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Introduction Générale

Suite a la découverte des rayons X du radium et du polonium en 1895 par Pierre et
Marie Curie et a celle de la radioactivité de I'uranium par Becquerel en 1896, I'utilisation de
la radioactivité n'a cessé de devenir de plus en plus fréquente en médecine et dans l'industrie.
La reconnaissance des effets des rayonnements ionisants sur I'organisme suivit de peu leur
découverte et leur utilisation en médecine. En 1896, les premiéres pathologies et les premieres
Iésions radio-induites furent décrites. Becquerel recense en 1898 une soixantaine de cas de
radiodermites. En 1904, les premiers décés attribués aux rayons X sont rapportés. De nos
jours, les effets et les risques liés a l'utilisation des rayonnements ionisants sont bien connus.

Cependant, malgré ces risques, le potentiel de la radioactivité¢ dans les activités
médicales de radiodiagnostic et de traitement par radiothérapie, la production d’énergie dans
les centrales nucléaires ainsi que la stérilisation alimentaire par irradiation et dans de
nombreux autres domaines a abouti a une augmentation importante de I'utilisation des
radioéléments et des autres sources d’irradiation (Rayons X...) et ainsi, parallelement, a un
besoin de protection engendrant la création d’organismes nationaux et internationaux de

radioprotection.

Ainsi, la Commission Internationale de Protection Radiologique (CIPR) prit en charge
la mise en place de systemes d’évaluation des risques liés a l'utilisation de cette énergie dans
tous les domaines d’activités humaines y faisant appel. Des recommandations pour la gestion
du risque et la protection des personnels travaillant dans ces domaines, puis pour I'ensemble
de la population et I'environnement, apparurent ensuite.

Cependant, actuellement, la radioprotection est essentiellement constituée de moyens
physiques (écrans, tabliers plombés, etc.). Des méthodes de dosimétrie permettent aussi de
déterminer les doses exactes absorbées par les tissus et ainsi de limiter la durée d’exposition
aux radiations. Cette radioprotection est tres efficace et peut facilement étre mise en place

dans le domaine médical ou industriel.

Le réel risque d’exposition aux rayonnements ionisants d'un grand nombre de
personnes apparait lors d’accidents tels que Tchernobyl ou lors de l'utilisation militaire des
armes nucléaires (Hiroshima, Nagasaki). Durant ces événements, une partie importante de la
population fut surexposée aux rayonnements ionisants sans aucun moyen de protection. De
nouveaux projets de recherche menant vers un autre type de radioprotection pouvant protéger

les populations ont alors été développés. Les projets de radioprotection chimique permirent le
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Introduction Générale

développement de structures ayant pour objectif de réduire les risques liés a lirradiation.
Ainsi furent découvert dés 1947 la cystéine, et surtout, dans les années 1960, le N-(3-
aminopropyl)-2-aminoéthylphosphorothioate (WR-2721), commercialisé sous le nom
d’Ethyol ou Amifostine, et présentant des activités radioprotectrices remardtidbles
Cependant, ce produit entraine de nombreux effets secondaires limitant son utilisation a des
applications thérapeutiques. Ainsi, la recherche de composés radioprotecteurs est toujours
d’actualité. Récemment, un nouveau produit, le CBLB-502 a été dédduvert

Ce travail s’inscrit dans le cadre d’'un programme d’études amont (PEA) financé par la
DGA (Direction Geénérale pour I'Armement), intitulé PROPERGAL (PROtection du
PERsonnel — Nouvelle formulation GALénique) ayant pour but d'élaborer de nouveaux
agents de protection contre les rayonnements ionisants. Les applications a long terme de tels
composeés sont la protection des personnes évoluant en milieu contaminé et l'utilisation en
meédecine pour la préservation des tissus sains lors de radiothérapies.

Ainsi, dans notre groupe, nous recherchons de nouvelles structures radioprotectrices
possédant un rapport activité/toxicité élevé. Ce projet consiste a explorer diverses voies de
radioprotection chimique telles que la protection par inhibition de phénoménes radicalaires,
par protection des macromolécules essentielles a la survie cellulaire (ADN...), par limitation
de 'effet oxygeéne, etc.

Pour cela, nous définirons tout d’abord les effets des radiations sur I'organisme et les
moyens de protection contre ces rayonnements. Une fois le choix des nouvelles structures a
étudier établi, nous en présenterons la synthese ainsi que I'évaluation de leur pouvoir

antioxydant, antiradicalaire et radioprotecteur.
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Partie |, Chapitre 1 : La Radioactivité

Chapitie 1
La Radioactivite

I. Historique de La Radioactivité

La radioactivité fut découverte en 1896 par Henry Becquerel (1852-1908) lors de ses
travaux sur les phénomenes de fluorescence des sels d’'uranium. Cependant, ce n’est qu’'apres
les travaux de Marie Curie (1867-1934), Pierre Curie (1859-1906) et Ernst Rutherford (1871-
1937) que les trois radioactivités 3 ety furent découvertes. La radioactivité fut ainsi mise
en évidence par la fission qui est un phénomeéne physique naturel aboutissant a la libération
d’énergie due a la désintégration d’'un atome instable en deux atomes plus stables.

Cependant, les dangers réels de la radioactivité ne furen

découverts que plus tard, car, alors qu’en 1930, les médecin
préconisaient I'utilisation du radium comme tonifiant, et que le
commerce de crémes de beauté, des poudres et des médicame
a base de radium florissait, Hermann Joseph Muller (1890-1967
mettait en évidence les effets mutagenes des radiations et |

risque de cancers radioinduits.

Le potentiel militaire de la radioactivité marqua ensuite I'Histoire. La réalisation du
projet Manhattan en 1942 par les Etats-Unis assistés par le Royaume-Uni et le Canada sous la
direction du général Leslie Groves et du physicien Robert Oppenheimer aboutit a la mise au
point et a 'assemblage de la premiere bombe atomique. L'utilisation de ces armes nucléaires
en 1945 a Hiroshima et a Nagasaki aboutit a une réelle prise de conscience des dangers de la

radioactivité.
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Partie |, Chapitre 1 : La Radioactivité

« Si la splendeur de mille soleils éclatait a la fois dans les cieux, cela serait comparable au
rayonnement du grand Etre... Je suis devenu la Mort, le destructeur des mondes. »

J. Robert Oppenheimer citant la Bhagavad Cita.

En parallele de ces applications militaires, des applications civiles furent développées
tant dans le domaine médical (radiodiagnostic) que dans les domaines de l'archéologie
(datation au carbone 14), de la production d’énergie (centrales nucléaires) ou dans le domaine
agroalimentaire (irradiation d’aliments pour conservation). L'utilisation de la radioactivité
croissante dans nos sociétés a abouti a la mise en place de reglementations et de normes

strictes permettant de réguler et de limiter les risques liés a l'utilisation de la radioactivité.

11, L' Emission de Particules

Certains noyaux atomiques sont instables, soit naturellement, soit par suite de
réactions nucléaires artificielles. Cette instabilité peut étre due soit a un trop grand nombre de
nucléons soit a un déséquilibre entre protons et neutrons. Cependant, dans les deux cas, les
atomes sont radioactifs car ils tendent naturellement vers leur état de stabilité, par
désintégration accompagnée de I'émission d'une particylegd et, en général, dun
rayonnement de photons de haute énergie nommé rayonngnious pourrons noter, que
guel que soit le rayonnement, celui-ci provoquera par interaction avec la matiére des
ionisations et des excitations. Cependant, selon le type de rayonnement, qu’il soit particulaire
ou électromagnétique, la quantité d’énergie, et par conséquent la probabilité d’arracher un ou

plusieurs électrons aux molécules, seront différ&htes
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Partie |, Chapitre 1 : La Radioactivité

I1.1. Les Rayonnements Particulaires

11.1.1. Le rayonnement A
Lorsque le noyau présente un trop .
I , >
grand nombre de nucléons, il tend vers son état de =
stabilité en émettant un noyau d’hélium ou particule imq
e
o (Figure 1). Ce rayonnement interagit 1""}._‘?
N

principalement avec les corteges électroniques des
atomes cibles et aboutit a lexcitation et a? —_— A-4 4
lionisation de la matiere qu’il traverse. Il y a _

_ _ Figure 1 :Rayonnemeny
naissance de rayonnements secondaires.

Ce rayonnement est peu pénétrant, et par conséquent, I'énergie fournie par unité de
longueur sera trés élevée. Les effets biologiques sont ainsi tres importants. En effet, la densité
d’ionisation étant élevée, le risque de cassures doubles brins de '’ADN sera éleve.

Le parcours dans l'air ne dépasse pas quelques centimétres et le rayonnement est
facilement arrété par une feuille de papier ou par la peau. Ce rayonnement n‘’engendre que
peu de risque pour ’lhomme sauf en cas de contamination interne ou cutanée. Les émissions
de ce type surviennent, entre autres, lors de la désintégration du Radon 222, de I'Uranium 238

ou du Plutonium 239.

11.1.2. Le rayonnement 3

Dans le second cas, c'est-a-dire, lors d'un déséquilibre entre les nombres de protons et
de neutrons, I'atome tend vers la stabilité par la transmutation, c'est-a-dire la transformation
isobarique avec conservation du nombre de masse A. Les faypams produits par exemple
lors de la désintégration du carbone 14, du phosphore 32, du potassium 40, des césiums 134 et
137.
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Partie |, Chapitre 1 : La Radioactivité

[1.1.2.a. L’émissionf3’

Lors d’'un excés de neutrons, un neutron est
transformeé en proton avec émission d’'un électron et G-
, . o . o {W ' L —
d’'un antineutrino électronique, c’est I'émission s "ﬁ' /
G '

e n P

e / ‘{—/:’". 4

(Figure 2). La particularité de ce rayonnement est 4 _ :
. . . . . . i If"p
gu’il provoque des ionisations et des excitations par /”

diffusion. Celui-ci est plus pénétrant (quelqueSX §+1Y Lea Ve
metres dans l'air ou quelques millimetres dans %e
corps humain) et par conséguent moins ionisant que Figure 2 : Rayonnemeng

le rayonnement.

On notera en particulier la formation d'un électron lors du rayonnefenCet
électron peut interagir avec les électrons du cortege électronique d’'un atome cible sous
certaines conditions. En effet, si I'énergie de I'électron incident est forte (> 30 eV), il y a
possibilité d’expulsion d’'un électron du cortége électronique de la molécule cible engendrant
son ionisation. L’électron secondaire peut ensuite entrer en interaction avec un second atome.
Dans le cas ou I'énergie de I'électron incident est égale a la différence entre les énergies de
liaison de 2 couches électroniques externe de I'atome cible, un électron peut monter sur un
niveau d’énergie supérieure. Il y a alors excitation de la molécule. Si I'énergie de I'électron
incident est trop faible, le transfert d’énergie n’aboutira qu’a une excitation thermique de la

molécule qui se dissipera sous forme de chaleur.

11.1.2.b. L’émissionB"

Dans le cas d’'un exces de protons, un protor
se transforme en neutron avec émission d’un positol
et d’'un neutrino yc’est I'émissior3* (Figure 3).

Le réel danger lié a ce rayonnement est

indirect. En effet, le positon émis lors de ce
rayonnement va étre inhibé instantanément par Kn

A +
électron du milieu. Cependant, lors de cethaX Z-lY e + Ve

inhibition, il y a formation de deux rayonstres Figure 3 :Rayonnemenf
destructeurs de 511 keV chacun formant un angle
solide de 180°.
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Partie |, Chapitre 1 : La Radioactivité

I1.2. Les Rayonnements Electromagnétiques

Ce type de rayonnements correspond a une onde purement énergétique répondant donc
aux lois de la physique ondulatoire. Les rayonnements ionisants de ce type sont compris entre
le rayonnement ultraviolet et les rayonnements cosmiques :

Spectre de la lumiére

visihle
400-700 nm
Ondes radio:
Rayons | Rayons Ultra- BT RPT
Cosmigques| Gamma Rayons X violets Infrarouges telmﬂs.wn,
radio
0,005 pm 00lnm  1nom 100 fumn 1 mun 1 cm lm 1 lon

Figure 4 : Spectre électromagnétique

11.2.1. Les rayonnements photon X

Les rayonnements X sont similaires aux rayonnemgntseule l'origine de ce
rayonnement differe. En effet, ce dernier résulte soit du freinage des parficdas la

matiere soit du changement de niveaux d’énergie des électrons dans les atomes.

