé 29, 0,36 g (2,3. 107 mol,
1 eq) de 2-methyl-2-nitro-propylamine 21, 0,554 g (2,69.10 mol, 1,4 eq) de DCC et une
quantité catalytique d’HOBt sont dissouts dans du dichlorométhane anhydre. Le pH est
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ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et I’agitation est maintenue a température ambiante
durant 16 heures. La DCU formée est filtrée sur verre fritté et le brut est purifié par
chromatographie flash sur colonne de gel de silice (éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle 7/3)
puis par recristallisation dans 1’éther, pour conduire au composé 32 sous forme d’une poudre
blanche (1,03 g, 1,84.10'3 mol, 96%).

Formule brute : C34HsgN»Oy4

MM : 558.4 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 7/3) = 0,63
[a]p® : - 13 (c, 1, CH,Cly)

Point de fusion : 108,8-109,6°C

RMN 'H (CDCl;, 250 MHz) 6 : 7,14 (1H, t, NH, J = 6,91 Hz) ; 5,38 (1H, m, Hc Chol) ; 3,77
(2H, d, CH,-NH, J = 6,55 Hz) ; 3,71 (2H, t, CH»-O, J = 6,05 Hz) ; 3,21 (1H, m, Ha Chol) ;
2,51 (2H, t, CH,-CO, J = 5,54 Hz) ; 2,38 et 2,21 (2H, m, 2 Hb Chol) ; 2,06-1,80 (5H, m, H
Chol) ; 1,60 (6H, s, 2 CH3-C") ; 1,56-0,87 (33H, m, H Chol) ; 0,7 (3H, s, CH; Chol).

RMN "C (CDCl;, 62,86 MHz) 6 : 172,5 (CO) ; 140,5 (C, Chol) ; 122 (C, Chol) ; 88,7 (C"Y) ;
79,6 (C3 Chol) ; 63,6 (CH»-0) ; 56,8, 56,1, 50,1 (C Chol) ; 45,8 (CH,-NH) ; 42,3, 39,8, 39,5,
38,8, 37,2, 37,1 (C Chol) ; 36,8 (CH,-CO) ; 36,2, 35.8, 31,9, 28,3, 28,2, 28.0 (C Chol) ; 24,3
(CH;-C"™), 23,8, 22,9, 22,6, 21,1, 19,3, 18,7, 11,9 (C Chol).

MS (ESI+, m/z) : 559,4 [(M+H) ], 576,5 [(M+NH,) '], 581,4 [(M+Na)'], 597,4 [M+K)"].

Synthése de la 3-(cholesteryloxy)-N-(2-(hydroxyamino)-2-methylpropyl)propanamide (33)

Dans un tricol placé sous atmosphére inerte, 1,2 g (2,15.10'3 mol, 1 eq) de composé 32
et 0,17 g (3,22.10° mol, 1,5 eq) de NH4Cl sont dissouts dans un mélange THF/H,O (3/1 : v/v). Le
milieu est ensuite refroidi a 0°C et 0,56 g (8,59.10° mol, 4 eq) de poussiére de Zinc sont
délicatement ajoutés en veillant a ne pas dépasser les 15°C. Une fois 1’addition terminée,
’agitation est maintenue a température ambiante durant 30 minutes. Le milieu réactionnel est
ensuite filtré sur célite puis concentré sous pression réduite. Le brut est purifié par
chromatographie flash sur colonne de gel de silice (¢luant : acétate d’éthyle) pour conduire au
composé 33 sous forme d’une huile jaune pale (0,6 g, 1,12.10~ mol, 52%).

Formule brute : C34HgoN,O3

MM : 544,5 g.mol’

Rf (acétate d’éthyle/méthanol : 9,5/0,5) = 0,25
[a]p™ : - 27,1 (c, 1, CHoCL)

Point de fusion : 110,4-111,8°C

RMN 'H (CDCl;, 250 MHz) 6 : 6,89 (1H, t, NH, J = 6,26 Hz) ; 5,37 (1H, m, Hc Chol) ; 3,76
(2H, t, CH,-0, J = 5,66 Hz) ; 3,27 (2H, d, CH,-NH, J = 6,62 Hz) ; 3,21 (1H, m, Ha Chol) ;
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2,53 (2H, t, CH,-CO, J = 5,64 Hz) ; 2,38 et 2,21 (2H, m, 2 Hb Chol) ; 2,08-1,76 (5H, m, H
Chol) ; 1,62-0,87 (33H, m, H Chol) ; 1,09 (6H, s, 2 CH3-C") ; 0,7 (3H, s, CH3 Chol).

RMN "“C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 173,5 (CO) ; 140,5 (C; Chol) ; 122 (C, Chol) ; 79,4 (Cs
Chol) ; 64,0 (CH,-0) ; 57,7 (C") ; 56,7, 56,1, 50,1 (C Chol) ; 45,0 (CH,-NH) ; 42,3, 39,7,
39,5, 37,1 (C Chol) ; 36,8 (CH,-CO) ; 36,2, 35,8, 31,9, 28,4, 28,2, 28,0, 24,3, 23,8 (C Chol),
22,8 (CHs-C"Y), 22,6, 21,1, 19,4, 18,7, 11,9 (C Chol).

Synthése de la N-[1,1-Dimethyl-1-(3-cholesteryloxypropanamidomethyl)]-a-[4-(octa-O-
acetyl-lactobionamidomethyl)phenyl|nitrone (37)

OAc
OAc OAc O

OAc -
O +
AcO OAc OAc _N - N JJ\/\ o
Y H

Dans un ballon bicol surmonté d’un réfrigérant et placé sous atmosphere inerte, 0,44 g
(0,54.10° mol, 1 eq) de N-(4-formylbenzyl)-octa-O-acetyllactobionamide 36 et 0,24 ¢
(0,43.10” mol, 0,8 eq) d’hydroxylamine 33 sont dissouts dans un mélange THF/AcOH (3/2 :
v/v) en présence de tamis moléculaire 4 A. Le milieu réactionnel est chauffé a 60°C durant 30
heures, 0,2 eq d’hydroxylamine 33 étant rajouté a t = 14 et t = 20 heures. Le milieu
réactionnel est ensuite filtré sur une fine couche de célite et concentré sous pression réduite.
Le brut est purifi¢ par chromatographie flash sur colonne de gel de silice (¢luant : acétate
d’éthyle) puis par chromatographie d’exclusion de taille sur résine Sephadex LH 20 (éluant :
méthanol/dichlorométhane 1/1) pour conduire au compos¢ 37 sous forme d’une poudre
blanche (0,37 g, 0,32.107 mol, 58%).

Formule brute : C70H103N3022

MM : 1337,7 g.mol”’

Rf (acétate d’éthyle/méthanol : 9,5/0,5) = 0,33
[a]p””: - 29,2 (c, 1, CH,Cl,)

Point de fusion : 110,4-111,8°C

RMN 'H (CDCl;, 250 MHz) & : 8,27 (2H, d, H arom, J = 8,2 Hz) ; 7,5 (1H, s, CH=N(0)) ;
7,31 (2H, d, H arom, J = 8,2 Hz) ; 7,0 (1H, t, NH-CH,-C", J = 5,85 Hz) ; 6,57 (1H, t, NH-
CH,-Ph, J = 5,85 Hz) ; 5,64 (2H, m, H-2 et H-3) ; 5,38 (1H, m, Hc Chol) ; 5,20 (1H, d, H-4’,
J=2,52Hz); 5,16 (1H, s, H-2") ; 5,08 (1H, m, H-5) ; 4,99 ( 1H, dd, H-3’, J=3,42 ¢t J= 10,4
Hz); 4,64 (1H, d, H-1°, J= 7,95 Hz) ; 4,58 4 4,48 (2H, m, H-6a et H-7a) ; 4,46 4 4,32 (2H, m,
H-4 et H-7b) ; 4,24 4 4,0 (3H, m, H-6b, H-6" et H-6b) ; 3,88 (1H, t, H-5", J = 6.83 Hz) ; 3,73
(2H, t, CH,-0, J = 6,64 Hz) ; 3,69 (2H, d, C"V-CH,-NH, J = 6,01 Hz); 3,13 (1H, m, Ha
Chol) ; 2,45 (2H, t, CH,-CO, J = 5,73 Hz) ; 2,34 et 2,28 (2H, m, 2 Hb Chol) ; 2,21-1,98 (24H,
m, CH3-CO) ; 1,92-1,70 (5H, m, H Chol) ; 1,61 (6H, s, 2 CH5-C") ; 1,58-0,87 (33H, m, H
Chol) ; 0,7 (3H, s, CH3 Chol).

RMN "*C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 171,8 (CO) ; 170,4, 170.2, 169,8, 169,7, 169,2 (8s, CO-
CHs) ; 167,8 (CO-NH) ; 142,5 (C" arom) ; 141,2 (C, Chol) ; 131,8 (CH=N(0)) ; 131,2 (C"Y
arom) ; 129,4, 127,5 (CH arom) ; 122 (C, Chol) ; 101,9 (CH-1") ; 79,5 (C;5 Chol) ; 77,6 (CH-
4) ;73,4 (C") ; 71,6 (CH-2) ; 71,0 (CH-5", CH-3") ; 69,7 (CH-5) ; 69,2 (CH-3) ; 69,0 (CH-
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2°); 66,8 (CH-4") ; 63,6 (CH»-0) ; 61,6 (CHx-6) ; 60,9 (CH»-6") ; 56,7, 56,1, 50,1 (C Chol) ;
47,2, 43,2 (CH»-NH) ; 42,3, 39,5 (C Chol) ; 36,8 (CH»-CO) ; 37,2, 37,1, 36,8, 36,2, 35,8,
31,9, 31,8, 28,3, 28,0 (C Chol) ; 25,2 (CHj) ; 24,3 (CHs-C'Y) ; 23,8, 22,9, 22,6 (C Chol) ;
20,9, 20,8, 20,7, 20,6, 20,5, 20,4 (8s, CH5-CO) ; 19,4, 18,7, 11,9 (C Chol).

MS (ESI+, m/z) : 1338,6 [(M+H)'], 13557 [(M+NH,)'], 1360,6 [(M+Na)'], 1376,6
[(M+K)].

Synthése de la N-[1,1-Dimethyl-1-(3-cholesteryloxypropanamidomethyl)]-a-[4-(lacto
bionamidomethyl)phenyl|nitrone (38).