11.2.2. Les rayonnements photon Y

Le rayonnementy accompagne la stabilisation des atomes ne présentant pas de
déséquilibre baryonique. Nous noterons qu’en général, la désintégmatisnit une
désintégratiorn ou 3. Ce type de rayonnement a été mis en évidence par Paul Villard en
1900. Il est dO a une réorganisation des nucléons et de la charge électrique a l'intérieur du
noyau. Ce rayonnement, constitué uniqguement de photons, est par conséquent purement
énergétique. Nous remarquerons que lorsque ce rayonnement interagit avec la matiére,
'énergie décroit progressivement au fur et a mesure que les photons incidents,
énergétiquement indépendants les uns des autres, interagissent avec, entre autres, les électrons
des cortéges électroniques des atomes. L’atténuation de ce faisceau est ainsi due a un transfert
d’énergie aboutissant a l'accélération d’électrons qui sont ensuite ralentis par ionisations
progressives des structures voisines. |l a aussi été remarqué qu'une partie de I'énergie

absorbée peut étre restituée sous forme d’un photon secondaire ou diffusée selon une direction
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différente de celle du photon incident. L'atténuation de ce faisceau étant longue, il est tres
pénétrant. En effet, il traverse plusieurs centaines de metres et pénetre profondément dans les
tissus. Ce faisceau provoque trois types d’interactions lorsqu’il traverse la matiére, a savoir la
création de paires, l'effet photoélectrique et I'effet Compton aboutissant a des excitations et

des ionisations.

[1.2.2.a. Création de paires

Lorsqu’un photon tres énergétique passe a proximité d’un noyau, le champ électrique
intense qui entoure le noyau peut engendrer un négaton et un positon a partir du photon. La
paire ainsi créee est inhibée dans le milieu, et, comme lors d’'un rayonnement, il y aura

formation de deux rayonsfgrmant un angle solide de 180°.

[1.2.2.b. Effet photoélectrique

Un photon peut entrer en collision avec les électrons des couches internes d’'un atome.
Dans ce cas, I'énergie du photon sera totalement absorbée par I'atome, qui va retourner a son
état de stabilité en transférant son énergie a son cortége électronique, qui expulsera alors un
électron a forte énergie cinétique. L’électron engendrera par la suite un ensemble de

phénomenes d’ionisation dans le milieu.

[1.2.2.c. Effet Compton

Dans ce cas, le photon incident va transférer une partie de son énergie a un électron
présentant une énergie de liaison assez faible. L'électron chargé en énergie va alors étre
expulsé dans une direction précise donnant naissance a un électron Compton alors que le
photon incident sera diffusé dans une direction différente. Dans le cas de photons de faible
énergie (< 0,5 MeV), le photon transportera la majeure partie de I'énergie alors que dans le
cas ou I'énergie incidente est forte (> 2 MeV), I'énergie emportée par I'électron Compton sera
tres importante.

Ainsi, lors d’un rayonnemeny, l'ionisation et les effets déléteres sont indirects. Ce
n'est qu'aprés absorption de I'énergie du photon par un électron qu’il va apparaitre des
ionisations et donc des lésions radio-induites. A I'opposé des rayonnemestt, peu
pénétrants et se déchargeant donc de leur énergie sur de tres faibles distances, le rayonnement
y, de par son fort pouvoir pénétrant de la matiere, est le plus dangereux et le moins facilement

maitrisable.
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III. Mesurer la Radioactivité®

II1.1. Les Grandeurs Caractérisant la Source

Une source est caractérisée par I'activité du raéiméht qui la constitue, soit le
nombre de désintégrations par seconde qu’elle subit. Elle est mesurée en Becquerels (Bq), 1
Bq correspondant a 1 désintégration par seconde. Une substance est dite radioactive si son
activité est supérieure ou e€gale a 1 Bq. Lorsque celle-ci est rapportée a une unité massique
(Bg/kg) ou volumique (Bg/l), nous parlons d’activité massique ou volumique. L’ancienne
unité de mesure de I'activité est le Curie (Ci). Elle correspond a l'activité d’'un gramme de

radium (37x18 désintégrations par seconde). 1 nCi correspond & 37 Bq.

II1.2. Les Grandeurs Utilisées en Radioprotection

Dans de nombreux cas, il n’est pas possible de nreduweetement les grandeurs. I
est alors possible d’estimer, a partir de mesures et coefficients de pondération définis par la
Commission Internationale de Protection Radiologique (CIPR), des grandeurs dites
subjectives.

La dose absorbée

Cette grandeur correspond a une quantité d’énergie absorbée, par unité de masse, par
une cible. Tout d’abord exprimée en rad, elle est actuellement exprimée en Grays (Gy)
correspondant aux joules par kilogramme (1 Gy = 100 rad = 1 J/kg). Le débit de dose est
défini comme une énergie absorbée par kilogramme et par unité de temps, c’est-a-dire comme
une dose absorbée par unité de temps (Gy/s).

Il faut noter que ces unités ne prennent pas en compte le type de radiations auxquelles
est soumise la cible, ainsi que le type de tissus irradiés. En effet, il a été constaté que 1 Gy
produisait plus de dégats que 1 Gy X. Cette différence peut s’expliquer par la géométrie du
dépbt d’énergie a I'échelle microscopique. De plus, la radiosensibilité est différente selon le
type de tissus étudiés. On notera qu’un tissu hypoxique ou anoxique sera plus radiorésistant
gu’'un tissu suroxygéné ; le foie sera ainsi plus radiorésistant que la moelle osseuse, par

exemple.
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La dose équivalente (#

Cette unité correspond a la dose absorbée par le tissu ou I'organe T, pondérée suivant
le type et la qualité du rayonnement R. Elle est exprimée en SieverP{fsw)cela, un facteur
de pondération radiologique @ appliqué a la dose moyenng gdans I'organe (moyenne
pourl'organe ou le tissu T de la dose absorbée du rayonnement R) est intradest. etabli
pa la CIPR et par L’International Commission on Radiation Units and Measurements (ICRU)
(Tableau 1) ; il a ainsi pour but de refléter la nocivité de chaque type de rayorifle@etie
dos équivalente, utilisée dans le domaine de la radioprotection et donc dans le cadre

réglementaire de faibles niveaux d’exposition, est :

Hr= z WrDr g
R

Type de radiation et énergie Facteur de pondération radiologiqug w
Photons toutes énergies 1
Electrons toutes énergies 1
Neutrons
<10 keV 5
De 10 keV a 100 keV 10
De 100 keV a 2 MeV 20
De 2 MeV a 20 MeV 10
20 MeV 5
Protons (autres que les protons de recu)
d’énergie >2 MeV, particules alpha, 20
fragments de fission, ions lourds

Tableau 1 Facteurs de pondération radiologique des différents types de radiation en fonction
de leurs énergiéd

La dose efficace (E)

C’est la somme des doses équivalentes pondérées délivrées aux différents tissus et
organes du corps par lirradiation. Cette somme peut étre considérée comme la dose fictive
qui, si elle était administrée de fagcon uniforme au corps entier, entrainerait le méme préjudice
pour la santé (méme nombre de cas de mortalité par cancer ou effets génétiques notamment)
gue I'ensemble des doses, plus ou moins différentes les unes des autres, réellement recues par

les divers organes ou tissus. Elle est définie par la formule suivante :
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E= ZWTHT = ZWTZWRDT,R
T T R

ou w_ est le facteur de pondération tissulaire valable pour le tissu ou lI'organe T. Ce facteur

représente la contribution de cet organe au risque global pris en compte pour tout 'organisme.

La somme de tous ces facteurs sur 'ensemble de I'organisme est égale a 1.

Tissu ou organe Facteur de pondération tissulaire w
Gonades 0,20
Moelle 0,12
Colon 0,12
Poumon 0,12
Estomac 0,12
Vessie 0,05
Sein 0,05
Foie 0,05
(Esophage 0,05
Thyroide 0,05
Peau 0,01
Os 0,01
Reste du corps 0,05

Tableau 2 Facteurs de pondération des différents types de tfssus

Le transfert linéaire d’énergie (TLE)

Le TLE correspond a I'énergie transférée au milieu par la particule incidente par unité
de longueur de matiere traversée. Bien que le TLE d’'une particule ne soit qu’'une quantité
moyenne peu représentative, elle permet une classification radiobiologique des particules en

fonction de leur énergie et de leur nature. Elle s’exprime en général qmkeV/
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IV. Les Sources d Exposition de
["Homme

Toute personne est soumise aux effets de radiations. En effet, alors qu’'une partie de la
radioactivité ambiante est due aux activités humaines, la radioactivité naturelle reste la
premiere source d'irradiation. Dans les deux cas, la radioactivité est due a des atomes

radioactifs appelés radionucléides.

IV.1. Radioactivité Naturelle

Une partie de la radioactivité naturelle est ainsi issue des radioisotopes engendrés par
les supernovas et les rayonnements cosmiques. En Europe, les rayonnements cosmiques se
traduisent par une irradiation moyenne d’environ 0,4 mSv par an au niveau de la mer.
L’intensité du rayonnement ionisant augmente avec l'altitude. Le rayonnement cosmique
entraine une exposition externe directe et interagit avec des éléments atmosphériques et
terrestres pour former des radionucléides seconddie¥’C...).

De nombreux radionucléides sont aussi contenus dans le sol. Il faut cependant
remarquer que seuls les radionucléides a période longue tels que I'Uranium, le Thorium et le
Potassium sont encore a I'état de traces facilement décelables dans I'environnement.

La radioactivité naturelle correspond a environ 77% de I'exposition humaine aux
radiations selon une étude de Billenal., soit 2,5 mSv en moyenflgTableau 3). Ainsi, le
risque lié a l'activité tellurique issue de 'uranium contenu dans les roches granitiques est réel.
Cependant, on voit aussi apparaitre clairement le «risque radon ». En effet, selon
'environnement géologique et les matériaux utilisés dans la construction des habitations, la
dose absorbée peut varier de 1 a 40 mSv. La radioactivité issue de notre corps, contenant du

carbone 14 et du potassium 40, est elle aussi non négligeable (activité de 8000 Bq).
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IV.2. Radioactivité Artificielle

La radioactivité artificielle joue aussi un rdle non négligeable au sein des
rayonnements ionisants. Elle peut étre de différentes natures :

* Les activités de recherches en physique des particules engendrent la synthese
artificielle de composés hautement instables dans les accélérateurs de
particules (CERN, GANIL).

» Les activités de radiodiagnostic (radiographies...), de médecine nucléaire, de
radiothérapie et autres utilisations médicales (synthese de radionucléides pour
les scintigraphies) sont sources de rayonnements ionisants correspondant a
environ 20% de I'exposition humaine a la radioactivité.

* Les centrales nucléaires et les usines de retraitements des déchets radioactifs
produisent des déchets nucléaires.

* Les activités miniéres.

» Les retombées atmosphériques de Tchernobyl, des anciens essais nucléaires...
Il faut aussi noter que la dose cumulée provoquant des effets immédiats, c’est-a-dire la

dose a laquelle nous commencgons a constater les premiers symptémes d’altération sanguine,

est de 500 mSv. Un risque cancérogene est cependant observé pour des doses plus faibles.
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Exposition humaine
la radioactivité selor] Radioactivité| Radioactivité
Nature de la source I'OMS : naturelle artificielle
MSV par personne en % en %
par an
Radon (gaz radioactif naturel souve
. i 1,3 42%
présent dans les rez-de-chaussé
Irradiation d'origine médicale
(Radiographies, scanners, 0,6 20%
radiothérapies...)
Eléments absorbés par alimentatig
(essentiellement du potassium 4(
0,5 16%
contenu naturellement dans les
aliments)
Rayonnement cosmique 0,4 13%
Rayonnement interne 0,2 6%
Autres origines artificielles, sauf
énergie nucléaire civile (industries
miniéres diverses, retombeées
atmosphériques des essais militair 0,1 3%
instruments de mesure, certains
procédés industriels tels la
radiographie de soudures...)
Energie nucléaire civile 0,01 0,3%
Total 3,1 7% 23%

Tableau 3 Exposition humaine & la radioactivité naturelle et artifici€lle

32



Partie |, Chapitre 1 : La Radioactivité

IV.3. Les Diffeérents Types d Exposition

L’'Homme peut étre exposé de deux fagcons aux rayonnements ionisants. Lorsque la
source de lirradiation est extérieure a l'organisme considéré, nous parlons d’exposition
externe, alors que dans le cas ou la source est absorbée a lintérieur de I'organisme, nous
parlons d’exposition interne.

L’exposition interne résulte d’'une contamination par des particules radioactives qui
peut se produire de différentes facons, par inhalation, par ingestion (nourriture contaminée),
par radiothérapie métaboligue avec injection de substances radioactives, par pénétration
transcutanée d’'une peau saine, par transfert sanguin a partir d’'une plaie contaminée ou, dans
certains cas, par contact avec un radioélément. Lors de ce type d’exposition, la contamination
est continue jusqu’a I'élimination du radioélément par voie naturelle.

L’exposition externe peut elle aussi se produire de différentes manieres. Selon
I'éloignement entre la source et I'organisme (plus la source est éloignée, moins I'exposition
sera importante), selon le type de protection (écran de plomb, épaisseur de verre etc.), selon le
temps d’exposition (plus le temps d’exposition est long, plus la dose absorbée sera
importante), selon le type dirradiation (globale ou localisée), les conséquences seront
différentes.

IV.4. Les UVtilisations de la Radioactivité

L’'uranium 238, avec le potassium 40 et le thorium 232, fait partie des plus fréquents
radioéléments présents dans la crodte terrestre. De nombreux autres radionucléides tels que le
radon ou le radium 242 sont issus des désintégrations successives des atomes précédents. Les
principaux autres éléments radioactifs sont le curium 242 et 244, I'américium 241, le
plutonium 239 et 241, le polonium 210, le césium 134, 135 et 137, I'iode 129, 131 et 133,
'antimoine 125, le ruthénium 106, le strontium 90, le krypton 85 et 89, le sélénium 75, le

cobalt 60, le chlore 36, le soufre 35, le phosphore 32, et le tritium 3.
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I74.1. Utilisation dans le domaine industriel

Il existe de nombreuses utilisations de la radioactivité dans le domaine industri

les deux majoritaires sont pgoduction d’électricité e’ionisationagroalimentaire.

IV.4.1.a.La production d’énerqg

Une des principales applications de la radioact
est la production d’énergie dans les centrales nuclé
(80% de I'électricité est produite par ce biais en Frar
La production d’énergie dans ces centralesréalisée
grace ala fission de [lisotope 235 de ['uraniul

Cependant, malgré le fait que l'uranium soit un

eléments radioactifs les plus préserlisotope 235 de
'uranium est tres minoritaire (<1%) par rapport a l'isot
238. Ainsi, avant utilisation, iest nécessaire d’effectuer
un enrichissement &ri*U.

Des accidents majeurs ont eu lieu et ont montré leses liés a I'énergie nucléaire
le besoin de sécurité. Aux Et-Unis, sur I'lle de Three Mile Island, en 1979, des défailla
entraineent la fusion du cceur du réacteur nucléaire. Losion resta heureusement confi
dans I'enceinte limitant les lets dans I'environnement. A Tchernobyl, le 26 avril 198t
fusion du cceur d’'un réacteur engea le relargagele radioactivité dans I'environnement

de nombreux déces.

IV.4.1.b.Le contrble non destruc

Les traceurs radioactifs ou tirs interviennent dansontrdle de nombreux procéd
industriels pour détecter les fuites de liquide ou de gaz de canas inaccessibles, pour
déceler les défauts internes d’'un objet sans en modifier le matériau et sa sipar

radiographie industrielle.

IV.4.1.c. L'agroalimentaie

Afin d’'inhiber la germination, détruire des mi-organismes et ainsi augmenter
durée de conservation des aliments, I'ionisationcourammentutilisée. De plus, afin d
limiter les populations d’insectes parasites, il est possible de relachella nature une

grande quantité de males rus stériles par irradiation et ainsi de lutter a grande éc
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contre le développement d’insectes nuisibles sans utiliser de produits chimiques. De méme,
I'utilisation de traceurs radioactifs permet d’étudier I'évolution des engrais absorbés par les

plantes pour en déterminer leur devenir et les dates les plus favorables pour leur utilisation.

17.4.2. Utilisations dans le domaine de la Recherche

IV.4.2.a.L’archéologie

Un radionucléide naturel particulierement connu est le carbone ) 6u
radiocarbone. Ce radionucléide est produit en continu dans la haute atmosphére par
interaction des rayons cosmiques avec l'azote et se désintégre a peu prés a la méme vitesse
gu’il est produit. Ainsi, le taux de carbone reste a peu pres constant au cours du temps. Dans
un organisme, de par les échanges avec 'extérieur (respiration, photosynthese, alimentation),
un équilibre™®C/*C est aussi réalisé. Cependant, aprés la mort d’'un organisme, la teneur en
carbone 14 diminue par manque d’échanges avec l'extérieur selon la loi de désintégration
radioactive, en faisant ainsi un outil de choix pour la datation en archéologie.

Cette loi de désintégration radioactive selon laquelle la décroissance exponentielle du
nombre d’atomes radioactifs est due a I'aspect probabiliste de la radioactivité fut décrite pour
la premiere fois par Rutherford. Un atome radioactif est ainsi caractérisé par sa période
correspondant au temps nécessaire pour que la moitié des entités radioactives disparaissent.
La désintégration radioactive suivant une loi statistique, la loi de décroissance est du type N(t)
= Np €™ ot Ny est le nombre de nucléides radioactifs initial, N(t) le nombre de nucléides

radioactifs a un instant t etla constante radioactive de I'élément.

IV.4.2.b.La Biologie

En Biologie, la radioactivité est utilisée a des fins de marquage radioactif de composés
permettant ainsi de tracer la molécule. Le radioélément est choisi pour avoir les mémes
propriétés chimiques, biologiques et électroniques que I'élément non radioactif. Cependant, ce
radioélément étant facilement détectable, il peut étre suivi dans le milieu biologique
considéré. Le marquage est ainsi une technique de choix pour la pharmacocinétique ou I'étude

de certains phénomeénes cellulaires.
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117.4.3. Utilisations dans le domaine médical

La premiere source d’exposition artificielle a la radioactivité est 'utilisation médicale
a des fins de diagnostic ou de thérapie. Une autre utilisation fréquente de l'ionysesibla

stérilisation du matériel médical.

IV.4.3.a. Radiodiagnostic

Nous pouvons noter que l'utilisation de rayons X peu ionisants pour la radiographie
correspond a l'utilisation principale de la radioactivité dans ce domaine. Cependant, bien que
peu dangereux, le radiodiagnostic doit étre utilisé avec parcimonie. En plus de la
radiographie, de nombreux radiodiagnostics sont couramment utilisés :

* Le scanner, permettant par rayons X I'obtention d’'une image sous forme d’une
série de coupes transverses. Par ce type d’examen, il est possible de voir tous
les organes en profondeur sans étre géné par leur superposition. Dans le cas
d’un scanner médical, un patient recoit une dose de 0,05 mSv a 15 mSv selon
les organes. Il est donc recommandé de ne pas faire plus de trois examens de ce
type par an.

« L’arthrographie est une radiographie d'une articulation. Cette technique est
utilisée pour localiser le cartilage, les ligaments, les ménisques... Cette
technique nécessite cependant linjection intra-articulaire d’'un agent de
contraste.

» La scintigraphie permet de dépister certaines maladies par observation de la
morphologie et du fonctionnement d’un organe rendu radioactif par fixation

d’un radioélément présentant un tropisme pour I'organe étudié.

IV.4.3.b. Radiothérapie

La radiothérapie est une méthode de traitement locorégional des cancers, utilisant des
radiations pour détruire les cellules cancéreuses tout en épargnant les tissus sains
périphériques. La radiothérapie est utilisée chez plus de la moitié des patients ayant un cancer.
Elle peut étre utilisée seule, ou associée a la chirurgie et a la chimiothérapie. Ses indications
sont liées au type de tumeur, a sa localisation, a son stade et a I'état de santé général du

patient.

36



Partie |, Chapitre 1 : La Radioactivité

On distingue quatre grandes techniques de radiothérapie :

» La radiothérapie externe est la plus connue et la plus utilisée. La source de
rayonnement, extérieure au malade, permet une irradiation localisée des
tissus tumoraux par rayonnemenky ou par faisceau d’électrons.

» La curiethérapie consiste a introduire, pour une durée limitée (en général,
guelques heures) ou définitivement (source de période courte), une source
radioactive dans la tumeur ou dans une cavité de contact.

* La radiothérapie métabolique vectorielle consiste en [linjection d'une
source radioactive liquide qui va se fixer sur les cellules cibles.

* La radiochirurgie, proche de la radiothérapie externe, utilise un ou
plusieurs faisceaux ultra-focalisés permettant de minimiser la dose délivrée
aux tissus adjacents et ainsi d’éviter les zones de surdosage.

Le risque de sur-irradiation médicale apparait comme bien réel pour ce type de
thérapie. En effet, un contrble et un suivi rigoureux des patients est nécessaire afin
d’optimiser le ratio bénéfices/risques et éviter les sur-irradiations médicales (Rangueil de
2006 a 2007 ; Epinal entre 1987 et 2006).

117.4.4. Utilisations dans le domaine militaire

Les armes nucléaires sont des armes de destruction massive qui utilisent I'énergie
dégagée par la fission de noyaux atomiques lourds (uranium, plutonium) pour les bombes A
ou par la fusion de noyaux atomiques légers (hydrogéne) pour les bombes H.

L’effet destructeur de ce type d’armes est di au souffle et a 'augmentation de la
température ainsi qu’'aux rayonnements ionisants. Ce type d’arme a été utilisé deux fois par
les Etats-Unis contre le Japon durant le Seconde Guerre Mondiale. Les bombardements

d’Hiroshima et de Nagasaki ont entrainé plusieurs centaines de milliers de morts.

IV.4.4.a.Les différentes armes nucléaires

Les premieres bombes développées furent les bombes a fission dites atomiques. Leur
principe est basé sur le déclenchement d’une réaction nucléaire en chaine. Les noyaux de la
matiere fissile contenue dans la bombe se scindent (fissionnent) par action du détonateur et
libérent des neutrons. Ces derniers percutent d'autres noyaux de matiéere fissile, qui a leur tour
libérent des neutrons et ainsi de suite. La réaction en chaine produit alors une énergie

colossale.
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Un second type d’armement nucléaire apparut sous la forme de «bombes a
hydrogéne » ou « bombes H ». Ici, le deutérium ou le tritium contenu permet de réaliser par
chauffage a trés hautes températures une fusion nucléaire. L’'amorce, permettant d’obtenir ces
conditions, est constituée d’une bombe a fission au plutonium.

En plus de ces deux types de bombes, d’autres armes nucléaires ont été développées :

« La bombe a Neutrons est une bombe a fusion qui, par sa géomeétrie,
renforce I'émission de neutrons au moment de son explosion.

» La bombe sale ou bombe radiologique est constituée d'un explosif
traditionnel entouré de matiere radioactive. Son but est de polluer et de
contaminer sa zone d’explosion sans produire une puissante explosion.

* Les armes nucléaires tactigues ou de batailles sont des armes nucléaires de
faible puissance dont le but est l'attaque et la destruction des armées

ennemies.

IV.4.4.b. L utilisation des armes nucléaires

Apres sa découverte lors du projet Manhattan, I'engouement pour I'arme nucléaire
aboutit a la mise en place de nombreux projets d’armement et ainsi a une prolifération rapide
des armes nucléaires. Ainsi, 'TURSS développa I'arme atomique en 1949, le Royaume-Uni en
1957, la France en 1960, la Chine en 1967, I'iInde et le Pakistan en 1998... Afin de limiter
cette prolifération, furent ratifiés en 1968 le traité de non-prolifération nucléaire (TNP), et en
1972 et en 1979 les Strategic Arms Limitation Talks (SALT). Depuis les années 1990, cette
tendance s’est inversée au profit de la réduction des arsenaux nucléaires grace a la mise en
place de nouveaux traités (le STrategic Arms Reduction Treaty, START de 1991 et de 1993
et Le Strategic Offensive Reduction Treaty, SORT de 2002).

En raison de sa puissance, l'arme nucléaire est généralement considérée comme une
arme de dissuasion. Cependant, I'impact psychologique potentiel d'une arme nucléaire en fait
une cible de choix pour des mouvements ou Etats terroristes. Ainsi, encore aujourd’hui, les
tensions géopolitiques liées a la prolifération des armes nucléaires sont présentes. Le 9
octobre 2005, la Corée du Nord déclare avoir effectué son premier essai nucléaire concluant.
Le 4 Octobre 2006, I'lran rejette explicitement toute suspension de [|'enrichissement
d’uranium, s’ouvrant ainsi aux sanctions de 'ONU.

De plus, la possible survenue d’un attentat a I'arme nucléaire est considérée comme

plausible par la plupart des experts et pourrait potentiellement occasionner dimportantes
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conséguences, tant humaines que socio-économiques. Le passe, avec l'accident de Tchernobyl
et les bombardements d’Hiroshima et de Nagasaki, nous permettent d'imaginer les effets d'un

attentat nucléaire ou radiologique sur la population environnante.

V. Se Protéger des Radiations

Alors que le nombre dutilisations de la

utilisation apparaissaient, il a été nécessaire

développer des moyens de contrble et de protect
contre ce risque. Ainsi fut créé en 1928, apres la m

en évidence des premiers érythémes radio-induits e

le radium.

Apres la seconde guerre mondiale, en 1950, ce comité fut restructuré pour prendre le
nom de CIPR (Commission Internationale de Protection Radiologique) et étendre son activité
du milieu hospitalier a I'évaluation et a la mise en place de recommandations pour la gestion
de l'utilisation de la radioactivité dans les différents domaines d’activité et pour la protection
des personnels des industries.

Progressivement, avec 'augmentation de la radioactivité dans le domaine industriel, le
champ d’action de la radioprotection s’est étendu a I'ensemble de la population et de
'environnement. Ainsi, le réle de la radioprotection, selon la CIPR est « d’assurer un niveau
de protection adéquat pour 'Homme, sans pénaliser indiment les pratiques bénéfiques qui
exposent aux rayonnements ionisants ». En 1952, I'Assemblée Générale des Nations Unies
créa un comité scientifique chargé d'étudier les conséquences radiologiques des retombées
des tirs nucléaires aériens.