OH
OH O
H (0] +
© OH OH =N . NJJ\/\O

Dans un ballon monocol, 0,37 g (2,80.10™* mol) de compos¢ 37 sont dissout dans 10 mL
de méthanol distillé et une quantité catalytique de méthanolate de sodium (pH = 9) est
ajoutée. L agitation est alors maintenue a température ambiante durant 3 heures puis le milieu
réactionnel est neutralisé avec quelques gouttes d’HCI 1N et évaporé sous pression réduite. Le
brut est purifié par chromatographie d’exclusion de taille sur résine Séphadex LH 20 (¢éluant :
méthanol) pour conduire au composé 38 sous forme d’une poudre blanche (0,23 g, 2,30.10™* mol,
84%).

Formule brute : Cs4sHg7N30O14

MM : 1001,6188 g.mol™

Rf (acétate d’éthyle/méthanol/eau : 7/2/1) = 0,42
[a]o™’: - 5,8 (c, 1, MeOH)

Point de fusion : 136°C (décomposition/brunissement)

RMN 'H (DMSO, 250 MHz) 6 : 8,29 (2H, d, H arom, J = 8,2 Hz) ; 8,23 (1H, m, NH-CH>-
Cc"™); 7,83 (1H, m, NH-CH,-Ph) ; 7,74 (1H, s, CH=N(O)) ; 7,32 (2H, d, H arom, J = 8,2 Hz) ;
5,35-5,22 (3H, m, Hc Chol et 2 OH) ; 4,87-4,55 (6H, m, 6 OH) ; 4,35-4,18 (5H, m, CH,-NH,
H-1°,H-2 et H-3) ; 3,73-3,33 (14H, m, 10H sucre, C'-CH,-NH et CH,-0) ; 3,08 (1H, m, Ha
Chol) ; 2,31-2.,26 (4H, m, CH,-CO et 2 Hb Chol) ; 2,0-1,66 (5H, m, H Chol) ; 1,52 (6H, s, 2
CH;-C") ; 1,56-0,84 (33H, m, H Chol) ; 0,66 (3H, s, CH; Chol).

RMN "“C (DMSO, 62,86 MHz) 6 : 173,0, 171,4 (CO-NH) ; 141,9 (C" arom) ; 140,9 (C,
Chol) ; 130,6 (CH=N(O)) ; 130,3 (C" arom) ; 129,0, 127,2 (CH arom) ; 121,6 (C, Chol) ;
105,1 (CH-17) ; 83,5 (CH-4) ; 78,5 (C3 Chol) ; 76,2 (CH-5") ; 73,7 (C") ; 72,6 (CH,-6 et CH,-
6’); 71,9, 71,6, 71,0, 68,6 (CH-3°, CH-2’, CH-2, CH-5, CH-3 et CH-4"); 64,2 (CH,-0) ; 63,1,
62,8 (CHx-6 et CH,-6") ; 61,1, 56,6, 56,0, 50,0 (C Chol) ; 46,1, 42,2 (CH,-NH) ; 39,1, 38,5 (C
Chol) ; 37,1 (CH,-CO) ; 36,1, 35,7, 31,9, 31,8, 28.5, 28,3, 27,9 (C Chol) ; 24,3 (CH;-C") ;
23.8,22,9, 22,6, 19,4, 18,7, 11,9 (C Chol).

UV (MeOH) : Amax = 299 nm
HR-MS (ESI+, m/z) : 1002,6262 [(M+H)'].
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Synhtése de la 3-(cholesteryloxy)-N-(4-(1,3-dioxolan-2-yl)benzyl)propanamide (41)

N0
e

o

Dans un ballon monocol, 1 g (2,18.10'3 mol, 1 eq) de compos¢ 29, 0,47 g (2,62.10'3 mol,
1,2 eq) de 4-[1,3]dioxolan-2-ylbenzylamine 34, 0,63 g (3,05.10” mol, 1,4 eq) de DCC et une
quantité catalytique d’HOBt sont dissouts dans du dichlorométhane anhydre. Le pH est
ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et I’agitation est maintenue a température ambiante
durant 16 heures. La DCU formée est filtrée sur verre fritté et le brut est purifié par
chromatographie flash sur colonne de gel de silice (éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle 6/4)
pour conduire au composé 41 sous forme d’une poudre blanche (0,96 g, 1,55.10” mol, 72%).

Formule brute : C49Hg NOy4

MM : 619,5 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 5/5) = 0,23
[a]p:-27,1 (c, 1, CH,Cl)

Point de fusion : 52,4-53,8 °C

RMN 'H (CDCl3, 250 MHz) & : 7,47 (2H, d, H arom, J= 8,1 Hz) ; 7,33 (2H, d, H arom, J =
8,1 Hz) ; 6,77 (1H, m, NH) ; 5,83 (1H, s, CH-O) ; 5,33 (1H, m, He Chol) ; 4,48 (2H, d, CH.-
NH, J= 5,65 Hz) ; 4,1 (4H, m, 2 CH,-O acétal) ; 3,75 (2H, t, CH,-O-Chol, J = 5,70 Hz) ; 3,21
(1H, m, Ha Chol) ; 2,52 (2H, t, CH»-CO, J = 5,64 Hz) ; 2,30 et 2,16 (2H, m, 2 Hb Chol) ;
2,12-1,68 (SH, m, H Chol) ; 1,66-0,88 (33H, m, H Chol) ; 0,70 (3H, s, CH; Chol).

RMN "“C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 171,7 (CO) ; 140,4 (C; Chol) ; 139,4, 137,2 (C" arom) ;
127,7, 126,8 (CH arom) ; 122 (C, Chol) ; 103,5 (CH-O) ; 79,5 (C3 Chol) ; 65,3 (2 CH,-O) ;
64,0 (CH,-0) ; 56,7, 56,1, 50,1 (C Chol) ; 43,2 (CH,-NH) ; 42,3, 39,8, 39,5 (C Chol) ; 39,0
(CH,-CO) ; 37,3, 37,1, 36,8, 36,2, 35,8, 31,9, 28,3, 28,0, 23,8, 22,9, 22,6, 21,1, 19,3, 18,7,
11,9 (C Chol).

MS (ESI+, m/z) : 620,5 [(M+H) ], 637,5 [(M+NH,)'], 624,5 [(M+Na)'], 658.,5 [(M+K)]

Synthése de la 3-(cholesteryloxy)-N-(4-formylbenzyl)propanamide (42)

Nepat

)
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Dans un ballon monocol, 0,94 g (1,52.10” mol) de composé 41 sont dissouts dans un
mélange AcOH/H,O (7/3 : v/v). L’agitation est maintenue a température ambiante pendant
toute une nuit puis le milieu réactionnel est évaporé sous pression réduite et repris dans de
I’acétate d’éthyle. Cette phase organique est lavée 2 fois avec une solution de NaHCOs3
saturée puis 2 fois avec de la saumure, séchée sur Na,SO, et évaporée sous pression réduite.
Le brut est purifi¢ par chromatographie flash sur colonne de gel de silice (¢luant : acétate
d’éthyle/cyclohexane 5/5) pour conduire au composé 42 sous forme d’une poudre blanche
(0,81 g, 1,41.10 mol, 92%).

Formule brute : C3sH57NO;

MM : 575,4 g.mol’

Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 7/3) = 0,30
Point de fusion : 85,5-86,7°C

RMN 'H (CDCl;,250 MHz) 6 : 10,02 (1H, s, CHO) ; 7,87 (2H, d, H arom, J = 8,1 Hz) ; 7,48
(2H, d, H arom, J = 8,1 Hz) ; 6,92 (1H, m, NH) ; 5,33 (1H, m, Hc Chol) ; 4,57 (2H, d, CH»-
NH, J = 5,87 Hz) ; 3,78 (2H, t, CH,-O, J = 5,61 Hz) ; 3,19 (1H, m, Ha Chol) ; 2,56 (2H, t,
CH,-CO, J=5,59 Hz) ; 2,31-2,15 (2H, m, 2 Hb Chol) ; 2,06-1,82 (5H, m, H Chol) ; 1,66-0,86
(33H, m, H Chol) ; 0,70 (3H, s, CH3 Chol).

RMN "“C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 191,8 (CHO) ; 172,0 (CO) ; 145,6 (C" arom) ; 140,2 (C,
Chol) ; 135,6 (C"Y arom) ; 130,1, 128,0 (CH arom) ; 122,1 (C, Chol) ; 79,5 (C3 Chol) ; 63,9
(CH2-0) ; 56,7, 56,1, 50,1 (C Chol) ; 43,1 (CH»-NH) ; 42,3, 39,5, 39,0, 37,3, 37,1 (C Chol) ;
36,8 (CH»-CO) ; 36,2, 35,8, 31,9, 31,8, 28,2, 28,0, 23,8, 22,9, 22,6, 19,3, 18,7, 11,9 (C Chol).

MS (ESI+, m/z) : 576,5 [(M+H) '], 598,5 [(M+Na)'].

Synthése de la N-[1,1-Dimethyl-1-(octa-O-acetyl-lactobionamidomethyl]-a-[4-(3-choles
teryloxypropanamidomethyl)phenyl]|nitrone (43)

OAc _
oA OACO (|3+ HJ\/\O
OAc OAc N
=y N
AcO o) oAc H

OAc

Dans un ballon bicol surmonté d’un réfrigérant et placé sous atmospheére inerte, 0,5 g
(0,87.10° mol, 1 eq) de composé 42 et 0,54 g (0,69.10~ mol, 0,8 eq) de N-(octa-O-acetyl-
lactobionyl)-2-methyl-2-hydroxylaminopropanamide 40 sont dissouts dans un mélange
THF/AcOH (3/2 : v/v) en présence de tamis moléculaire 4 A. Le milieu réactionnel est chauffé
a 60°C durant 10 heures, 0,2 eq d’hydroxylmine 40 étant rajouté a t =4 et t = 7 heures. Le
milieu réactionnel est alors filtré sur une fine couche de célite et concentré sous pression
réduite. Le brut est purifié¢ par chromatographie flash sur colonne de gel de silice (éluant :
acétate d’éthyle) puis par chromatographie d’exclusion de taille sur résine Sephadex LH 20
(¢luant : méthanol/dichlorométhane 1/1) pour conduire au composé 43 sous forme d’une
poudre blanche (0,96 g, 7,14.10~ mol, 82%).
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Formule brute : C70H;03N3022

MM : 1337,7 g.mol™

Rf (acétate d’éthyle/méthanol: 9,75/0,25) = 0,27
[a]p® : - 17,5 (c, 1, CH,Cly)

Point de fusion : 106,8-107,4°C

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) 6 : 8,27 (2H, d, H arom, J = 8,2 Hz) ; 7,48 (1H, s, CH=N(O)) ;
7,37 (2H, d, H arom, J = 8,2 Hz) ; 7,18 (1H, m, NH-CH,-C") ; 6,85 (1H, m, NH-CH,-Ph) ;
5,53 (2H, m, H-2 et H-2") ; 5,37 (1H, m, Hc Chol) ; 5,29 (1H, m, H-4’) ; 5,16 (1H, m, H-5) ;
5,01 (2H, m, H-3 et H-3") ; 4,66 (1H, d, H-1°, J=8 Hz) ; 4,51 (2H, d, CH,-NH, J = 5,87 Hz) ;
4,48 (1H, m, H-6) ; 4,32 (1H, m, H-4) ; 4,28 4 3,92 (4H, m, H-6’a, H-6b, H-6b’ et H-5") ; 3,76
(3H, m, CH,-O et 1 CH,-NH-C"); 3,60 (1H, m, 1 CH,-NH-C"); 3,22 (1H, m, Ha Chol) ;
2,54 (2H, t, CH,-CO, J = 5,76 Hz) ; 2,36-2,28 (2H, m, 2 Hb Chol) ; 2,24-1,78 (29H, m, 8
CH3-CO et 5H Chol) ; 1,59 (6H, s, 2 CH3-C"Y) ; 1,56-0,87 (33H, m, H Chol) ; 0,7 (3H, s, CH;
Chol).

RMN C (CDCl, 62,86 MHz) & : 171,8 (CO) ; 170,4, 170,2, 169,8, 169,7, 169,2 (8s, CO-
CHs) ; 167,8 (CO-NH) ; 141,5, 140,4 (C" arom) ; 140,2 (C; Chol) ; 131,8 (CH=N(O)) ;
129,4, 127,5 (CH arom) ; 122 (C, Chol) ; 101,9 (CH-1°) ; 79,5 (C; Chol) ; 77,7 (CH-4) ; 73,4
(CV); 72,1 (CH-2) ; 71,1 (CH-5) ; 70,9 (CH-3") ; 69,8 (CH-5) ; 69,0 (CH-3 et CH-2") ; 66,8
(CH-4%) ; 64,0 (CH»-0) ; 61,6 (CH»-6) ; 60,9 (CH»-6") ; 56,7, 56,1, 50,1 (C Chol) ; 47,1, 43,2
(CH,-NH) ; 42,3, 39,5 (C Chol) ; 36,8 (CH,-CO) ; 35,8, 31,9, 28.2, 28,0 (C Chol) ; 25,1, 24,1
(CHs) ; 23,8, 22,8, 22,6 (C Chol) ; 20,9, 20,8, 20,7, 20,6, 20,4 (8s, CH3-CO) ; 19,4, 18,7, 11,9
(C Chol).

MS (ESI+, m/z) 1338,6 [(M+H)'], 1355,7 [(M+NH,4)'], 1360,6 [(M+Na)'], 1376,6 [(M+K)].

Synthése de la N-[1,1-Dimethyl-1-(lactobionamidomethyl]-a-[4-(3-cholesteryloxypropa
namidomethyl)phenyl]nitrone (44)
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Dans un ballon monocol, 0,5 g (3,7.10* mol) de composé 43 sont dissouts dans 10 mL
de méthanol distillé et une quantité catalytique de méthanolate de sodium (pH = 9) est
ajoutée. L’ agitation est alors maintenue a température ambiante durant 4 heures puis le milieu
réactionnel est neutralisé avec quelques gouttes d’HCI1 IN et évaporé sous pression réduite. Le
brut est purifié par chromatographie d’exclusion de taille sur résine Séphadex LH 20 (éluant :
méthanol/dichlorométhane 1/1) pour conduire au composé¢ 44 sous forme d’une poudre
blanche (0,4 g, 4,0.10™* mol, 84%).

Formule brute : C54H87N3014
MM : 1001,6188 g.mol™’
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Rf (acétate d’éthyle/méthanol/eau : 7/2/1) = 0,38
[a]p® : - 6,3 (c, 1, MeOH)
Point de fusion : 152°C (décomposition/brunissement)

RMN 'H (DMSO, 250 MHz) 6 : 8,47 (1H, m, NH-CH,-C") ; 8,32 (2H, d, H arom, J = 8,2
Hz) ; 7,82 (1H, s, CH=N(O)) ; 7,58 (1H, m, NH-CH,-Ph) ; 7,31 (2H, d, H arom, J = 8,2 Hz) ;
5,33 (1H, m, Hc Chol) ; 5,15-5,0 (2H, m, 2 OH) ; 4,77-4,52 (6H, m, 6 OH); 4,31 (2H, d,
CH,-NH, J = 5,13 Hz) ; 4,23 (1H, d, H-1’, J = 7,34 Hz) ; 4,14 et 3,99 (2H, m, 2 H sucre) ;
3,68-3,28 (15H, m, 10H sucre, C'Y-CH,-NH, CH,-O et Ha Chol) ; 2,39-2,34 (3H, m, CH,-CO
et Hb Chol) ; 2,12-1,74 (6H, m, 5 H Chol et Hb Chol) ; 1,48 (6H, s, 2 CH;-C") ; 1,62-0,84
(33H, m, H Chol) ; 0,66 (3H, s, CH; Chol).

RMN "“C (DMSO, 62,86 MHz) 6 : 173,0, 170,9 (CO-NH) ; 142,0 (C" arom) ; 141,0 (C,
Chol) ; 131,1 (CH=N(O)) ; 130,2 (C" arom) ; 129,1, 127,3 (CH arom) ; 121,8 (C, Chol) ;
105,1 (CH-17) ; 83,5 (CH-4) ; 78,6 (C3 Chol) ; 76,1 (CH-2) ; 73,8 (C") ; 73,7, 72,4, 71,7,
71,6, 71,0, 68,6 (CH-3", CH-2’, CH-5, CH-5’, CH-3 et CH-4"); 64,1 (CH,-O) ; 62,7, 61,0
(CH2-6 et CH,-6") ; 56,6, 56,0, 50,1 (C Chol) ; 45,8, 42,3 (CH,-NH) ; 41,0, 39,0 (C Chol) ;
36,8 (CH,-CO) ; 35,7, 31,9, 28,2, 27,9 (C Chol) ; 24,8, 23,7 (CHs) ; 23,2, 22,9, 19,6, 19,0,
12,2 (C Chol).

UV (MeOH) : Aunax = 299 nm
HR-MS (ESI+, m/z) : 1002,6263 [(M+H)'].

Synthése de la N-[4-(1,3-dioxacyclopent-2-yl)benzyl]-butanamide (45)
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Dans un ballon monocol, 1,33 g (15,16.10'3 mol, 1 eq) d’acide butanoique, 3,74 g
(18,19.10° mol, 1,2 eq) de DCC et 2,09 g (18,19.10” mol, 1,2 eq) de HO-Su sont dissouts
dans du dichlorométhane anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et
I’agitation est maintenue a température ambiante durant 6 heures. La DCU formée est ensuite
filtrée sur verre fritté et le brut réactionnel, contenant I’ester actif, est directement mis en
réaction avec 1,8 g (10,11.10° mol, 1 eq) de 4-[1,3]dioxolan-2-ylbenzylamine (Ouari et al.,
1998) dans du dichlorométhane anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et
I’agitation est maintenue a température ambiante pendant 20 heures. Le brut est purifié par
chromatographie flash sur colonne de gel de silice (¢luant : cyclohexane/acétate d’éthyle 8/2),
pour conduire au composé 45 sous forme d’une poudre blanche (1,4 g, 3,76.10” mol, 58%).

Formule brute : C;4H;9NO;

MM : 249,1 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 6/4) = 0,32
Point de fusion : 86,4-87,6°C

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) 6 : 7,47 (2H, d, H arom, J = 8,1 Hz) ; 7,31 (2H, d, H arom, J =
8,1 Hz) ; 5,81 (2H, m, CH-O et NH) ; 4,46 (2H, d, CH,-NH, J = 5,72 Hz) ; 4,10 (4H, m, 2
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CH,-0) ; 2,20 (2H, t, CH,-CO, J = 7,49 Hz) ; 1,70 (2H, sex, CH,-CHs, J = 7,41 Hz) ; 0,97
(3H, t, CHs, J = 7,36 Hz).

RMN *C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 172,8 (CO) ; 139,5, 137,2 (C" arom) ; 127,9, 126,8 (CH
arom) ; 103,5 (CH-0) ; 65,3 (2 CH,-0) ; 43,3 (CH,-NH) ; 38,7 (CH,-CO) ; 19,2 (CH,-CH) ;
13,8 (CHs).

Synthése de la N-[4-(1,3-dioxacyclopent-2-yl)benzyl]-hexanamide (46)

o
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Dans un ballon monocol, 2 g (17,21.10° mol, 1 eq) d’acide hexanoique, 4,25 g
(20,65.10'3 mol, 1,2 eq) de DCC et 2,37 g (20,65.10'3 mol, 1,2 eq) de HO-Su sont dissouts
dans du dichlorométhane anhydre. Le pH est ensuite ajust¢ a 8-9 avec de la DIEA et
I’agitation est maintenue a température ambiante durant 4 heures. La DCU formée est ensuite
filtrée sur verre fritté et le brut réactionnel, contenant I’ester actif, est directement mis en
réaction avec 1,6 g (8,99.10” mol, 1 eq) de 4-[1,3]dioxolan-2-ylbenzylamine (Ouari ef al.,
1998) dans du dichlorométhane anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et
’agitation est maintenue a température ambiante pendant 16 heures. Le brut est purifi¢ par
chromatographie flash sur colonne de gel de silice (¢luant : cyclohexane/acétate d’éthyle 8/2),
pour conduire au composé 46 sous forme d’une poudre blanche (1,6 g, 4,34.10° mol, 64%).

Formule brute : C16H23NO3

MM : 277,2 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 6/4) = 0,44
Point de fusion : 73,5-74,3°C

RMN 'H (CDCls, 250 MHz) & : 7,48 (2H, d, H arom, J= 8,1 Hz) ; 7,31 (2H, d, H arom, J =
8,1 Hz) ; 5.82 (2H, m, CH-O et NH) ; 4.46 (2H, d, CH,-NH, J = 5,72 Hz) ; 4.11 (4H, m, 2
CH,-0); 2.22 (2H, t, CH»-CO, J = 7,62 Hz); 1.69 (2H, m, CH,-CH,-CHs) ; 1.32 (4H, m,
CH,-CH,-CH3) ; 0.91 (3H, t, CHs, J = 6,75 Hz).

RMN "“C (CDCl;, 62,86 MHz) 6 : 172.9 (CO) ; 139.5, 137.2 (C" arom) ; 127.9, 126.8 (CH
arom) ; 103.5 (CH-O) ; 65.3 (2 CH,-0) ; 43.3 (CH,-NH) ; 36.8 (CH,-CO) ; 31.8 (CH,-CHo-
CHs) ; 25.4(CH,-CH,-CO) ; 22.4 (CH,-CHj3) ; 14.0 (CHa).