Plus particulierement, en France, I'IRSN créé en 2001 est « I'expert public en matiere
de recherche et d’expertise sur les risques nucléaires et radiologiques » et 'ASN aussi créée
en 2001, est l'autorité compétente en sdreté nucléaire.
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V.1. Des Normes et des Réglementations

Afin de limiter les risques liés a l'utilisation de la radioactivité, une reglementation
basée sur trois principes a été mise en place. Le premier principe est que l'utilisation des
radiations ionisantes doit étre justifiée, c’est-a-dire qu’'aucune pratigue conduisant a une
irradiation ne doit étre adoptée a moins qu’elle ne produise un bénéfice suffisant pour les
individus exposés ou pour la société, compensant alors le préjudice lié a cette irradiation. De
plus, lirradiation doit étre optimisée c'est-a-dire qu’elle doit étre le plus faible possible dans
la limite ou I'effet désiré reste apparent. Le dernier principe est qu’aucun individu ne doit
recevoir des doses d'irradiation supérieures aux limites maximum autorisées. En France, la
réglementation fixe les limites annuelles maximales de dose a 20 mSv pour les travailleurs du
nucléaire et a 1 mSv pour la population.

Les normes internationales sont basées sur les conséquences épidémiologiques des
explosions d’Hiroshima et de Nagasaki. Le risque pour la santé est considéré comme
proportionnel a la dose recue et toute dose absorbée est considérée comme un risque
canceérigene et génétique par la CIPR (1990).

Dans les installations utilisant la radioactivité, les zones d’activités sont divisées en
zones de couleur, en fonction du débit de dose existant dans la zone, permettant de déterminer
facilement le risque d'irradiation et de limiter les temps d’exposition :

Zone bleue : de 0,0025 & 0,0075 mSv.h
Zone verte : de 0,0075 & 0,02 mSV.h
Zone jaune : de 0,02 & 2 mSv.h
Zone orange : de 2 & 100 mSY.h
Zone rouge : > 100 mSvth
De plus, des normes alimentaires ont été introduites. Ainsi, 'Union Européenne a fixé

des activités contenues dans les aliments a ne pas dépasser.

Afin de contréler les doses absorbées par les travailleurs, deux types de dosimétrie
existent :
* La dosimétrie active ou opérationnelle, qui a pour but d'informer la personne de la
dose recue en temps réel, et ainsi de permettre une optimisation des méthodes de
travail afin de diminuer I'exposition. Les données recueillies sont transmises

périodiquement a I'lRSN.
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* La dosimétrie passive ou réeglementaire, qui a pour réle de cumuler les doses
absorbées par un travailleur durant une période de 1 ou 3 mois. Au bout de cette

période, les données de dosimétrie sont aussi transmises au fichier central de 'lRSN.

V.2. Des Moyens Physiques

Afin de se protéger des effets déléteres de la radioactivité, il est possible d'arréter
physiqguement les rayonnements (Figure 5). Cependant, alors qu’une simple feuille de papier
ou 4 a 5 cm d’air permettent I'arrét du rayonnemenet qu’une feuille d’aluminium ou
guelques meétres d’air empéchent la propagation du rayonn@néntrayonnemeny n’est
arrété qu'aprés de grandes épaisseurs de plomb ou de béton. Cependant, ce moyen de
protection ne peut pas s’appliquer en cas de risque d’exposition a grande échelle ou dans de
nombreux cas d’accidents.

Arrét

/ﬁ
—-»

Emission o

FT
0 LY

Emission B

/\/

Emission y

Atténuation

Papier

Verre, Béton,
Plomb

Aluminium

Figure 5 : Protection physique contre les rayonnements ionisants
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V.3. Des Moyens Chimiques

Les limitations de la radioprotection physique ont
conduit & la nécessité d’'une radioprotection chimique. En
effet, nous ne pouvons pas oublier que I'exposition &

rayonnements ionisants peut étre accidentelle comme
de l'accident de Tchernobyl ou toucher une grande par
la population (Hiroshima, Nagasaki). De plus, Certai R
corps de métier tels que les travailleurs du nucléaig
pilotes d’avion et astronautes sont soumis au risque
surexposition pouvant avoir des incidences a long termgLa Terre est le berceau de
sur la santé. Ce risque a engendré la naissance de projétBumanité, mais qui veut
visant a développer des molécules chimiques ou Passersayvie dansun
biologiques pouvant, s'ils sont absorbés avant irradiation, berceau ? » Konstantin
protéger des effets délétéres des irradiations. Tsiolkovsky

Ce type de radioprotection sera plus

particulierement développé dans le chapitre 3.
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Chapitre 2 :
De UIrradiation

Aux Symptomes

1. Mécanismes d’ Action des

Rayonnements lonisants

Apres une irradiation, un ensemble de phénomenes physiques initiaux aboutissent,
apres réactions en chaine, a la dégradation de biomolécules essentielles a la vie des cellules.
La transformation chimique résultant de l'irradiation est issue des phénoménes d’excitations
et d’ionisations. Nous verrons ainsi I'ensemble des phénomeénes reliant les interactions
physigques aux phénoménes chimiques, biologiques (dégradation des biomolécules telles que
I’ADN, les membrane lipidique...) et d’altération des fonctions cellulaires pour conduire aux

résultats sur I'organisme.
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I1. Effets Moléculaires des Rayonnements

Tonisants

Alors qu'au premier abord, nous pourrions supposer que la majorité des dégats dus
aux rayonnements ionisants résulte de I'absorption directe de la radiation, c’est la radiolyse
de I'eau qui engendre plus de 80% des dégats. Ce constat peut s’expliquer par la quantité tres
importante d’eau dans les organismes vivants (environ 80%) ainsi que par la possibilité de
décomposition de cette eau par les radiations, appelée radiolyse de I'eau.

1.1.1. La radiolyse de [eau

Le phénoméne initial de la radiolyse de I'eau est I'ionisation d’'une molécule d’eau,
duea 'absorption d’environ 13 eV.

Rayonnement
H,0 —— H,O0" + ¢ (1)
Ionisant

Le radical cation (6D*) alors formé est instable, d’'une durée de vie d&<l0l se
stabilise en donnant naissance a un radical hydroxyle tf@d réactif selon le mécanisme
suivant :

H,0" — H" + OH (2)
H0+¢ ——> ¢, —> OH+H (3)

Le radical hydroxyle (OHl est le second plus puissant oxydant chimique juste apres le
Fluor. Ce radical a une durée de vie de moins d'1 ns et réagit idovigp, trés prés de son
site de productidi. Il est considéré comme le principal agent de radiolésions. De plus, les
électrons arrachés par ionisation des molécules d’eau perdent leur énergie par collisions (a
I'origine de la formation de radicaux)Hpour étre piégés par les molécules d’eau donnant
naissance a des électrons aqueuixg)(dres réducteurs. Une partie des molécules d'eau
étroitement liées aux électrons agueux va se dissocier pour donner naissance a des radicaux H
et OH (Figure 6). De plus, il faut remarquer que, dans des systemes biologiques, les électrons

agueux peuvent aussi réagir avec le dioxygéne dissous ou des molécules organtiues
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/ o Ho

H,0
H,0 H"+ HO

\ H20
ionisation , - - _\;_> HO- + H

H,0" + e 7—> €aq
Hzo x

H;0"
Figure 6 :La Radiolyse de I'eau

Le second effet pouvant aboutir a la radiolyse de lI'eau consiste en une simple
excitation de cette molécule (Figure 6). La molécule d’eau alors excitée peut se stabiliser
selon les mécanismes suivants, aboutissant soit a la formation etedd OH soit a la

formation de H, OH et d’un électron libre’e
H,0* —— H + OH (4)
H,0* —> H" + OH + & (5)

Les différents radicaux formés lors de la radiolyse de I'eau vont ensuite pouvoir
diffuser dans le milieu et étre a I'origine de Iésions au niveau de 'ADN ou au niveau d’autres
macromolécules (protéines, lipides...) expliquant ainsi une partie des radiolésions. Ainsi, la
diffusion des radicaux est aussi a prendre en compte. En effet, les radicaux peuvent soit réagir
avec des molécules organiques soit aboutir a la formation de nouvelles entités stabilisées par
réaction de deux radicaux entre eux. Le type de réaction se produisant dépendra
essentiellement de la répartition spatiale des radicaux concernés :

20H —> H)0, (6)
2H —— H, (7)
H +O0OH —— HO (8)

Parmi les molécules stables,(®4 peut induire des dommages de par son pouvoir
oxydant trés fort. KO, est ainsi impliqué dans les phénomenes d’oxydation dus a la réaction
d’'Haber-Weiss ou de peroxydation lipidique aboutissant a la destruction des membranes
lipidiques.
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1.1.2. Effet direct et effet indirect

Comme expliqué précédemment, les effets des rayonnements ionisants sur I'organisme

sont de deux typ&<!:

[.1.2.a. L’effet direct

Il consiste en I'absorption directe des rayonnements ionisants par les macromolécules
qui s’excitent alors. Les molécules excitées, instables, tendent vers la stabilisation par
dissipation de leur énergie excédentaire soit par émission de photons par fluorescence soit par
rupture homolytique d’une liaison covalente en deux radicaux.

Cet effet est classiquement considéré comme mineur (15 a 20% des Iésions).

[.1.2.b. L’effet indirect

L’effet indirect correspond a l'interaction des produits de la radiolyse de I'eau avec les
biomolécules présentes. Il est prépondérant dans les systemes vivants (80% des Iésions). Les
radicaux peuvent, comme expliqué précédemment, diffuser en solution aqueuse pour réagir
avec des molécules organiques et les modifier.

Les radicaux Xpeuvent réagir avec une molécule RH par abstraction de I’hydrogéne :

RH + X —— R + XH (9
Dans le cas du radical hydroxyle, I'hydroxylation du radical organique est possible :
R~ + OH —> ROH (10)

D’autres réactions, telles que les réarrangements entre deux radicaux organiques ou les

réactions intramoléculaires peuvent aussi se produire.
2R- — R-R (11)
Dans le cas de molécules présentant des insaturations telles que des doubles liaisons,

des ouvertures de liaisons ainsi que la formation de composés d’addition sont observees.

1.1.3. L’effet oxygéne

L’'oxygene a depuis longtemps été établi comme une source de radiosensibilisation. Il
explique aussi la tres forte résistance aux radiations des cellules hypoxiques telles que les
cellules cancéreuses. Cette radiosensibilisation est entre autres due a l'effet oxygéne
consistant en la réaction de dioxygéene avec des radicaux organigpesirRormer des

radicaux peroxyles en chaine selon le cycle suivant :
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Rupture de la liaison RH : OH *RH —— H,O + R (12
Formation d’un radical peroxyle : R +0, —> ROO (13)
Formation d’un hydroperoxyde: ROO- * RH —— ROOH+ R- (14)

Formation d’'un second radical peroxyl: R~ + O, — ROO (15)

Cet effet est impliqué dans des phénoménes tels que la peroxydation lipidique.

De plus, le dioxygene, présent au moment de l'irradiation, augmente les effets initiaux
du radical hydroxyle et contribue a fixer les radiolésions par formation de l'intermédiaire de
HOO™,

H +0, ——> HOO (16)

Le second aspect de I'effet oxygene est la formation du radical anion superexyde O
patir de dioxygene et d’électrons aqueux :

e-aq + 02 —_— 02'- (17)
Bien qu’au premier abord, ce radical ne parait pas chimiquement tres réactif, celui-ci
possede une durée de vie assez longue, induisant ainsi des réactions pendant un certain temps.

De plus, ce radical anion peut réagir avec de I'eau pour former le radicaltié®@actif :

H,0 + 0,"—— HOO + oH (18)

L.2. Effets Biochimiques des Rayonnements

lonisants

Les deux voies de dégradation expliquant la toxicité des rayonnements ionisants sont
la dégradation directe par absorption de I'énergie du rayonnement ionisant ou la dégradation
indirecte due aux radicaux hydroxyles tres réactifs. Les dégradations touchent la plupart des
biomolécules telles que I'ADN, les protéines, les sucres, les alcools ou led'fpides
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1.2.1. Effets sur [ Acide DésoxyriboNucléique (ADN)

Le maintien de lintégrité génétique d’un individu est essentiel a sa survie. L’ADN
apparait ainsi comme une biomolécule essentielle permettant la transmission de l'information
génétique d’'une cellule a ses descendantes. Cependant, 'ADN est soumis a de nombreuses
attagues inévitables induisant plusieurs milliers de Iésions par jour et par cellule. Des
changements dans lintégrité structurale, par altération des bases ou des sucres ainsi que par
modification dans la séquence des nucléotides qui composent la double hélice de I'ADN,
peuvent induire des erreurs dans le code génétique et ainsi interférer avec la réplication ou la
transcription du génome.

L’ADN, de par son rble dans I'organisme, est une cible privilégiée pour l'irradiation.

En effet, les dommages subis par I'ADN ont été établis comme la source majeure des effets
biologiques observés. Par exemple, en 1977, Warters'8trabntrent que la toxicité de'fl
radioactif dépend de son site d’incorporation et engendre 300 fois plus de toxicité s’il est
absorbé sur 'ADN que s'il est absorbé sur les membranes. Depuis, cet effet a été confirme
par de nombreuses études, et 'ADN, bien que n’étant pas la cible unique de l'irradiation,
reste une molécule pertinente dans I'étude des radioprotétieurs

[.2.1.a. Structure de 'ADN

L’ADN ou acide deésoxyribonucléique est présent dans toutes les cellules d'un
organisme. Il constitue le patrimoine génétique d'un individu. Cette molécule permet la
transmission fidéle des caractéres héréditaires d’'un organisme ainsi que les informations
nécessaires au développement de chaque cellule et ce notamment par la production de
protéines.