Synthése de la N-[4-(1,3-dioxacyclopent-2-yl)benzyl]-octanamide (47)

O
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Dans un ballon monocol, 2,18 g (15,13.10° mol, 1 eq) d’acide octanoique, 3,74 g
(18,16.10 mol, 1,2 eq) de DCC et 2,09 g (18,16.10~ mol, 1,2 eq) de HO-Su sont dissouts
dans du dichlorométhane anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et
’agitation est maintenue a température ambiante durant 6 heures. La DCU formée est ensuite
filtrée sur verre fritté et le brut réactionnel, contenant I’ester actif, est directement mis en
réaction avec 1,8 g (10,11.10” mol, 1 eq) de 4-[1,3]dioxolan-2-ylbenzylamine (Ouari et al.,
1998) dans du dichlorométhane anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et
I’agitation est maintenue a température ambiante pendant 18 heures. Le brut est purifi¢ par
chromatographie flash sur colonne de gel de silice (éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle 8/2),
pour conduire au composé 47 sous forme d’une poudre blanche (2,19 g, 7,18.10” mol, 70%).

Formule brute : C;sHy7NO;

MM : 305,2 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 6/4) = 0,48
Point de fusion : 77,2-78,4°C

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) 6 : 7,47 (2H, d, H arom, J = 8,1 Hz) ; 7,31 (2H, d, H arom, J =
8.1 Hz) ; 5,82 (2H, m, CH-O et NH) ; 4,46 (2H, d, CH,-NH, J = 5,72 Hz) ; 4,09 (4H, m, 2
CH,-0O) ; 2,22 (2H, t, CH,-CO, J = 7,6 Hz) ; 1,66 (2H, m, CH,-CH,-CO) ; 1,30 (8H, m, CH,-
(CHy)+-CH) ; 0,90 (3H, m, CH).

RMN "“C (CDCl;, 62,86 MHz) 6 : 173,0 (CO) ; 139,8, 137,1 (C" arom) ; 127.8, 126,6 (CH
arom) ; 103,5 (CH-O) ; 65,3 (2 CH,-0) ; 43,3 (CH,-NH) ; 36,8 (CH,-CO) ; 31,8 (CH,-CH,-
CHs) 5 29,4, 29,0 (CH2~(CH,),-CHy>) ; 25,8 (CH»-CH»-CO) ; 22,6 (CH»-CH3) ; 13,8 (CHa).

Synthése de la N-[4-1,3-dioxacyclopent-2-yl)benzyl]-decanamide (48)
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Dans un ballon monocol, 5 g (29,02.10° mol, 1 eq) d’acide decanoique, 7,17 g
(34,82.10'3 mol, 1,2 eq) de DCCet4 g (38,82.10'3 mol, 1,2 eq) de HO-Su sont dissouts dans
du dichlorométhane anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et 1’agitation est
maintenue a température ambiante durant 6 heures. La DCU formée est ensuite filtrée sur
verre fritté et le brut réactionnel, contenant 1’ester actif, est directement mis en réaction avec 3 g
(16,85.10° mol, 1 eq) de 4-[1,3]dioxolan-2-ylbenzylamine (Ouari et al., 1998) dans du
dichlorométhane anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et 1’agitation est
maintenue a température ambiante pendant 16 heures. Le brut est purifi¢ par chromatographie
flash sur colonne de gel de silice (¢luant : cyclohexane/acétate d’éthyle 7/3), pour conduire au
compos¢ 48 sous forme d’une poudre blanche (3,4 g, 10,2.10'3 mol, 62%).

Formule brute : C;0H31NO3

MM : 333,2 g.mol’

Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 5/5) = 0,42
Point de fusion : 80,1-80,9°C
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RMN 'H (CDCl3,250 MHz) 6 : 7,47 (2H, d, H arom, J = 8,1 Hz) ; 7,31 (2H, d, H arom, J =
8,1 Hz) ; 5,82 (2H, m, CH-O et NH) ; 4,46 (2H, d, CH,-NH, J = 5,72 Hz) ; 4,10 (4H, m, 2
CH»-0O) ; 2,22 (2H, t, CH,-CO, J = 7,91 Hz) ; 1,66 (2H, m, CH,-CH,-CO) ; 1,28 (12H, m,
CH»-(CH>)s-CH3) ;5 0,90 (3H, m, CH3).

RMN "C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 173,0 (CO) ; 139,5, 137,2 (C" arom) ; 127,9, 126,9 (CH
arom) ; 103,5 (CH-0) ; 65,3 (2 CH»-0) ; 43,3 (CH,-NH) ; 36,8 (CH,-CO) ; 31,9 (CH,-CH,-
CHs) ; 29,5, 29,4, 29,3, 25,8, 25,6 (CH,-(CH,)s-CHy) ; 22,7 (CH,-CHs) ; 14,1 (CHs).

Synthése de la N-(4-formylbenzyl)-butanamide (49)
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Dans un ballon monocol, 0,9 g (3,63.10” mol) de composé 45 sont dissouts dans un
mélange AcOH/H,O (7/3 : v/v). L’agitation est maintenue a température ambiante pendant
toute une nuit puis le milieu réactionnel est évaporé sous pression réduite et repris dans de
I’acétate d’éthyle. Cette phase organique est alors lavée 2 fois avec une solution de NaHCO;
saturée puis 2 fois avec de la saumure, séchée sur Na,SO4 et évaporée sous pression réduite.
Le brut est purifié par chromatographie flash sur gel de silice (éluant: acétate
d’éthyle/cyclohexane 6/4), pour conduire au composé 49 sous forme d’une poudre blanche
(0,72 g, 3,51.10” mol, 96%).

Formule brute : C;,H;5sNO,

MM : 205,1 g.mol™

Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 6/4) = 0,29
Point de fusion : 72,2-73,0°C

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) 6 : 9,97 (1H, s, CHO) ; 7,84 (2H, d, H arom, J = 8,1 Hz) ; 7,43
(2H, d, H arom, J = 8,1 Hz) ; 6,31 (1H, m, NH) ; 4,51 (2H, d, CH,-NH, J = 6 Hz) ; 2,25 (2H,
t, CH,-CO, J=17,47 Hz) ; 1,70 (2H, m, CH,-CH3) ; 0,96 (3H, t, CH3, J = 7,36 Hz).

RMN “C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 191,9 (CHO) ; 173,4 (CO) ; 145,6, 135,6 (C" arom) ;
130,1, 128,1 (CH arom) ; 43,2 (CH,-NH) ; 38,5 (CH,-CO) ; 19,2 (CH,-CHj3) ; 13,8 (CHs).

Synthése de la N-(4-formylbenzyl)-hexanamide (50)

)
NJJ\/\/\
0 H
H
Le protocole opératoire est identique a celui utilisé pour 1’aldéhyde 49 et conduit, a
partir de 1,12 g (4,08.10” mol) de composé 46, au composé 50 sous forme d’une poudre

blanche (0,9 g, 3,86.10° mol, 94%).
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Formule brute : C;4H;9NO,

MM : 233,1 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 6/4) = 0,34
Point de fusion : 59,2-59,8°C

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) 6 : 9,99 (1H, s, CHO) ; 7,84 (2H, d, H arom, J = 8,1 Hz) ; 7,43
(2H, d, H arom, J = 8.1 Hz) ; 6,18 (1H, m, NH) ; 4,52 (2H, d, CH,-NH, J = 6 Hz) ; 2,26 (2H,
t, CH,-CO, J=17,61 Hz) ; 1,68 (2H, m, CH,-CH,-CO) ; 1,34 (4H, m, CH,-(CH;),-CH3) ; 0,91
(3H, t, CH3, J= 6,75 Hz).

RMN "C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 192,1 (CHO) ; 174,0 (CO) ; 145,7, 1354 (C" arom) ;
130,1, 128,0 (CH arom) ; 43,1 (CH,-NH) ; 36,5 (CH»-CO) ; 31,4, 25,4, 22,3 (CHy-(CH,)s-
CH;) ; 13,9 (CHs).

Synthése de la N-(4-formylbenzyl)-octanamide (51)

Y@AHJ\/\/\/\

H

Le protocole opératoire est identique a celui utilisé pour 1’aldéhyde 49 et conduit, a
partir de 2,18 g (7,14.10” mol) de composé 47, au composé 51 sous forme d’une poudre
blanche (1,82 g, 6,97.10'3 mol, 98%).

Formule brute : C;cH»3NO,

MM : 261,2 g.mol™

Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 6/4) = 0,40
Point de fusion : 62,8-63,8°C

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) o : 10,0 (1H, s, CHO) ; 7,86 (2H, d, H arom, J = 8,1 Hz) ; 7,45
(2H, d, H arom, J = 8,1 Hz) ; 6,06 (1H, m, NH) ; 4,54 (2H, d, CH,-NH, J = 6 Hz) ; 2,27 (2H,
t, CH»-CO, J = 7,6 Hz) ; 1,68 (2H, m, CH,-CH,-CO) ; 1,30 (8H, m, CH,-(CH,)s-CH3) ; 0,89
(3H, m, CH3).

RMN "C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 192,9 (CHO) ; 173,0 (CO) ; 139,7, 137,0 (C" arom) ;
127,9, 126,8 (CH arom) ; 43,3 (CH,-NH) ; 36,8 (CH,-CO) ; 31,7, 29,3, 29,0, 25,8, 22,6 (CH,-
(CH,)s-CH3) ; 14,1 (CH3).

Synthése de la N-(4-formylbenzyl)-decanamide (52)
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Le protocole opératoire est identique a celui utilisé pour 1’aldéhyde 49 et conduit, a
partir de 1,78 g (5,34.10” mol) de composé 48, au composé 52 sous forme d’une poudre
blanche (1,49 g, 5,15.10” mol, 97%).

Formule brute : C;gsH»7NO,

MM : 289.2 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 6/4) = 0,46
Point de fusion : 69,0-69,8°C

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) o : 10,0 (1H, s, CHO) ; 7,85 (2H, d, H arom, J = 8,1 Hz) ; 7,45
(2H, d, H arom, J = 8,1 Hz) ; 6,08 (1H, m, NH) ; 4,54 (2H, d, CH,-NH, J = 6 Hz) ; 2,27 (2H,
t, CH,-CO, J= 17,6 Hz) ; 1,68 (2H, m, CH,-CH,-CO) ; 1,28 (12H, m, CH,-(CH;)s-CH3) ; 0,90
(3H, m, CHs).

RMN "C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 191,9 (CHO) ; 173,3 (CO) ; 145,6, 135,6 (C" arom) ;
130,1, 128,1 (CH arom) ; 43,2 (CH,-NH) ; 36,7 (CH,-CO) ; 31,9, 29,5, 29,4, 29,3, 25,8, 25,6,
22,7 (CH,-(CH,),-CH3) ; 14,1 (CH3).