La molécule d’ADN est un biopolymere constitué de deux chaines de nucléotides
formant une double hélice. Ce polymere peut atteindre jusqu’a 1,60 m de long chez 'Homme
lorsqu’il est déroulé. Chaque nucléotide composant les chaines est composé d’'un phosphate
relié a un sucre, le 2-désoxyribose, lui méme relié par une lidiggycosidique a l'une des
quatre bases suivantes : I'adénine et la guanine qui sont des bases puriques, la thymine et la

cytosine qui sont des bases pyrimidiques (figure 7).
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NH,

o)
CHs N
HN NF \
‘ Thymine ‘ Adénine
X N
o] H N H

NH, O
N
N HN \
‘ Cytosine ‘ Guanine
X N
o N
N HoN N H

Figure 7 :Les quatre bases de 'ADN

L’ADN soumis a une irradiation peut étre modifié, ce qui conduit a en altérer la
structure. Cependant, tout individu voit son ADN constamment soumis a de nombreuses
attaques par I'environnement (pollution, stress oxydant etc.) et ainsi plusieurs milliers de
lésions de I’ADN par jour et par cellule apparaissent. Afin de limiter les dommages et réparer
fidelement les dégradations de cette molécule, un ensemble de processus, au niveau de 'ADN
et de la cellule, permet le maintien de l'intégrité génétique d’un indidaussi, lors d’une
irradiation, un ensemble de protéines permettra la réparation d’'une partie de I'ADN
endommagé. Cependant, plus l'irradiation ou plus précisément, plus la densité des ionisations
reflétée par le TLE (Transfert Linéique d’Energie) sera importante, plus les dégats seront
nombreux et difficilement réparabts?° Les conséquences de l'irradiation sont donc trés
variables. Lors d’'une faible irradiation, le nombre et la gravité des dommages de I'ADN
seront considérés comme mineurs et les enzymes réparatrices de la cellule permettront une
réparation des lésions. Si la réparation n’est pas fidele, une mutation génique apparait pouvant
avoir, ou non, des conséquences a long terme. Pour des niveaux élevés d’irradiation, elle
conduit a la mort cellulaire immédiate ou différée.

Il existe deux types de dommages radio-induits de la molécule d’ADN : les cassures
de I’ADN, les Iésions ou modifications de bases... (Figure 8)
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Pontage ADN-ADN

Pontage ADN-protéine —
=

.I"'b\.‘a
e )
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direct

Photon incident
-

Effet A\-/-/-\f--- _—

Cassure double brin

indirect P

Perte de base

Figure 8 :Représentation schématique des Iésions de ’ADN induites par les effets directs et

indirects des rayonnements ionisafits

[.2.1.b. Les cassures simple et double brin de 'ADN

Les cassures simple et double brin de 'ADN sont dues a une rupture de la chaine
sucre-phosphate liant les bases de I’ADN entre elles. Les cassures simple brin représentent
une part importante des dégats engendreés par l'irradiation (environ 1000 par Gy et par cellule
pour une irradiation gamma). Les cassures double brin sont plus rares (40 par Gy et par
cellule pour une irradiation gamma). Elles correspondent a deux cassures sur les brins
opposés de I’ADN situées a moins de dix paires de base I'une de l'autre. Elles sont beaucoup
plus dangereuses pour l'organisme et sont reconnues comme premiere cause de létalité
cellulaire lors d'une irradiatidtf!. Ces cassures peuvent étre issues soit d'une particule
dégradant les deux brins, soit de deux dégradations de type cassure simple brin. Elle est dite
homologue si elle se produit au niveau de la méme paire de bases et hétérologue dans le cas
contraire. Les ruptures hétérologues sont les plus fréquentes.

Une cassure simple ou double brin peut conduire a une perte définitive de
I'information génétique contenue dans la zone Iésée. Ainsi, la dégradation de I'ADN par
cassure simple ou double brin peut étre considérée comme un des effets les plus graves de
I'irradiation. Nous noterons aussi que ces cassures sont dues aux deux effets : a I'effet direct,
S’apparentant a une ionisation directe de '’ADN, ainsi qu’a un effet indirect di a la production
de ROS (Radical Oxygen Species) dont les radicaux hydroxyles, généralement modélisés

vitro par réaction de Fenton, ou les électrons libres aqueux.
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La premiére explication de la cassure du squelette de 'ADN est I'abstraction du
proton Hy par les radicaux hydroxyles aboutissant a la formation de phosphoglycolate et de

propénaf? (Figure 9) :

DNA *on
O Base
/\P—O o) Base IZl)NA o-
HO™ | o | |
O S o O + O=P—O-DNA +
_P—0 |
o) HO™ || o)
L ] ; |
[ o o}
O=F|>—O—DNA
OH

Figure 9 : Dégradation de ’ADN par abstraction en,H
Le second type d’oxydation possible di aux radicaux hydroxyles est la formation de

5’-aldéhyde par abstraction du proton e (Higure 10) :

[ ]
OH
DNA Hf O|
@)
O\ @) Base DNA Base
_P—0 |
HO™ |l @)
o) — \ +
_P—O
o 0
0] e} |
| O=P—O—DNA
O=P—O—DNA |
I OH
OH

Figure 10 :Dégradation de 'ADN par abstraction ers’H
Des pontages intra ou inter chaines ou des pontages ADN/protéines environnantes
peuvent aussi se former lors d’irradiations dans le cas ou deux radicaux sont produits a la fois
dans 'ADN et dans une protéine. En général, le pontage est observé entre les acides aminés

« tyrosine » des protéines et les bases pyrimidiques de ’ADN.

[.2.1.c. Les dommages du cytosguelette de 'ADN

Les dommages du cytosquelette de 'ADN peuvent étre dus a la modification ou a la
destruction des bases, a des phénoménes de pontage et de formation de diméres ou a
I'addition de produits issus de la peroxydation lipidique. Ces dégats sont prépondérants
(environ 1500 par Gy et par cellule pour une irradiation gamma) et sont facilement réparables.

Les bases dégradées sont dans certains cas stables, mais de nombreuses modifications
induisent leur instabilité et leur dégradation. De plus, la toxicité et I'effet mutagéne de
certaines bases modifiées sont féelé" Nous pourrons noter que les bases pyrimidiques
sont plus radiosensibles que les bases puriques. Les modifications des bases peuvent étre dues

soit a I'effet direct soit a I'effet indirect.
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* Dans le cas de l'effet indirect, le premier effet des radicaux hydroxyles sur les
nucléosides est I'oxydation des doubles liaisons des bases, généralement en
position G et G des bases pyrimidiques (cytosine, thymine) £eCG des
bases puriques (adénine, guanine).

En prenant par exemple la 2’-deoxyguanosine, le radical hydroxyle peut
oxyder la molécule en 8,5-cyclo-2'-deoxyguanosine par abstraction

d’hydrogéne suivie d’une cyclisation intramolécul&ftéFigure 11) :

0
N
NH
T g f f
HO— N N)\NH2—>HO H,— HO Hy;— HO
OH-
‘Hzo
HO

Figure 11 :Oxydation de la 2’-deoxyguanosine en 8,5’-cyclo-2’-

Oxydatlon

deoxyguanosine
La seconde réaction possible est la formation de la 8-oxo0-2'-

deoxyguanosine (Figure 12) :

(0] (0] (0] (0]
H
HO N NH N NH N NH
< >< f‘\ Oxydation HO‘</ | O:< |
Ho_ki\/ )\ - HO*&\/N N)\NHzg' HowN N)\NH2= HobN N)\NHQ
- HZO -HY, -e
HO HO HO HO

Figure 12 :Oxydation de la 2’-deoxyguanosine en 8-0x0-2’-deoxyguanosine

Il a été remarqué gue ce type de réaction est possible avec la plupart des
« building blocks » de 'ADN méme si les dérivées de la guanine sont les
structures les plus facilement oxydablés.vitro, il est possible de simuler
I'effet indirect de la radiation sur les nucléosides en utilisant la réaction de
Fenton.

* Lors d’'une absorption directe de la radiation, on observe une ionisation de la
base. Le radical cation ainsi obtenu s’hydrate, aboutissant a I'oxydation de la
base (Figure 13) :

H,O .
N N N
NH NH NH
7 — ST e
= = =
N N)\NHQ /N N)\NHZ /N N)\NHZ
Figure 13 :Oxydation de la guanine par effet direct de la radiation
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1.2.2. Effet sur les protéines

Similairement a la dégradation de 'ADN par les radiations, les protéines peuvent étre
désorganisées par oxydation des aminoacides ou dégradées par clivage. En particulier, nous
noterons que les protéines contenant des groupements thiols tels que les enzymes cellulaires
et les protéines de transport sont facilement oxydables avec formation de ponts disulfures, et
que les peptides «riches en fonctions acides » sont facilement endommagés par les
irradiation&> 2°!

Dans tous les cas, une fois oxydée, la protéine n’est plus utilisable par I'organisme.
Par exemple, lorsque deux résidus de type « cystéine » sont proches, ces derniers peuvent
former par oxydation des ponts disulfures aboutissant a l'inactivation des protéines porteuses
de ces résidus. Les ponts disulfures peuvent étre réduits par des enzymes présentes dans la
cellule.

D’autres lésions irréversibles telles que des réticulations (formation de ponts bi-
tyrosine détectables par fluorescence), des coupures, des modifications de certains acides
aminés peuvent aussi avoir lieu et modifier la structure secondaire et tertiaire des protéines.
Apres modification, les protéines deviennent tres hydrophobes et vont pouvoir former des

agrégats dans et autour des celfafes

1.2.3. Effet sur les lipides

Les membranes cellulaires sont essentiellement composées d’'acides gras polyinsaturés
(AGPI). Ceux-ci sont des cibles de choix pour les ROS (Reactive Oxygen Species) tels que le
radical hydroxyle capable d’arracher un proton sur un carbonedendeux doubles liaisons,
pour former un radical diéne conjugué ensuite oxydé en radical péraiyl

Ainsi, lors d’irradiations, les radicaux hydroxyles peuvent initier la peroxydation
lipidiqgue par abstraction d’'un proton de la chaine aliphatique de I'acide gras (LH) aboutissant
a un radical alkyl () :

OH +LH —— H,O + [ (19
Le radical résultant peut, s’il n’'y a pas réarrangement entre deux radicaux lipidiques,

réagir avec de I'oxygéne pour donner le radical peroxylg.LO

L +0, ——> LOO (20)

55



Partie I, Chapitre 2 De I'lrradiation Aux Symptome

La peroxydation lipidique ent alors dans une réaction en e ou le radical
peroxyleva réagir avec un acide gras adjacent pour donner un hydroperoxyde lipidigt
autre radical alkyl L:

Lo + LH —= LOOH + L (21)
Les hydroperoxydes peuveétre réduits et neutralisés par la glutathion peroxyda:

by

continuer a s'oxyder ed se fragmenter en aldéhydemalondialdéhyd...) et en alcanes

(hydroxynonénal...) toxiqueigure 14).

nitiation

AGPI

LOOH
propagation

Figure 14 :Cycle de dégradation des AGPI par peroxydation lipie

réarrangenent
noléculaire

L.3. Effets Cellulaires des Rayonnements

Au niveau de la cellule, trois grands types de Iésions peuvent apparaitre. Al
certaines Iésions sont létales car elles touchent les fonctions vitales de la cellule,
lésions sont dites sublétalec'est-adire gu’elles ne sont pas individuellement létales r
réparables. Cependantatcumulatio de ces derniérgseut entrainer la mc cellulaire. Le
dernier type de Iésions correspond a des lésions potentiellement |éta-a-dire des Iésions
qui sont réparables mais qui doivent étre régs avant la division cellulaire pour permet
une survie.Ainsi, en radiobiologie, la notion de mort cellulaire apparait pour défini
cellules qui perdent leur capacité a se différencier -indéfinimert. Dans le cas une
irradiation trés forte, I'arrét de toute fonction cellulaire est observe, il y a alors app
d’'une mort immeédiate. Dans le cawuneirradiation a faible dose, certaines cellules pour
synthétiser des protéines et de '’'ADN n ne pourront plus proliféreNous parlon alors de
mort différée.
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1.3.1. Notions de radiosensibilité/radiorésistance

Comme expligué précédemment, certaines cellules sont radiosensibles ou
radiorésistantes, c'est-a-dire que selon le type de cellules, et en fonction de la phase du cycle
cellulaire dans laquelle se trouve la cellule au moment de l'irradiation, le rayonnement n’aura
pas la méme influence sur la survie de la cellule. En 1906, Bergonié et Tribondeau ont ainsi
montré que la radiosensibilité d’'une cellule varie proportionnellement a sa capacité de
division et de fagon inversement proportionnelle & son degré de différenciation. Ainsi, deux
types de cellules se dessinent. Les cellules présentant une faible capacité de réparation et peu
différenciées, telles que, par exemple, les cellules souches pluripotentes de la moelle
hématopoiétique, sont trés radiosensibles. Inversement, les cellules a forte capacité de
réparation seront radiorésistantes.