Synthese de la (Tri-hydroxymethyl)-a-phényl nitrone (55)

Dans un ballon bicol surmonté d’un réfrigérant et placé sous atmospheére inerte, 1 g
(9,42.10” mol, 1 eq) de benzaldéhyde, 2,84 g (18,85.107 mol, 2 eq) de Tris-(hydroxymethyl)-
nitromethane et 3,23 mL d’AcOH (56,52.10° mol, 6 eq) sont dissouts dans de 1’éthanol
anhydre en présence de tamis moléculaire 4 A. Le milieu est ensuite refroidi a 0°C, afin que
0,56 g (8,59.10” mol, 4 eq) de poussiére de Zinc soit délicatement ajoutés en veillant & ne pas
dépasser les 15°C. Une fois 1’addition terminée, 1’agitation est maintenue a température
ambiante durant 30 minutes avant d’étre placé a 60°C pour 10 heures. Le milieu réactionnel
est ensuite filtré sur célite et évaporé sous pression réduite. Le brut est purifié par
chromatographie flash sur gel de silice (éluant: acétate d’éthyle) puis par deux
recristallisations successives dans un mélange acétate d’éthyle/n-hexane, pour conduire au
composé 55 sous forme de cristaux blancs (1,52 g, 6,75.10'3 mol, 72%).

Formule brute : C;;H;sNOg4

MM : 2251 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/méthanol : 9.5/0.5) = 0,28
Point de fusion : 111,6-112,4°C

RMN 'H (CDCl3;,250 MHz) 6 : 8,36 (2H, m, H arom) ; 7,60 (1H, s, CH=N(O)) ; 7,43 (3H,
m, H arom) ; 4,94 (3H, t, 3 OH, J= 5,34 Hz) ; 3,82 (6H, d, 3 CH,-OH, J = 5,03 Hz).

RMN "C (CDCl;,62,86 MHz) 6 : 133,7 (C"Y arom) ; 131,7 (CH=N(0)) ; 130,2, 129,3, 128,6
(CH arom) ; 80,4 (C") ; 60,4 (3 CH,).

UV (MeOH) : Apax = 295 nm
MS (ESI+, m/z) : 226,1 [(M+H)], 248,1 [(M+Na)'].
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Synthése de la Tris-(hydroxymethyl)-a-[4-(butanamidométhyl)phényl]nitrone (56)

0]
0 NJJ\/\
HO
o
HO

Le protocole opératoire est identique a celui utilis€é pour la nitrone 55 et conduit, a
partir de 0,8 g (3,89.10” mol, 1 eq) d’aldéhyde 49 et de 1,17 g (7,78.107 mol, 2 eq) de Tris-
(hydroxymethyl)-nitromethane, au composé 56 sous forme de cristaux blancs (0,9 g, 2,78.10° mol,
72%).

Formule brute : C;sH24N,Os5

MM : 324,1685 g.mol™

Rf (acétate d’éthyle/méthanol : 8/2) = 0,40
Point de fusion : 151,4-152,2°C

RMN 'H (CDCl;, 250 MHz) 6 : 8,35 (1H, m, NH) ; 8,30 (2H, d, H arom, J = 8,4 Hz) ; 7,57
(1H, s, CH=N(0)) ; 7,29 (2H, d, H arom, J = 8,4 Hz) ; 4,94 (3H, s, 3 OH) ; 4,30 (2H, d, CH,-
NH, J= 5,74 Hz) ; 3,81 (6H, s, 3 CH,-OH) ; 2,14 (2H, t, CH,-CO, J = 7,24 Hz) ; 1,56 (2H, m,
CH,-CH3) ; 0,87 (3H, t, CHs, J = 7,31 Hz).

RMN "C (CDCl3,62,86 MHz) & : 172,5 (CO) ; 142,1 (C" arom) ; 133,6 (CH=N(0)) ; 130,2
(C" arom) ; 129,3, 127.2 (CH arom) ; 80,3 (C") ; 60,4 (3 CH,-OH) ; 42,3 (CH,-NH) ; 37,8
(CH>-CO) ; 19,2 (CH»-CH3) ; 14,1 (CHs).

UV (MeOH) : Apax =299 nm
HR-MS (ESI+, m/z) : 325,1760 [M+H]".

Synthese de la Tris-(hydroxymethyl)-a-[4-(hexanamidométhyl)phényl|nitrone (57)
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Le protocole opératoire est identique a celui utilisé pour la nitrone 55 et conduit, a
partir de 0,6 g (2,57.10 mol, 1 eq) d’aldéhyde 50 et de 0,78 g (5,14.10™ mol, 2 eq) de Tris-
(hydroxymethyl)-nitromethane, au composé 57 sous forme de cristaux blancs (0,58 g,
1,65.10~ mol, 64%).

Formule brute : C;3sH23N»Os

MM : 352,1998 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/méthanol : 8/2) = 0,44
Point de fusion : 118,2-119,2°C
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RMN 'H (CDCl3,250 MHz) 6 : 8,38 (1H, m, NH) ; 8,30 (2H, d, H arom, J = 8,4 Hz) ; 7,57
(1H, s, CH=N(O)) ; 7,28 (2H, d, H arom, J = 8,4 Hz) ; 4,94 (3H, s, 3 OH) ; 4,30 (2H, d, CH»-
NH, J= 5,74 Hz) ; 3,80 (6H, s, 3 CH,-OH) ; 2,15 (2H, t, CH,-CO, J= 7,36 Hz) ; 1,52 (2H, m,
CH,-CH,-CO) ; 1,25 (4H, m, CH»-(CH,),-CH3) ; 0,87 (3H, t, CH3, J = 6,82 Hz).

RMN "*C (CDCl;,62,86 MHz) & : 172,8 (CO) ; 142,1 (C" arom) ; 133,6 (CH=N(0)) ; 130,2
(C" arom) ; 129,3, 127,2 (CH arom) ; 80,3 (C") ; 60,4 (3 CH,-OH) ; 42,3 (CH,-NH) ; 35,8
(QHZ—CO) ; 31735 25559 2293 (CHZ_(QH2)3_CH3) ; 1494 (CH3)

UV (MeOH) : Amax =299 nm
HR-MS (ESI+, m/z) : 353,2057 [M+H]".

Synthése de la Tris-(hydroxymethyl)-o-[4-(octanamidométhyl)phényl]nitrone (58)
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Le protocole opératoire est identique a celui utilisé pour la nitrone 55 et conduit, a
partir de 0,8 g (3,06.10” mol, 1 eq) d’aldéhyde 51 et de 0,92 g (6,12.107 mol, 2 eq) de Tris-
(hydroxymethyl)-nitromethane, au composé 58 sous forme de cristaux blancs (0,78 g, 2,05.10° mol,
68%).

Formule brute : C20H32N205

MM : 380,2311 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/méthanol : 8/2) = 0,36
Point de fusion : 134,6-135,4°C

RMN 'H (CDCl;, 250 MHz) 5 : 8,38 (1H, m, NH) ; 8,29 (2H, d, H arom, J = 8,4 Hz) ; 7,58
(1H, s, CH=N(0)) ; 7,28 (2H, d, H arom, J = 8,4 Hz) ; 4,96 (3H, s, 3 OH) ; 4,29 (2H, d, CH,-
NH, J= 5,89 Hz) ; 3,81 (6H, s, 3 CH,-OH) ; 2,15 (2H, t, CH,-CO, J= 7,31 Hz) ; 1,52 (2H, m,
CH,-CH»-CO) ; 1,25 (8H, m, CH,-(CH,)4-CHs) ; 0,87 (3H, t, CHs, J = 7,06 Hz).

RMN "*C (CDCl;,62,86 MHz) & : 172,8 (CO) ; 142,1 (C" arom) ; 133,6 (CH=N(0)) ; 130,2
(C" arom) , 129,3, 127,2 (CH arom) ; 80,2 (C") ; 60,4 (3 CH,-OH) ; 42,3 (CH,-NH) ; 35,8
(CH>-CO) ; 31,7, 29,1, 28,9, 25.8, 22,5 (CH,-(CH,)s-CHs) ; 14,4 (CH3).

UV (MeOH) : Amax =299 nm
HR-MS (ESI+, m/z) : 381,2384 [M+H]".
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Synthése de la Tris-(hydroxymethyl)-a-[4-(decanamidométhyl)phényl]nitrone (59)

(0]
o Jj\/\/\/\/\
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H
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Le protocole opératoire est identique a celui utilisé pour la nitrone 55 et conduit, a
partir de 1,2 g (4,16.10” mol, 1 eq) d’aldéhyde 52 et de 1,26 g (8,32.10° mol, 2 eq) de Tris-
(hydroxymethyl)-nitromethane, au composé 59 sous forme de cristaux blancs (1,16 g, 2,84.10° mol,
68%).

Formule brute : C22H36N205

MM : 408,2624 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/méthanol : 9/1) = 0,40
Point de fusion : 138,4-139,2°C

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) 6 : 8,38 (1H, m, NH) ; 8,30 (2H, d, H arom, J = 8,3 Hz) ; 7,57
(1H, s, CH=N(O)) ; 7,28 (2H, d, H arom, J = 8,3 Hz) ; 4,97 (3H, s, 3 OH) ; 4,29 (2H, d, CH»-
NH, J= 5,88 Hz) ; 3,80 (6H, s, 3 CH,-OH) ; 2,15 (2H, t, CH,-CO, J = 7,30 Hz) ; 1,54 (2H, m,
CH,-CH,-CO) ; 1,25 (12H, m, CH,-(CH»)¢-CH3) ; 0,87 (3H, t, CH3, J = 6,84 Hz).

RMN "*C (CDCl;,62,86 MHz) & : 172,7 (CO) ; 142,0 (C" arom) ; 133,5 (CH=N(0)) ; 130,2
(C" arom) ; 129,3, 127,2 (CH arom) ; 80,3 (C") ; 60,4 (3 CH,-OH) ; 42,3 (CH,-NH) ; 35,8
(CH>-CO) ; 31,8, 29,4, 29,2, 29.1, 25,8, 22,6 (CH,-(CH,);-CH3) ; 14,5 (CH3).

UV (MeOH) : Amax =299 nm
HR-MS (ESI+, m/z) : 409,2690 [M+H]".