De plus, il faut noter que pour les cellules hypoxiques, le nombre de cassures simples
brins de I'’ADN est 3 & 4 fois plus faible que pour les cellules de mammiféres oxy§énées
Ces cellules hypoxiques sont aussi 2 a 3 fois plus résistantes vis-a-vis de l'irradiation que les
mémes cellules oxygénées. L'étalement dans le temps d’'une dose influe aussi sur la survie
cellulaire en raison de la réparation partielle des Iésions qui peut survenir. Ainsi, Elkind et
Suttor® ont montré qu’une irradiation en deux fractions, séparées par un intervalle de temps,
induit un taux de létalité inférieur a celui obtenu avec une irradiation a la méme dose totale
délivrée en une seule fois. Certaines molécules peuvent aussi conférer des propriétés
radiosensibilisatrices, radioprotectrices ou restauratrices aux cellules. Ce type de molécule

sera évoqué dans le chapitre 2 de la partie 5.

1.3.2. Les aberrations chromosomiques

Apres une irradiation, une déstabilisation du génome est observée dés les premieres
mitoses. Il peut s’ensuivre une trés forte mortalité cellulaire. L’instabilité chromosomique
radio-induite a été observée pour des cellules hématopoiétiques, des fibroblastes primaires et
des lymphocytes. Ces cellules, si elles survivent a lirradiation, peuvent apporter a leurs
descendantes cette instabilité chromosomique et donc une forte capacité a former des
aberrations chromosomiqli€§ Ces aberrations peuvent étre soit des anomalies de nombre
ou de structure visibles au microscope (effets clastogenes), soit des anomalies invisibles a un
examen au microscope mais pouvant avoir des conséquences graves (mutations géniques)
(Figure 15).
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Cellule Cellule Cellule
réparée morte mutée
Effets Effets
nuls  obligateires
Survie Effets
mais dvision diff érés aléatoires
impossible ou stochashques
Effet Cancers Effets

nul génétiques

Figure 15: Conséquences cellulaires de l'irradiatioh

Certains types d’aberrations chromosomiques des lymphocytes circulnt utilisés
a des fins de dosimétrie biologic. Cette technique de dosage est utilisée,
particulierement,en cas d’'incidents ou d’accidents, en absence de dosimétres ph

réglementaires.
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I.4. (Conclusion

Ainsi, a partir du phénomeéne initial correspondant a l'interaction physique des
rayonnements ionisants avec la matiére, un ensemble de processus chimiques et biologiques
va engendrer des dégats et des modifications des biomolécules essentielles aboutissant aux
effets sur I'organisme en cinq étapes majeures :

* La premiere étape est physique. Elle correspond aux tout premiers instants
aprés lirradiation (< 18° s) aboutissant & la création d’espéces excitées dans
la cellule et ’ADN. Les premiéres altérations des biomolécules apparaissent
selon I'effet direct.

« Ensuite, une étape physico-chimique ¥1G < t < 10 s) aboutit a la
thermalisation du milieu puis a la formation d’espéces radicalaires HDldt
des électrons agqueux.e

« L'étape chimique (18°s <t < 10°s), correspond & la diffusion des radicaux.

» L’étape «biochimique » débute alors avec les réactions entre especes
radicalaires et biomolécules engendrant leur dégradation.

» L’étape « biologique » permet la prise en charge des dégradations et la
réparation des biomolécules. Les systemes de réparation, plus ou moins fidéles,
peuvent durer plusieurs heures. Les lésions moléculaires pouvant étre graves
apparaissent alors, conduisant a des atteintes cellulaires, a des atteintes

d'organes et & une pathologfe®®.
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I1. Les Mécanismes de Réparation

et de Défense de ['Organisme

Face aux dommages induits par une irradiation, les organismes ont développé un
ensemble de moyens de protection et de réparation pour répondre a tous les types de

dommaged®.

I1.1. Les Mécanismes de Réparation de [ADN

Au niveau de I'ADN, deux types de réparations peuvent avoir lieu, a savoir les
réparations par excision et resynthése, et les réparations par recombinaison homologue et non

homologu&34.

I11.1.1. Réparation par excision et resyntﬁése

La réparation par excision et resynthese permet une réparation d’'une large variété de
lésions. Ce type de réparation est en général observé pour les cassures simple brin. La
premiere étape consiste en la reconnaissance par les ADN-glycosylases spécifiques
permettant une excision par coupure de la liaison N-glycosidique de la base altérée produisant
un site apurique. Une endonucléase AP clive ensuite 'ADN au niveau de ce nouveau site
pour permettre a une exonucléase de créer une bréche. Il s’ensuit alors I'élimination du
phosphate par une phosphodiestérase afin de permettre la reconstitution de la chaine lésée par
'ADN polymérase en prenant pour modele le brin complémentaire de 'ADN. Une ligase
permet alors une reconstitution de l'intégrité du brin d’ADN lésé. Dans un second type de
mécanisme, une endonucléase peut cliver une partie du brin contenant la base lésée. Une fois
éliminée, l'oligonucléotide lésé est remplacé par un brin sain par resynthése et par

complémentarité de bd&d
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11.1.2. Réparation des coupures doubles brins

Dans le cas de cassures double brin, la recombinaison homologue ou la réparation par
suture non homologue sont les mécanismes principaux car ces lésions sont plus difficiles a
étre réparées. La recombinaison homologue correspond a un échange de I'un des deux brins
de I'hélice non lésée avec celui de la chaine Iésée. Il s’ensuit alors une reconstitution fidéle de
la double hélice. La recombinaison non-homologue consiste en un échange de brins non
homologues de I'ADN. Ce mécanisme de réparation biochimique ne permet pas la
restauration de la séquence d'origine mais uniquement la continuité de 'ADN endommagé par
une cassure double brin. Cette réparation conduira ainsi au changement de l'information

génétique et par conséquent a la naissance d'une mutation pour le géne concerné.
I1.2. Les Défenses Biochimiques et Chimiques

De nombreux mécanismes permettent de protéger I'organisme contre les effets des
rayonnements ionisants. Ces mécanismes de défense sont trés variés. Les principaux sont les
systémes de défense anti-oxydante endogene, linhibition des phénoménes radicalaires, la

protection par hypoxie ou anoxie, la réparation par transfert d’hydrogéne.

11.2.1. Défenses anti-oxydantes endogénes

Comme nous l'avons vu précédemment, de nombreux dégats subis lors d'une
irradiation sont dus a I'effet indirect et donc a des radicaux libres et des oxydants forts. Les
systemes de défense anti-oxydant endogene ont pour but d’inhiber ces molécules soit par des
enzymes speécifiques se présentant comme des piégeuses de radicaux, soit par des composés
naturels endogénes ou présents dans I'alimentation (vitafhfhes)

Ainsi, en temps normal un équilibre antioxydant/pro-oxydant est établi dans
I'organisme. Lors d’une irradiation, cet équilibre est rompu, d’ou l'intérét de développer des
molécules antioxydant88. Ainsi, le premier axe de recherche de mes travaux a consisté a

développer des molécules antioxydantes a visée radioprotectrices (partie 3).

[1.2.1.a. Les systemes enzymatiques

Les enzymes antioxydantes les plus connues sont les SOD (superoxyde dismutases), la
catalase et les glutathion peroxydases. Les SOD permettent la dismutation de I'anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogene. Cependant, ce dernier est connu pour pouvoir produire
des radicaux hydroxyles selon la réaction de Fenton. Ainsi, ce peroxyde doit étre pris en
charge par les glutathion peroxydases ou la catalase. Les glutathion peroxydases font partie
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d’'un systéme dont le but est de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau. Pour s
oxydent du glutatlon réduit(GSH) en disulfure (GSSG).a restitution du GSH se fait p
I'intermédiaire de la glutathion réductase et du systéme NADPH/M. La catalase perm

une dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau et en o> (Figurel6).

Fei"+ OH + OH

Fe< _
@
oD
0, 90 | poon LW posno.
2H"
Glutathion
. Perornydase | )
2GSH (SSG + 2H,0
GlutaThion
Regucrgse
NADP- NADPH + H-

Figure 16 :Lesprincipaux systemes de défense endogéenes enzym

D’autres enzymes telles que les xyrédoxines ou thiorédoxine réducts,

récemment découvertesembleraient aussi jouer un réle majeur dans I'élimination

hydroperoxydées”.

[1.2.1.b. Les systemes n-enzymatigues

D’autres composés, non enzymatiques, intervienrans les défenses antioxydan
C’est, entre autres, le cas du glutathion, de certaines vitamines ou de certains mé

transition. Le glutathion (GSH) est un tripeptide présentant un groupement thiol lui co

des propriétés réductrices et nucléiles :

SH
0
HO c\/\)J\ E CO,H
2 2
v N \/
H H
NH, e}
Glutathion
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Ce composé est présent en forte concentration dans la plupart des cellules et participe
a lactivité antioxydante par piégeage direct des radicaux libres qui I'oxydent alors en
disulfure (GSSG), ou en réduisant les hydroperoxydes en agissant comme substrat des

glutathions peroxydases selon le cycle présenté préecédemment.

D’autres composés antioxydants permettent une protection vis-a-vis des ROS. Ainsi,
I'acide urique, produit de dégradation et d’excrétion des purines chez 'lHomme, semble étre
un antioxydant plasmatique efficace; la mélatonine, ou hormone du sommeil, bien
gu’essentiellement connue comme hormone de régulation des rythmes chronobiologiques et
des sécrétions hormonales, serait aussi un antioxydant puissant ayant la capacité de traverser
les parois cellulaires et la barriere hémato-encéphalique. La coenzynoel @biquinone, est
unemolécule utilisée lors de la production d’énergie par les mitochondries. Sa forme réduite,
I'ubiquinol, est un composé trés antioxydant et lipophile pouvant inhiber la peroxydation

lipidique au niveau des membranes cellulaires.

0 H OH
N
E \ H,CO
HN :
)\ ‘ ’
N X
0O N _— H;CO
N H >\§ 0
e}
OH 0

Acide Urique Mélatonine Ubiquinol

D’autres composeés, tels que certains métaux de transition, sont essentiels pour les
enzymes antioxydantes. Ainsi, le cuivre, le zinc et le manganese entrent dans la composition
du site actif de différentes superoxydes dismutases. Le sélénium est présent sous forme de

sélénocystéine dans les sélénoprotéines telles que la glutathion perB®ydase

11.2.2. Défenses anti-oxydantes exogénes 3%

[1.2.2.a. Lavitamine C

La vitamine C est un antioxydant puissant présent dans tous les organes. A pH
physiologique, I'acide ascorbique est sous sa forme de monoanion ascorbate. Cet anion est un
cofacteur enzymatique impliqué dans la synthése du collagéne et dans la conversion de la
dopamine en noradrénaline. De plus, il piege facilement les radicaux pour donner le

semidéhydroascorbate. Ce dernier peut a son tour s'oxyder en dehydroascorbate (Figure 17).
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HO HO HO
HO\/\ﬁTO‘ -, -H* Hoj\ﬁfo € HO\/\XirO
0 OH te +H & - oH e o o
ascorbate semidéhydroascorbate déhydroascorbate

Figure 17 :Inhibition de radicaux par I'acide ascorbique
L’anion ascorbate peut aussi agir comme réducteur de cations ferriques et cuivriques
induisant ainsi, en présence de peroxyde d’hydrogene, la formation de radicaux hydroxyles
par réaction de Fenton ou Fenton-like faisant apparaitre la dualité pro/anti-oxydant de I'acide

ascorbiqué® 1

[1.2.2.b. La vitamine E

La vitamine E est constituée d’'un ensemble de phénols de structures proches, répartis
en deux sous-groupes que sont les tocophérols et les tocotriénols. La vitamine E est un
composé trés antioxydant de par sa fonction phénol et peu polaire car il présente une longue
chaine lipophile. Ainsi, il est présent essentiellement dans les milieux lipidiques tels que les
membranes cellulaires, en faisant la premiere ligne de défense contre les radicaux peroxyles
formés lors de la peroxydation lipididid La vitamine E, aprés avoir réagi, devient
radicalaire. Le radical formé est cependant peu réactif et peut étre inhibé par d'autres
antioxydants tels que la vitamine C ou le glutatifof{’. Par exemple, la vitamine E, sous sa
forme oxydée, a forte concentration, peut aussi présenter une activité pro-digidante
Ri | R | Rs
CHs | CH3 | CH3 | a-tocophérol
CHsz| H | CHs | B-tocophérol

H | CHz | CHs | y-tocophérol
H H | CHs | d-tocophérol

Tocophérol

CHs; | CHs | CH3 | a-tocotriénol
CHs; | H | CHsz | B-tocotriénol

H | CHs; | CHsz | y-tocotriénol
H H | CHs | d-tocotriénol

Tocotriénol
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[1.2.2.c. Les caroténoides

Les caroténoides sont des terpénoides issus des caroténes et des xanthophylles. Ils sont
présents dans les légumes tels que la camtm@roténe) ou la tomate (lycopéne) ainsi que
chez certains animaux et bactéries. Ces composés sont tres antioxydants et lipophiles et sont
donc localisés dans les lipoprotéines, dans les membranes ou dans les autres milieux

lipophiles.