Synthése du 1-(tetra-O-acétyl-glucosoxy)-2-méthyl-2-nitropropane (60)

OAc
(0] “,
A
Aco O\/(No
OAc 2

Dans un ballon bicol surmonté d’un réfrigérant et placé sous atmosphere inerte, 0,5 g
(4,24.107 mol, 1 eq) de 2-méthyl-2-nitropropanol et 1,6 g (6,35.10° mol, 1,5 eq) d’Hg(CN),
sont dissouts dans de 1’acétonitrile anhydre. Aprés 30 min d’agitation, 2,6 g (6,35.10° mol,
1,5 eq) d’acétobromoglucose sont rajoutés au milieu et I’agitation est maintenue a température
ambiante durant encore 6 heures. Le milieu réactionnel est ensuite filtré sur célite, évaporé
sous pression réduite et repris dans de 1’acétate d’éthyle. Cette phase organique est alors lavée
3 fois avec NaHCOs, 3 fois avec KI, 3 fois avec Na,SOs, séchée sur Na,SO4 et enfin évaporée
sous pression réduite. Le brut est purifié par chromatographie flash sur colonne de gel de
silice (éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle 7/3) pour conduire au composé 60 sous forme
d’une poudre blanche (1,64 g, 2,05.10'3 mol, 87%).

Formule brute : C;sH,7NOq»
MM : 449,1 g.mol
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Rf (cyclohexane/acétate d’éthyle : 5/5) = 0,48
Point de fusion : 40,2-40,8°C

RMN 'H (CDCl;, 250 MHz) 6 : 5,31-4,93 (3H, m, H-2, H-3 et H-4) ; 4,49 (1H, d, H-1, J =
7,9 Hz) ; 4,28 (1H, m, H-6) ; 4,14 (1H, m, H-6") ; 4,0 (2H, s, CH»-0) ; 3,73 (1H, m, H-5) ;
(12H, m, 4 CH3-CO) ; 1,59 (3H, s, CHs) ; 1,54 (3H, s, CH3).

RMN "“C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 170,7, 170,2, 169,4, 169,2 (4 CO) ; 101,4 (CH-1) ; 96,5
(C"V) ; 86,9 (CH-5) ; 74,9 (CH-3) ; 72,3 (CH-2) ; 71,9 (CH-4) ; 70,6, 68,3 (CH, 6 et 6°) ; 61,7
(CH,-0) ; 23,7 (CH3-C") ; 20,8, 20,7, 20,6, 20,5 (CH3-CO).

MS (ESI+, m/z) : 450,1 [(M+H) "], 467,3 [(M+NH,4)'], 472,3 [(M+Na) '], 488.4 [(M+K)"].

Synthese du 1-glucosoxy-2-méthyl-2-nitropropane (61)

(0] 2
HO&/O -
HO \/(N 0,

OH

Dans un ballon monocol, 1,14 g (2,55.10” mol) de composé 60 sont dissouts dans 10 mL
de méthanol distillé et une quantité catalytique de méthanolate de sodium (pH = 9) est
ajoutée. L agitation est alors maintenue a température ambiante durant 4 heures puis le milieu
réactionnel est neutralis¢ avec de la résine IRC-50, filtré¢ sur verre fritté et évaporé sous
pression réduite, pour conduire au composé 61 sous forme d’une poudre blanche (0,7 g,
2,5.10* mol, 98%).

Formule brute : C]oH]gNOg

MM : 281,2 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/méthanol/eau : 7/2/1) = 0,62
Point de fusion : 66,4-67,2°C

RMN 'H (MeOD, 250 MHz) 5 : 4,28 (1H, m, H-1) ; 3,88 (1H, m, H-6) ; 3,68 (1H, m, H-6") ;
3,35-3,16 (SH, m, H-5, H-4, H-3, H-2 et CH,-0) ; 1,63 (6H, s, CHs).

RMN "C (MeOD, 62,86 MHz) & : 103,3 (CH-1) ; 94,8 (C") ; 79,6 (CH-3) ; 76,6 (CH-2) ;
73,7 (CH-5) ; 73,2 (CH-4) ; 72,0, 70,4 (CH, 6 ¢t 6°) ; 62,6 (CH,-0) ; 24,3 (CHs-C™).

MS (ESI+, m/z) : 282,2 [(M+H) '], 299,2 [(M+NH,4)'], 304,2 [(M+Na)'], 320,1 [(M+K)"].
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Synthése de la N-[1,1-diméthyl-1-(glucosoxyméthyl)]-a-[4-(octanamidométhyl)phényl]
nitrone (62)
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Dans un ballon bicol surmonté d’un réfrigérant et placé sous atmosphere inerte, 0,23 g
(0,89.10” mol, 1 eq) d’aldéhyde 51, 0,5 g (1,78.10 mol, 2 eq) de nitro 61 et 306 pL d’AcOH
(5,34.10” mol, 6 eq) sont dissouts dans de 1’éthanol anhydre en présence de tamis moléculaire
4 A. Le milieu est ensuite refroidi & 0°C et 0,23 g (3,56.10” mol, 4 eq) de poussiére de Zinc
sont délicatement ajoutés en veillant & ne pas dépasser les 15°C. Une fois 1’addition terminée,
I’agitation est maintenue a température ambiante durant 30 minutes avant d’étre chauffée a
60°C pendant 20 heures. Le milieu réactionnel est ensuite filtré sur couche de célite et
évaporé sous pression réduite. Le brut est purifié¢ par chromatographie flash sur colonne de gel
de silice (¢luant: acétate d’éthyle/méthanol 9/1) puis par chromatographie d’exclusion de
taille sur résine Sephadex LH 20 (éluant : méthanol) pour conduire au composé 62 sous forme
de poudre blanche (0,36 g, 7,15.10'3 mol, 80%).

Formule brute : C26H42N208

MM : 510,2941 g.mol

Rf (acétate d’éthyle/méthanol : 8/2) = 0,22

Point de fusion : 128°C (décomposition/brunissement)

RMN 'H (DMSO, 250 MHz) 6 : 8,37 (1H, m, NH) ; 8,29 (2H, d, H arom, J = 7,6 Hz) ; 7,82
(1H, s, CH=N(O)) ; 7,28 (2H .d, H arom, J = 7,6 Hz) ; 4,96 (4H, m, OH) ; 4,54 (1H, m, H-1) ;
4,29 (2H, d, CH,-NH, J = 5,84 Hz) ; 4,10 (1H, m, H-6) ; 3,70 (1H, m, H-6) ; 3,37 (2H, s,
CH,-0); 3,11-2,97 (4H, m, H-5, H-4, H-3, H-2) ; 2,15 (2H, t, CH,-CO, J = 7,25 Hz) ; 1,51
(8H, m, CH,-CH,-CO et 2 CH3-CIV) ; 1,26 (8H, m, CH,-(CH»)4-CH3) ; 0,87 (3H ,m, CH3).

RMN "C (DMSO, 62,86 MHz) 6 : 171,8 (CO) ; 141,1 (C" arom) ; 132,6 (CH=N(O)) ; 130,0
(C" arom) , 129,1, 127.4 (CH arom) ; 103,3 (CH-1) ; 80,2 (C") ; 76,6 (CH-3) ; 73,6 (CH-2) ;
71,7 (CH-5) ; 70,2 (CH-4) ; 61,7, 61,3 (CH, 6 et 6°) ; 60,9 (CH,-O) ; 42,3 (CH,-NH) ; 35,8
(CH>-CO) ; 31,7, 29,1, 28,9, 25,8 (CH2) ; 24,1 (CH5-C") ; 22,5 (CH,) ; 14,4 (CHs).

UV (MeOH) : Aunax = 298 nm
HR-MS (ESI+, m/z) : 511,3010 [M+H]".
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Synthése du dendrimére PAMAM 1,4-di(N-zert-butyl-a-carboxyphenylnitrone)butane (67)

HN" N0
O«__NH
A+

O H

Dans un ballon bicol placé sous atmosphére inerte, 0,1 g (1,83.10* mol, 1 eq) de
dendrim¢re PAMAM 1,4-diaminobutane (GO) et 0,28 g (8,81.10* mol, 4,8 eq) d’ester actif 64
sont dissouts dans du DMF anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et
I’agitation est maintenue a température ambiante durant 2 heures. Le solvant est ensuite
évaporé par distillation sous vide et le brut est purifi¢ par chromatographie d’exclusion de
taille (€¢luant : dichlorométhane/méthanol 1/1), pour conduire au composé 67 sous forme
d’une poudre blanche (0,19 g, 1,37.10% mol, 75%).

Formule brute : C7oH ;04N 14012
MM : 1356,7958 g.mol™
Rf (acétate d’éthyle/méthanol/eau : 7/2/1) =0

RMN 'H (CDCl;, 250 MHz) 6 : 8,31 (8H, d, H arom, J = 8,5 Hz) ; 8,15 (4H, m, NH-CO-
PBN) ; 7,92 (12H, m, H arom et NH) ; 7,63 (4H, s, CH=N(O)) ; 3,50 (16H, m, CH,-NH-CO) ;
2,62-2,04 (20H, m, CH,-N et CH,-CO) ; 1,63 (36H, s, tBu) ; 1,28-1,17 (4H, m, N-CH;-
(CH,),-CH,-N).

RMN "C (CDCl;, 62,86 MHz) 6 : 174,0, 167,5 (CO) ; 134,8 (C'Y arom) ; 133,7 (CH=N(0)) ;
129,3 (C" arom) ; 128,7, 127.3 (CH arom) ; 71,5 (C" tBu) ; 53,0, 50,1, 41,1, 39,1, 34,0
(CH>) ; 28,3 (CH; tBu) ; 24,9 (CH>).

MS (ESI+, m/2) : 679,4052 [(M+2H)*] car ces dérivés PAMAM sont chargés deux fois, d’ou
la coupure équivalente a m/2.
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Synthése du dendrimere PAMAM 1,4-di(5-[1,2]dithiolan-3-yl-pentanoyl)butane (68)

S

/
s

S

Dans un ballon bicol placé sous atmosphére inerte, 0,1 g (1,83.10* mol, 1 eq) de
dendrim¢re PAMAM 1,4-diaminobutane (GO) et 0,27 g (8,78.10* mol, 4,8 eq) d’ester actif 65
sont dissouts dans du DMF anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et
I’agitation est maintenue a température ambiante durant 2 heures. Le solvant est ensuite
évaporé par distillation sous vide et le brut est purifi¢ par chromatographie d’exclusion de
taille (€¢luant : dichlorométhane/méthanol 1/1), pour conduire au composé 68 sous forme
d’une poudre blanche (0,19 g, 1,37.10* mol, 75%).