NN P U N

[-caroténe

[1.2.2.d. Les polyphénols

Les polyphénols sont des substances naturelles présentes dans les plantes. Cette
famille de produits, composée par plus de 8000 structures différentes dont les acides
pulviniques, les flavonoides et les coumarines, présente des propriétés antioxydantes,

antimutagénes et pourrait permettre de réduire les risques cardiovasétitfires

OH
; O /@E\l
OH HO (@] 0]
OH (0]

Flavonoide Coumarine

11.2.3. Les autres systémes de défense

Nous avons vu que leffet oxygene était un des facteurs non négligeables de
radiorésistance ou de radiosensibilité. Aussi, la mise en hypoxie ou en anoxie des cellules
peut permettre une inhibition des phénomenes radicalaires destructeurs. Ce mode d’action a
été démontré pour certains radioprotecteurs tels que les catécholamines et I'Hfétasuire
avec les propriétés vasoconstrictrices de certaines molécules peut étre une voie de recherche.

L’hypothése des disulfures mixtes est aussi intéressante ici. Emise pour la premiere
fois par Eldjarn et PHff” en 1956 elle correspond & I'hypothése ol des thiols pourraient
former des ponts disulfures avec des protéines intra- et extra- cellulaires. Cette liaison,
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démontrée pour la cystéamine et la cystéine, peut étre réduite par les glutathion-transférases
permettant ainsi de protéger contre |'effet direct des rayonnements ionisants la fonction SH de
la protéine facilement oxydable par la formation d’'un pont disulfure. Par attaque d’un radical
libre, le pont disulfure est clivé en fonction thiol d'une part et en acide thiosulfonique d’autre
part. Cette hypothése reste controversée car tous les thiols ne sont pas des radioprotecteurs,
alors gu’ils forment tous des disulfures.

D’autres molécules peuvent permettre de faciliter la réparation des dommages subis.
Ainsi, apres attaque par effet direct ou par les radicaux libres, il apparait des biomolécules
sous leur forme radicalaire. La réparation par transfert d’hydrogene permet d’inhiber ce type
de radicaux avant gu’ils ne réagissent avec d’autres radicaux ou avec du dioxygene. Cette
réparation simple et trés rapide permet la restauration d’'une molécule avant que les
dommages ne deviennent irréversibles.

L'injection de certaines molécules engendre un choc biochimique se caractérisant par
une hypotension, une hypothermie ou une hypoxie. Ce choc biochimique peut permettre,
entre autre par hypothermie, de réduire les réactions métaboliques et de réparer les

dommages®.

I1.3. Conclusion

Ainsi, un ensemble de systemes de défenses enzymatique ou non enzymatique peuvent
pemettre de limiter I'effet des rayonnements ionisants. Cependant, bien qu’efficaces, on voit
apparaitre une limitation de ces défenses aprés une irradiation durant laquelle de grandes
quantités d’especes oxydantes et radicalaires sont produites. L'intérét d’essayer de développer
des molécules antioxydantes et antiradicalaires afin d’inhiber les radicaux formés lors
d’irradiation apparait comme un axe de recherche intéressant pour la radioprotection
chimique.

Les rayonnements ionisants affectant les tissus hématopoiétiques et réduisant le
nombre de neutrophile et de plaguettes dans le sang, le risque de septicémie, d’hémorragie ou
d’anémie augmente considérablement. Activer la restauration hématopoiétique apparait alors
comme un autre axe de recherche.

De plus, il a aussi été démontré gu’'une méme molécule peut agir selon de nombreux
mécanismes alliant ainsi des propriétés antioxydantes a d’autres propriétés comme des

propriétés antimutagéniques etc.
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II1. Effets des Rayonnements

ITonisants sur ['Organisme

Les effets sur I'organisme des rayonnements ionisants sont de deux types. lls résultent

soit d’un risque aléatoire ou stochastiques soit d’un risque direct ou déterhfinidte

II1.1. Risque Stochastique

Le risque aléatoire résulte de la modification du matériel génétique. Il induit des
cancers si les altérations ont touché les cellules somatiques, ou des modifications
phénotypiques de la descendance si les altérations touchent les cellules germinales. Ce risque
est réel apres toute irradiation quelle que soit la dose, méme si la probabilité d’apparition
d’effets néfastes est linéairement dépendante de lintensité de l'irradiation. Cette relation est
facilement démontrée pour les fortes doses mais reste non prouvée non pour les faibles doses.
Cependant, il faut noter qu’une fois apparu, la gravité de cet effet est indépendante de
I'irradiation initiale. Ces observations ont été établies a partir des données épidémiologiques
recueillies avec le suivi des survivants des bombardements d’Hiroshima et de Nagasaki et

I'apparition des cancers radio-indiits

I11.2. Risque Déterministe

Le risque direct ou déterministe est di a l'effet physique de lirradiation. Ce type
d’effet apparait toujours a partir d’'une dose donnée appelée dose seuil. Cependant, la gravité
de cet effet augmente avec la dose, et la vitesse d’apparition des effets est d’autant plus
grande que la dose est élevée. De plus, selon l'individu, la valeur seuil de cet effet est plus ou
moins grande car certaines maladies peuvent affaiblir les mécanismes de défense et de
réparation de '’ADN et des cellules, engendrant ainsi une certaine radiosensibilité.

Un exemple de l'effet déterministe est le syndrome d’irradiation aigué dans le cas
d’irradiation globale. Celui-ci se découpe en trois phases. La premiere phase dite prodrome
(vomissements, céphalées) est suivie d’'une phase de latence puis de la réapparition de signes
cliniques dépendant de la dose ré¥r8 (Figure 18).
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En fonction de la dose, lors du syndrome d’irradiation globale aigle, divers grands

syndromes sont observeés :

111.2.1. Le syndrome hématopoiétique

Ce syndrome est la conséquence de la destruction partielle ou totale des cellules
hématopoiétiques de la moelle osseuse et des lymphocytes périphériques. Observé des 0,5 Gy,
il correspond a une baisse des lymphocytes et du taux de granulocytes aprées quelques heures

puis d’'une baisse des thrombocytes et du nombre de plaguettes aprés quelques semaines.

111.2.2. Le syndrome cutané

La peau est le premier systeme de défense contre les radiations. Exposée dans tous les
cas, un syndrome cutané apparait a des doses supérieures a 3-8 Gy. Apres quelques heures, un
érythéme passager apparait. Aprés une période de latence de deux a quatre semaines, les
symptomes réapparaissent accompagnés d'alopécie (chute des poils) et de desquamation
(perte des couches superficielles de I'épiderme). Pour des doses tres fortes (>20 Gy), des

nécroses de la peau apparaissent.

111.2.3. Le syndrome gastro-intestinal

Ce syndrome apparait pour des doses d’environ 8 Gy. Il s’explique par la destruction
des cellules souches des cryptes intestinales et par la rupture de la barriere intestinale
permettant le passage de bactéries qui induisent des infections. En absence de traitement, la

mort par septicémie ou déshydratation intervient dans les deux semaines.

111.2.4. Le syndrome neuro-vasculaire

Ce syndrome se manifeste a des doses élevées (> 50 Gy en général). L'atteinte neuro-
vasculaire se manifeste par une apathie, une désorientation, des troubles de I'équilibre...
Apres une période de latence de quelques heures, durant lesquelles la personne récupere
partiellement ses capacités, les syndromes nerveux réapparaissent accompagnés de

convulsions qui conduisent au coma et a la mort.

II1.2.5. Effet sur le systéeme de reproduction

Les cellules germinales font partie des cellules les plus radiosensibles, car peu

différenciées et avec un potentiel de division tres élevé. A partir de 0,15 Gy, une stérilité
transitoire chez 'homme peut étre observée. Pour des doses comprises entre 3 et 6 Gy, la

stérilité définitive est observée pour les hommes et les femmes.
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0,15 Gy : Stérilité transitoire chez

I’'homme possible.

3 a 5 Gy :Epidermite seche dans un
délai de trois semaines.

3 a 6 Gy: Sterilité définitive de la
femme avec modifications des caracteres
sexuels (ménopause précoce).

5 Gy : Apparition d’'un érytheme précoce
sous quelques heures.

4 a 6 Gy :Stérilité définitive de ’'homme
sans  modification des capacités

sexuelles.

> 30 Gy : Apparition d'une nécrose
cutanée dont le seul traitement est la

greffe.

0,5 Gy :Une légére baisse du nombre de
lymphocytes peut étre observée.

1 & 2 Gy:Apparition de la premiere
phase prodrome.

2 a 4 Gy :Le systtme hématopoiétique
oblige la mise en place dune
surveillance étroite et d’'une
antibiothérapie.

4,5 Gy :Dose létale 50% chez 'homme
adulte en 'absence de traitement.

4 a 6 Gy :Modification sévere de la
numeération mettant en évidence une
atteinte  importante  du  systéme
hématopoiétique.

6 Gy : Dose létale 100% chez 'homme
dans tous les cas en absence de
traitement.

8 & 10 Gy : Apparition des signes

cliniques par atteinte pulmonaire. Le
pronostic vital dépend de I'age, de I'état
de santé et du traitement de la personne
irradiée.

10 a 20 Gy :Déces inéluctable dans la
semaine suivant lirradiation. Atteinte
respiratoire, digestive...

> 50 Gy :Atteinte neurologique sévere.

Déces sous 48h.

Figure 18 :Symptomes en fonction de la dose
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Chapitre 3 :
Les Radioprotecteurs;
Lewrsy Modes dVActiovw

I. Généralités

Un radioprotecteur est une substance naturelle ou synthétique qui permet, si elle est
administrée avant irradiation, de réduire les effets causés par une exposition a un rayonnement
ionisant. L'effet radioprotecteur de certains composés contre les effets déléteres des
rayonnements ionisants a été publié pour la premiére fois par W.M. Dale é1'1949

L'usage de tels composés peut avoir lieu dans le domaine médical lors de
radiothérapies ou lors d'une exposition prévisible ou accidentelle. Dans le cas d'une
exposition accidentelle, l'utilisation de tels composés devient complexe car de hombreuses
données sont inconnues telles que la dose, la distribution de la dose, le stress etc.

Actuellement, quelques dérivés organométalliques et phosphorés étudiés par notre
groupe de recherche ont montré une activité radioprotectrice intéressante. Un nouveau
composé, le CBLB-502, a récemment été ptihlilf présenterait une activité radioprotectrice

comparable, ou légerement supérieure au composeé de référence, le WR-2721.
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I.1.  (Classification des Radioprotecteurs

Depuis la découverte des propriétés radioprotectrices de la cystéine, de la cystéamine
et du WR-2721, de nombreuses études ont eu pour but de trouver le meilleur radioprotecteur.
Ainsi, il a été nécessaire de déterminer un moyen de classification de ces composés.
L’efficacité d’'un radioprotecteuin vivo a ainsi été définie par son Facteur de Réduction de
Dose (FRD) correspondant au rapport des doses d’irradiation qui provoquent 50% de
mortalité a 30 jours, respectivement chez les animaux protégés et chez les animaux non
protégés (Figure 19). Chacune de ces doses d'irradiation est déterminée préalablement.

DL50/30 jours €hez les animaux protégés
FRD =

DL50/30 jours €hez les animaux non protégés

Figure 19 :Calcul du Facteur de Réduction de Dose
Ce FRD doit étre supérieur a 1,2 pour envisager un usage médical et supérieur a 2
pour un usage militaire.