Formule brute : Cs¢H;00N100gSg
MM : 1296,5491 g.mol™
Rf (acétate d’éthyle/méthanol/eau : 7/2/1) =0

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) 6 : 7,86 (4H, m, NH) ; 7,08 (4H, m, NH) ; 3,59 (4H, m, CH-S) ;
3,37 (16H, m, CH,-NH-CO) ; 3,18 (8H, m, CH»-S) ; 2,69 (8H, m, CH,-N) ; 2,56-2,28 (16H,
m, CH; lipoate et CH,-CO pamam) ; 2,23 (8H, t, CH,-CO lipoate, J = 7,41 Hz) ; 2,02-1,24
(40H, m, 4 CH; lipoate et N-(CH;)4-N).

RMN "C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 174,0, 173,6 (CO) ; 56,5 (CH-S) ; 53,2, 50,2, 40,3, 40,0,
39,2, 38,5, 36,4, 34,7, 34,0, 29,7, 29,0, 25,5 (CH,).

MS (ESI+, m/z) : 649,2819 [(M+2H)*"]
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Synthése du dendrimére PAMAM 1,4-di(5-carboxy-5-méthylpyrrolidine-N-oxyde)butane (69)

HN™ ~O
O NH
o
U H o ’j/ H (0]
- N\/\NJI\/\N/\/\/N\/WN\/\NW
H H +N
o} ﬁ 0 5

Dans un ballon bicol placé sous atmosphére inerte, 0,17 g (3,19.10 mol, 1 eq) de
dendrimére PAMAM 1,4-diaminobutane (G0), 0,06 g (3,51.10'4 mol, 1,1 eq) de composé 66,
0,073 g (3,82.10™ mol, 1,2 eq) de EDC et une quantité quatalytique d’HOBt sont dissouts
dans du diméthylformamide anhydre. Le pH est ensuite ajusté a 8-9 avec de la DIEA et
I’agitation est maintenue a température ambiante durant 6 heures. Le solvant est ensuite
évaporé par distillation sous vide et le brut est purifi¢ par chromatographie d’exclusion de
taille (€luant : dichlorométhane/méthanol 1/1), pour conduire au composé 69 sous forme
d’une poudre blanche (0,21 g, 2,04.10* mol, 64%).

Formule brute : C4sHgoN {4012

MM : 1044,6080 g.mol™

Rf (acétate d’éthyle/méthanol/eau : 7/2/1) =0

RMN 'H (CDCl3, 250 MHz) 6 : 8,06 (4H, m, NH-CO-PBN) ; 7,86 (4H, m, NH) ; 7,14 (1H,
m, CH=N(O)) ; 3,38 (16H, m, CH,-NH-CO) ; 2,74 (8H, m, CH,-CH=N(O)) ; 2,58-2,00 (28H,
m, CH,-N et CH»-CO) ; 1,70 (12H, s, CH3) ; 1,24-1,12 (4H, m, N-CH,-(CH;),-CH>-N).

RMN “C (CDCl;, 62,86 MHz) & : 174,6, 169,4 (CO) ; 134,7 (CH=N(0)) ; 78,5 (C") ; 53,0,
50,1,41,1, 39,1, 34,0, 31,8, 25,4 (CH>) ; 28,8 (CH3) ; 24,9 (CH,).

MS (ESI+, m/z) : 523,3051 [(M+2H)*].
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Synthése du 5-hydroxypentylcarbamate de zert-butyle (70)
0]
N

Dans un ballon monocol, 1,5 mL (13,74.10'3 mol, 1 eq) de 5-aminopentanol et 2,1 mL
(15,1 1.10° mol, 1,1 eq) de TEA sont dissouts dans 5 mL de dioxane. Le milieu est ensuite
refroidia 0°Cet 3,6 g (16,5.10"3 mol, 1,2 eq) de Boc;0, dissout dans 15 mL de dioxane, sont
ajoutés au milieu goutte a goutte a 1’aide d’une ampoule a brome. Une fois 1’addition
terminée, on laisse le milieu réactionnel revenir doucement a température ambiante puis
’agitation est poursuivie durant 14 heures. Le milieu réactionnel est ensuite évaporé sous
pression réduite et repris dans de I’acétate d’éthyle. Cette phase organique est lavée 3 fois
avec HCl IN puis 2 fois avec de la saumure, séchée sur Na,SO4 et enfin évaporée sous
pression réduite. Le brut est purifi¢é par chromatographie flash sur colonne de gel de silice
(¢luant : cyclohexane/acétate d’éthyle 7/3) pour conduire au composé 70 sous forme d’une
poudre blanche (1,73 g, 8,53.10~ mol, 62%).

Formule brute : C10H21N03
MM : 203,1 g.mol
Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 4/6) = 0,3

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) 6 : 4,66 (1H, m, NH) ; 3,64 (2H, t, CH,-OH, J = 6,12 Hz) ; 3,13
(2H, m, CH,-NH) ; 2,07 (1H, s, OH) ; 1,64-1,36 (6H, m, 3 CH») ; 1,44 (9H, s, tBu).

RMN "C (CDCl;,62,86 MHzZ) & : 156,1 (CO) ; 79,1 (C") ; 62,5 (CH,-OH) ; 40,4 (CH,-NH)
:32,2,29.8 (CH,) ; 28,4 (CH3) ; 22,9 (CHy).

MS (ESI+, m/z) : 204 [(M+H)'], 221 [(M+NH,) ], 226 [(M+Na) '], 242 [(M+K)].

Synthése du 5-(methanesulfonyloxy)-pentylcarbamate de zer-butyle (71)

NS Y
0 N/\/\/\O/S\\o
H

Dans un ballon monocol, 733 pL (9,45.107 mol, 1,2 eq) de chlorure de mésyle sont
dissouts dans 5 mL de pyridine. Le milieu est ensuite refroidi a 0°C et 1,6 g (7,88.10° mol, 1 eq)
de composé 70, dissout dans 20 mL de dichlorométhane, sont ajoutés au milieu goutte a
goutte a 1’aide d’une ampoule a brome. Une fois I’addition terminée, on laisse le milieu
réactionnel revenir doucement a température ambiante puis 1’agitation est poursuivie durant 7
heures, 1,2 eq de chlorure de mésyle étant rajouté a t = 4 heures. Le milieu réactionnel est
ensuite jet¢ dans de I’HCI IN et extrait 3 fois au dichlorométhane. La phase organique est
ensuite lavée 2 fois avec de la saumure, séchée sur Na,SO, et évaporée sous pression réduite.
Le brut est recristallis¢ a deux reprises successives dans un mélange acétate d’éthyle/n-
hexane, pour conduire au composé 71 sous forme d’une poudre blanche (2 g, 7,11.10” mol,
90%).

Formule brute : C] 1H23N05S
MM : 281,1 g.mol
Rf (acétate d’éthyle/cyclohexane : 5/5) = 0,45
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RMN 'H (DMSO, 250 MHz) & : 4,60 (1H, m, NH) ; 4,24 (2H, t, CH,-O-S, J = 6,40 Hz) ;
3,13 (2H, m, CH,-NH) ; 3,04 (3H, s, CH3-S) ; 1,79 (2H , m, CH,-CH»-O-S) ; 1,57-1,41 (4H,
m, 2 CH) ; 1,46 (3H, s, CH; tBu).

RMN "C (DMSO, 62,86 MHz) & : 156,0 (CO) ; 79,2 (C") ; 69,8 (CH,-O-S) ; 40,2 (CH,-
NH) ; 37,4 (CH3-S) ; 29,5, 28,8 (CH>) ; 28,4 (CH; tBu) ; 22,8 (CH,).

MS (ESI+, m/z) : 282 [(M+H)'], 299 [(M+NH,) '], 304 [(M+Na)'], 320 [(M+K)"].

Synthése du 5-( pyridinium)-pentylcarbamate de zert-butyle (72)

0
=8=

9 0=8=0
=

Dans un ballon bicol surmonté d’un réfrigérant et placé sous atmosphere inerte, 1 g
(3,56.10” mol) de composé 71 sont dissouts dans de la pyridine et le milieu est chauffé sous
agitation a 110 °C durant 6 heures. Le milieu réactionnel est ensuite €évaporé sous pression
réduite et séché a 1’aide d’une pompe a palette. Le brut est recristallis¢é a deux reprises
successives dans un mélange acétonitrile/acétate d’éthyle, pour conduire au composé 72 sous
forme d’une poudre blanche (1,26 g, 3,5.10° mol, 98%).

Formule brute : C;cH23N>O5S
MM : 360,2 g.mol

RMN 'H (DMSO, 250 MHz) 6 : 9,11 (2H, d, H arom ortho, J = 5,52 Hz) ; 8,63 (1H, t, H
arom para, J = 7,79 Hz) ; 8,18 (2H, t, H arom meta, J = 7,07 Hz) ; 6,83 (1H, m, NH) ; 4,61
(2H, t, CH,-N", J = 7,37 Hz) ; 2,91 (2H, m, CH,-NH) ; 2,31 (3H, s, CH3-S) ; 1,92 (2H, m,
CH,-CH»-N") ; 1,44-1,21 (4H, m, 2 CH>) ; 1,37 (3H, s, CH; tBu).

RMN C (DMSO, 62,86 MHz) 5 : 156,1 (CO) ; 146,0, 145,2 (H arom) ; 128,6 (H arom) ;
77,9 (C™) ; 61,2 (CH>-N") ; 42,4 (CH,-NH) ; 39,0 (CH;-S) ; 30,8, 29,3 (CH,) ; 28,4 (CH;) ;
23,2 (CH,).

MS (ESI+, m/z) : 265 [(M+C;5HysN,0,) ]

Synthése du 3-(1-nitro-cyclohexyl)-propionate de zerz-butyle (74)

NO,

=
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Dans un ballon bicol placé sous atmosphére inerte, 5 g (38,7.10° mol, 1 eq) de
nitrocyclohexane sont dissouts dans 8 mL d’éther anhydre. Le milieu est ensuite refroidi a 0°C,
ainsi 0,44 mL (1,1 1.10”° mol, 1/35 eq) d’une solution de KOH/MeOH a 15% (en masse) et 4,9 mL
(38,7.107 mol, 1 eq) d’acrylate de fert-butyle sont ajoutés au milieu goutte a goutte. Une fois
I’addition terminée, on laisse le milieu réactionnel revenir doucement a température ambiante
puis 1’agitation est poursuivie durant 16 heures. Le milieu réactionnel est ensuite neutralisé
avec quelques gouttes d’AcOH (pH ~5) et évaporé sous pression réduite. Le brut est purifi¢
par chromatographie flash sur colonne de gel de silice (¢éluant : cyclohexane/éther 95/5) pour
conduire au composé 74 sous forme d’une huile jaune pale (6,24 g, 25,93.10° mol, 67%).

Formule brute : C;3H»3NO4

MM : 257,1 g.mol

Rf (cyclohexane/éther : 9/1) = 0,37
Point de fusion :

RMN 'H (CDCls, 250 MHZ) § : 2,46-2,41 (2H, m) ; 2,22-2,14 (4H, m) ; 1,64-1,34 (8H, m) ;
1,46 (3H, s, tBu).

RMN "“C (CDCl, 62,86 MHz) & : 171,4 (CO) ; 91,3 (C"V-NO») ; 80,6 (C" tBu) ; 35,0, 33,4,
29,5 (CH,) ; 28,1 (CH; tBu) ; 24,5, 22,4 (CH,).

MS (ESI+, m/z) : 258 [(M+H)'], 275 [(M+NH,) '], 280 [(M+Na)'], 296 [(M+K)"].

Synthése du 3-(1-hydroxyamino-cyclohexyl)-propionate de ferz-butyle (76)

NH
OH

0" o

A=

Dans un tricol placé sous atmosphére inerte, 1 g (4,14.10” mol, 1 eq) de composé 74
et 0,33 g (6,21.10° mol, 1,5 eq) de NH4Cl sont dissouts dans un mélange THE/H,O (3/1 : v/v).
Le milieu est ensuite refroidi a 0°C et 1,07 g (16,56.10~ mol, 4 eq) de poussiére de Zinc sont
délicatement ajoutés en veillant a ne pas dépasser les 15°C puis, une fois I’addition terminée,
I’agitation est maintenue a température ambiante durant 2 heures. Le milieu réactionnel est
alors filtré sur couche de célite puis concentré sous pression réduite. Le brut est purifié par
chromatographie flash sur colonne de gel de silice (éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle 8/2)
pour conduire au composé 76 sous forme d’une poudre blanche (0,6 g, 2,47.10” mol, 60%).

Formule brute : C;3HysNO5
MM : 2432 g.mol
Rf (cyclohexane/acétate d’éthyle : 8/2) = 0,22

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) o : 2,25 (2H, t, CH,-CO, J = 7,30 Hz) ; 1,76 (2H, t, CH,-CH,-
CO,J=730Hz); 1,57-1,27 (10H, m, H cycle) ; 1,46 (3H, s, CH; tBu).
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RMN "C (CDCl;,62,86 MHz) & : 171,4 (CO) ; 80,4 (C" tBu) ; 62,4 (C" cyclohexyl) ; 34,2,
32,8,29,3 (CH,) ; 28,1 (CH; tBu) ; 23,9, 22,2 (CH,).

MS (ESI+, m/z) : 244 [(M+H)'], 266 [(M+Na) '], 282 [(M+K)].

Synthese de la N-(1-cyclohexyl-1-propionate de zert-butyle)-a-phényl nitrone (75)

Dans un ballon bicol surmonté d’un réfrigérant et placé sous atmosphere inerte, 0,21 g
(2,03.10° mol, 1 eq) de benzaldéhyde et 0,37 g (1,62.10° mol, 0,8 eq) d’hydroxylamine 76
sont dissouts dans un mélange THF/AcOH (3/2 : v/v), en présence de tamis moléculaire 4 A.
Le milieu réactionnel est ensuite chauffé¢ a 60°C durant 18 heures, 0,2 eq d’hydroxylamine 76
étant rajouté a t = 3 et t = 14 heures. Le milieu réactionnel est alors filtré sur une fine couche
de célite et concentré sous pression réduite. Le brut est purifié par chromatographie flash sur
colonne de gel de silice (¢luant : cyclohexane/acétate d’éthyle 8/2) pour conduire au composé
75 sous forme d’une poudre blanche (0,57 g, 1,73.10° mol, 85%).

Formule brute : C20H29NO3
MM : 331,2 g.mol
Rf (cyclohexane/acétate d’éthyle : 8/2) = 0,43

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) 6 : 8,33 (2H, m, H arom) ; 7,47 (1H, s, CH=N(O)) ; 7,45 (3H,
m, H arom) ; 2,25-2,17 (6H, m) ; 1,88-1,72 (2H, m) ; 1,64-1,28 (6H, m) ; 1,42 (3H, s, tBu).

RMN "C (CDCl;, 62,86 MHz) 6 : 172,4 (CO) ; 131,6 (C" arom) ; 130,2 (CH=N(0)) ; 128,9,
128,5 (CH arom) ; 80,5 (C" tBu) ; 75,2 (C" cyclohexyl) ; 34,3, 33,4, 29,6 (CH,) ; 28,1 (CH;
tBu) ; 25,4, 22,3 (CHp).

MS (ESI+, m/z) : 332 [(M+H)'], 354 [(M+Na)'], 370 [(M+K)].

Synthése de la N-(acide 1-cyclohexyl-1-propionique)-a-phenyl nitrone (77)

e
N/O

I
H

Dans un ballon monocol, 0,5 g (1,51.10” mol) de composé 75 sont dissouts dans un
mélange TFA/CH,Cl, (2/8 : v/v). L’agitation est maintenue a température ambiante durant 4
heures puis le milieu réactionnel est concentré sous pression réduite. Le brut est purifi¢ par
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chromatographie flash sur colonne de gel de silice (éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle 6/4)
pour conduire au composé 77 sous forme d’une poudre blanche (0,38 g, 1,39.10” mol, 92%).

Formule brute : C;sHy 1 NO;
MM : 275,1 g.mol
Rf (cyclohexane/acéate d’éthyle : 4/6) = 0,12

RMN 'H (CDCl3,250 MHz) 6 : 8,31 (2H, m, H arom) ; 7,53 (1H, s, CH=N(O)) ; 7,46 (3H,
m, H arom) ; 2,32-2,20 (6H, m) ; 1,96-1,82 (2H, m) ; 1,64-1,28 (6H, m).

RMN "*C (CDCl;, 62,86 MHz) 6 : 176,7 (COOH) ; 134,1 (C" arom) ; 130,9 (CH=N(O)) ;
129,5, 128,6 (CH arom) ; 75,3 (C"Y cyclohexyl) ; 34,2, 32.4, 28,3, 25,3, 22,3 (CH,).

MS (ESI+, m/z) : 276 [(M+H)'], 298 [(M+NH,) ], 314 [(M+K)'].
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2. Détermination des coefficients de partage (log k’w) par CLHP-UV

Les mesures ont été réalisées sur un appareil VARIAN Prostar composé d’une colonne
analytique (Microsorb C18 - 4.6 mm/250 mm) et a une température stable de 25°C.

Protocole expérimental

» Les composés sont tout d’abord dissouts dans du méthanol a une concentration
de 1 mg/mL.

» Les temps de rétention sont ensuite mesurés par injection des différentes
solutions avec au moins trois phases mobiles de polarit¢ différente,
géneralement constituées d’eau et de méthanol. Le temps de rétention de la
phase mobile (méthanol) est également mesuré pour chaque ¢luant. Les
injections sont répétées au minimum trois fois par ¢luant et sont étalées sur
plusieurs jours.

» La moyenne des temps de rétention propres a chaque composé et pour chaque
¢luant est alors calculée afin d’étre utilisée pour déterminer le parametre k’
défini par la relation suivante :

k= (tR-to)/ t()

tr = temps de rétention moyen du composé €lué
to = temps d’¢élution moyen de la phase mobile

» La variation du log k’ en fonction de la proportion en méthanol présente dans
chaque ¢luant [log k> = f(fraction méthanol)] est alors tracée, et ainsi la
régression linéaire obtenue nous permet d’établir une droite d’équation :

y=ax+b

avec y=logk’
x = la fraction en méthanol
a = la pente de la droite
et b = le coefficient de partition (log k’w)

L’exemple ci-dessous présente les résultats obtenus avec le LLH-4-AT :

0,6 -

04 1 y=-5,0726x+3,5794
2 =
0z R’ =0,9997

0,0

log k'

0,2 0,4 0,6 0,8 1
-0,2 4

-0,4 1

-0,6 -

Fraction en méthanol
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Temps de rétention, log k’ et régressions linéaires obtenus pour ’ensemble des nouvelles nitrones dérivées de la PBN présentées
au Chapitre 3, apres ¢lution des échantillons dans différents éluants composés de méthanol et d’eau :

Composés tr Log K’
Eluants MeOH/H,0 MeOH/H,0 R’
98/2 95/5 | 90/10 | 80/20 | 70/30 | 60/40 | 50/50 | 40/60 | 30/70 | 98/2 | 95/5 | 90/10 | 80/20 | 70/30 | 60/40 | 50/50 | 40/60 | 30/70

LPBNChol | 11,76 | 17,89 | 43,06 0,39 | 0,63 | 1,07 0.999
CholPBNL | 12.26 | 19,06 | 46,49 041 | 0,66 | 1,11 0.999
T-PBN 427 5,09 6,27 -0,52 | -0,27 | -0,06 | 0,997
TCs;-PBN 4,19 5,01 6,36 -0,56 | -0,29 | -0,05 | 0,999
TC5-PBN 4,19 5,08 7,06 | 11,36 -0,50 | -0,25 0,06 0,39 0,997
TC7—PBN 4,27 5,54 8,57 19,28 -0,47 | -0,13 0,21 0,69 0,992
TCg-PBN 4,14 5,43 10,11 | 21,27 -0,57 | -0,15 0,34 0,74 0,999
GluPBNH15 4,55 7,24 14,45 | 39,11 -0,40 0,08 0,53 1,03 0,999
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3. Détermination de la taille de particules par DLS

Les mesures de diffusion dynamique de la lumiére (DLS) ont été effectuées a 1’aide
d’un granulométre MALVERN modele ZETASIZER Nano-S modele 1600 ((Malvern
Instruments Ltd., UK) équipé d’un laser He-Ne pour produire la source lumineuse (A = 633 nm,
4.0 mW). Le dispositif de diffusion de la lumiére enregistre le signal en rétrodiffusion a un
angle de 6 = 173° avec un photomultiplicateur relié¢ a un corrélateur.

Protocole éxpérimental

» Les composés sont tout d’abord dissouts dans de I’eau milli-Q a une
concentration de 20 mM, puis cette solution est stockée a température ambiante
toute une nuit avant le jour de la mesure.

» Le lendemain, la solution est filtrée sur un filtre de 0,45 um puis 60 puL de cette
derni¢re sont prélevés et placés dans une cuve en quartz que I’on dispose
ensuite dans la fenétre de détection du granulometre.

» L’expérience est alors lancée une heure plus tard, a une température de 25°C.
Le temps d’acquisition est de 20 min environ et chaque donnée expérimentale
finale correspond a une moyenne de 10 valeurs, elles mémes issues a chaque
fois d’une moyenne de 10 mesures.

» Cette solution mere et ensuite diluée succéssivement, par un principe de
dilutions en chaine, et chaque nouvelle concentration est analysée en DLS
suivant le méme protocole que prédédemment.
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