1.2.  Vers un Radioprotecteur Idéal

Ainsi, un radioprotecteur idéal doit présenter certaines caractéristiques :
» Avoir une activité radioprotectrice suffisante pour protéger I'organisme contre
les dommages radio-induits et le cas échéant les réparer ;
» Etre facilement administrable (par voie orale de préférence), de facon répétée ;
e Présenter le moins d’'effets secondaires possibles et une toxicité faible ;
» Etre compatible avec d’autres médicaments ;
» Etre efficace pour tout type et toute dose d’irradiation ;
» Avoir un effet prolongé ;
» Etre stable ;
» Pour couvrir toutes les circonstances, un radioprotecteur devrait étre facilement
administrable de facon chronique, avant ou apres l'irradiation.
A I'heure actuelle, aucun composé ne respecte I'ensemble de ces critéres. Cependant,
certains d'entre eux présentent une efficacité intéressante et spécifigue mais avec des effets
secondaires non négligeables. Des études cliniques ont été réalisées afin de déterminer le

traitement le plus efficace et le moins toxique possible.
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I.3. Les Différentes Voies de Radioprotection

L’étude du mode d’action des différents composés synthétisés pour la radioprotection
chimique a permis depuis les années 1980 de comprendre les mécanismes de base de la
radioprotection chimique. Initialement dominée par les thiols, la radioprotection chimique
s’est ouverte aux composeés « non-thiols » tels que les dérivés de vitamines, les métallo-
éléments ainsi que le matériel biologique tel que les inhibiteurs de protéases ou les
antagonistes aux canaux calcium. Ainsi, depuis quelgues années, de nouvelles voies de
radioprotection autres que chimiques ont été explBfeds

De plus, alors qu’en général les composés radioprotecteurs sont plus actifs lorsqu’ils
sont injectés avant irradiation, certains composeés peuvent permettre de moduler a postériori
les dommages dus aux radiations. Il est supposé que ces derniers composés agissent sur la
régénération et la repopulation des éléments dégradés dans les tissus essentiels au maintien
des fonctions vitales. Le tres fort potentiel thérapeutique et les avantages de la combinaison
d’'un composé chimique injecté en pré-irradiation limitant les dégats a I'organisme et d’un
composé biologique accélérant la régénération tissulaire démontré par Weiss et al. semble une

voie de recherche intéressante pour la radioprotéion

Les modes d’action possibles des radioprotecteurs peuvent étre de plusieurs types tels
que :

* L’inhibition des radicaux libres ;

* L’induction de radioprotecteurs cellulaires tels que la superoxyde dismutase ou
le glutathion... ;

» L’activation de la restauration hématopoiétique et des fonctions immunitaires
par la stimulation et la maintenance de la prolifération de cellules souches au
niveau de la moelle osseuse ;

» L’activation des enzymes de réparation de I’ADN ;

* Laréparation par donation d’hydrogene ;

e L’induction d’'une hypoxie ;

+ La formation des disulfures mixtes.
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I1. Les Différents Radioprotecteurs

I1.1. Les Radioprotecteurs Naturels

La famille des radioprotecteurs naturels est constituée des différents composés extraits
des plantes, algues et champignons ainsi que des vitamines, des caroténoides, des
polyphénols, des polysaccharides, des acides aminés, des lipides, des amines et polyamines,
des hormones, protéines et peptittes. L'étude des acides pulviniques et des Flavonoides
(polyphénols) sera réalisée dans la partie 3.

D'aprés des études menées par Venkatachetatl®! les composés naturels auraient
pour la majeure partie une action spécifique sur un organe donné. Ainsi, par exemple, alors
que le systeme hématopoiétique est trés bien protégé par la vitamine E, la vincristine ou
I'acide lipoique, le systeme nerveux est protégé par la vitamine C et le mannitol. De méme, la
réparation de I'ADN est favorisée par la mélatonine, I'huile d'olive ou la nicotamide.
L'utilisation de produits naturels tels que les vitamines, les acides aminés, les lipides, les
amines et polyamines, les hormones, ou les protéines et peptides est intéressante car ces
composeés présentent en général une toxicité trés faible et sont bien tolérés par I'organisme.
Cependant, les composés naturels sont en géenéral moins efficaces (FRD < 1,3) que les
composés de synthése tels que I'amifostine. (FRD =/%12)

L'intérét réel de l'utilisation de ces composés est qu’ils peuvent étre associés a
d’autres substances. L'utilisation conjointe du 5-hydroxytryptophane et du WR-2721 a permis

d’en améliorer considérablement les propriétés radioproteéifices
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I1.2. Les Défenses de ['Organisme

11.2.1. Les superoxydes dismutases et les complexes métalliques

Comme présenté au chapitre 2 de cette partie, les superoxydes dismutases sont des
enzymes naturelles catalysant la conversion de I'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene.
Cette superoxyde dismutase est utilisée sous le nom d'Ordotgine diminuer les effets
secondaires lors de radiothérafi&®®. De plus, en association avec des liposomes, de bons
résultats de radioprotection et de radio-restauration ont été obtéflus

Des composés mimant la superoxyde dismutase ont aussi été synthétisés. Ces
composes possedent un ion métallique (Cu, Fe, Mn, Zn) au niveau de leur site actif. Par
exemple, le complexe de 'acide kojique avec un manganése (Figure 20) présente une activité
légerement plus faible que le WR-2721, mais reste actif méme lorsqu'il est injecté 24h avant
irradiation®.

HO Z NS~ o
Mn
O _~ O/ \‘o/ P OH

Figure 20 :Complexe de manganése de l'acide kojique

11.2.2. Les cytokines et les immunomodulateurs

Les cytokines sont des polypeptides, glycosylés ou non, régulant le fonctionnement du
systeme immunitaire. Elles interviennent dans linflammation et I'hématopoiése. Ces
cytokines peuvent stimuler les cellules souches hématopoiétiques et le systeme immunitaire
qui est la principale cible des radiations. Ainsi, elles permettent de limiter les risques de
septicémie ou d’anémie consécutives a l'irradiation.

Singhet al., a résumé les différentes études méfféekoutes les cytokines présentent
une activité radioprotectrice avec un mécanisme souvent spécifique. Par exemple,
linterleukine 1 (IL-1) stimule la moelle afin de surmonter la myélodépre€8idbe plus, un
mélange des cytokines IL-1 et IL-2 a montré une activité radioprotectrice trées marquée (100%
de survie lorsque l'injection a eu lieu 24h avant lirradiation & 11 Gy). Cependant, certaines

cytokines présentent des effets secondaires non négligeables (pro-inflammatoires, etc.).
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L'exemple le plus connu des immunostimulants présentant des propriétés
radioprotectrices intéressantes est le Ribonfunigilisé en médicine. Le mécanisme d’action
dece médicament semble passer par l'intervention de I'interleukine 1 et de I'int€féron

Plus récemment, une équipe américaine a développé un composé permettant de limiter
le phénoméne d’apoptose, phénomene majeur de la perte cellulaire apres une irradiation. Pour
cela, ils ont utilisé un dérivé moins toxique et moins immunogéne d’une protéine bactérienne,
la flagelline, qui se lie au récepteur toll-like 5 (TLR5) présent sur les cellules et active la voie
NF-kB. Le CBLB-502 ainsi développé permet une protection de 87% des souris & une dose de
13 Gy lorsqu'il est injecté 30 minutes avant irradiation. Son activité serait ainsi meilleure que
celle du WR-2721.

I1.3. Les Radioprotecteurs Non Soufrés

I11.3.1. Les nitroxydes

Cette famille de composés permet une protection OH
contre les radiations avec une certaine sélectivité pour les

tissus sains par rapport aux tissus tumdfawdinsi, il a été

développé le tempol (Figure 21) qui est un composeé trés actif | N

en radioprotection mais qui, malheureusement, présente de o)
nombreux effets secondaires (hypotension...) et a une durdegure 21 :Structure du
d’efficacité limitée. tempol

11.3.2. Les hétérocycles
De nombreux composés hétérocycliques sont connus pour leurs propriétés

radioprotectrices. Parmi ces composés, Iimidazole, le benzimidazole et Ila
naphtylméthylimidazoline sont les plus représentétifs. Un autre composé, le Hoechst
33342qui est un bis(benzimidazole), possede la particularité de se complexer sélectivement
avec les doubles brins de '’ADN et ainsi de le protége€e type de composé sera étudié

dans la partie 4.

11.3.3. Les dérivés hydroxylés
Certains composeés (polyphénols, alcools, etc.) présentent une activité radioprotectrice

intéressante. Cependant, ils sont en général moins actifs que leurs analogues soufrés.
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I1.4. Les Radioprotecteurs Soufrés

11.4.1. La protection par les thiols

[1.4.1.a. L’'inhibition des phénomeénes radicalaires

Le premier mode de protection des thiols est 'inhibition des radicaux formés lors de
Iirradiation avant gu’ils n’attaquent et dégradent ’ADN. Bien que l'inhibition des radicaux
hyroxyles soit essentielle a la protection, I'inhibition des radicaux secondairé©(R.00)
ne doit pas étre négligée. Par exemple, les composés de type thiols (RSH), thiolgtes (RS
disulfides (RSSR) réagissent tres rapidement avec les radicaux libres.

L’inhibition se déroule en deux étapes. La premiere consiste en I'inhibition du radical
hydroxyle en eau par le thiol. Le thiol est alors transformé en radicajurR8’est pas assez
réactif pour participer a la dégradation des macromolécules biologiques :

RSH+OH —— H,0+RS (22)
Le radical RSest ensuite capable de se dupliquer pour donner un disulfure facilement
éliminé par I'organisme :
2RS ——> RS—SR (23)
Il est a noter que d’autres composés tels que les antioxydants (vitamine C, vitamine E,
acides pulviniques, acides salicyliques), bien que d’effet radioprotecteur tres variable, peuvent
permettre linhibition des radicaux. Ce type de composé sera étudié dans la partie 3 de

I'étude.

[1.4.1.b. La réparation par transfert d’hydrogene

Les thiols peuvent aussi agir en tant que réparateur par transfert d’hydrogéne. En
absence d’oxygene ou de composé réparateur, '’ADN radicalaire JADNSst pas réparable
et induit donc une certaine |étalité :
ADN. —— Lésion (24)
Sous condition aérobie, 'ADN radicalaire réagit avec I'oxygéne pour donner un
radical oxygéné qui, bien qu’inhibé, aboutit a la dégradation de I'’ADN.

0, + ADN' —> (ADN—0,)° —> ADN-O,H ——> Lésion (25)
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Certaines molécules telles que les thiols ou les thiolates peuvent aussi limiter les

dégradations de I’ADN, qu’elles soient dues a I'effet direct ou indirect. L’ADN dégradé sous

forme radicalaire peut étre réparé par transfert d’hydrogéne ou d’électron selon la réaction :

RSH + ADN. ——» ADN + RS (26)

La compétition entre ces trois réactions a été démontrée par Hodgkis€' et al.

De nombreux autres parameétres sont aussi a prendre en compte :

La réparation de I'ADN l|ésé par d’autres molécules que les thiols ;
La fixation compétitive d’autres espéces a la place de I'oxygéne ;
L’augmentation des capacités de la cellule a réparer 'ADN ;

La diminution de la teneur en oxygene permettant de limiter I'effet oxygéne.

[1.4.1.c. Les limitations liées a l'utilisation des thiols

L'utilisation de thiols comme composés radioprotecteurs est cependant soumise a

d’'importantes limitatior§” :

Le composé doit étre injecté avant ou juste apres irradiation (Hodwgkéads

ont montré que le 2-mercaptoéthanol protégevitro les cellules irradiées
lorsqu'il était injecté juste apreés irradiatidff)

La forme sous laquelle se trouve le thiol doit elle aussi étre prise en compte. En
effet, il sera préféré des composés thiols chargés positivement a pH
physiologique que des composés neutres. On notera que les propriétés
d’inhibition radicalaire par les composés ne dépendent que trés peu de leur
forme ioniqué&?. Nous avons vu précédemment que les radicaux hydroxyles
tres instables ne peuvent réagir que pres de leur site de production. Or, I'effet
potentiel de réparation des thiols n’est possible qu’en cas d’interaction entre le
thiol et I'ADN. Aussi, un composé radioprotecteur doit étre apte a se
rapprocher le plus possible de I’'ADN qu'’il doit protéger. Certains composés de
type intercalant de 'ADN peuvent permettre une telle proximité. Une autre
maniere de permettre a un composé de se rapprocher de 'ADN est de jouer sur
I'interaction ADN/molécule. Ainsi, alors qu’'un composé neutre ne présentera
pas de répulsion ou d’interaction préférentielle avec I'ADN et donc ne
s’accumulera pas en concentration suffisante pour agir, un composé anionique
sera exclu des environs de I'ADN et un composé cationique pourra
s’accumuler de fagon suffisamment proche de I’ADN pour étre actif.
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* Les thiols protegent plus efficacement les cellules présentant un taux
d’oxygéne moyen que les cellules anoxiques ou suroxydg&hés

* Le taux d’oxygene peut aussi expliquer la différence d’activité du WR-1065 ou
du WR-2721 selon le type de cellule. Le WR-1065 protege des effets déléteres
de lirradiation les fibroblastes humains sains mais ne protége pas les

fibrosarcomes tumorauxn vitro®,

La difféerence d'activité peut aussi
sexpliquer par les différences dans l'organisation de la chromatine selon le
type de cellulé®.

» Les thiols permettent aussi de limiter les effets secondaires d’oxydation des
membranes lipidiques des cellules par la peroxydation lipidique. De plus, les
thiols ont aussi été décrits comme modulateurs de I'apoptose. L'effet
thérapeutique de ce type de composeés, qui peuvent diminuer I'apoptose de
cellules saines en maintenant I'apoptose des cellules endommagées, a été

clairement défirlf".

De nombreuses molécules contenant du soufre ont été étudiées pour la radioprotection
chimique. Il apparait que, par exemple, les composés de type 1,2-dithiol-3-thione et
dithioesters pouvaient permettre une certaine proteittivivo, avedn vitro, une cytotoxicité

sélective pour les cellules hypoxiqtf&$!

11.4.2. Les radioprotecteurs soufrés

[1.4.2.a. Les aminothiols

Pattet al'! a démontré I'activité radioprotectrice de la cystéine par ingestion ou par
voie intraveineuse chez le rat (75 a 89% de survie a 8 Gy pour des doses allant de 175 a 575
mg/kg) (Figure 22). Aprés la découverte de l'activité radioprotectrice de ces composés, un
ensemble de dérivés basé sur le principe d'une fonction basique forte de type amine a
I'extrémité d’'une chaine dont l'autre extrémité est occupée par un thiol a été développé.
L’essor des aminothiols durant les années 1950 a permis de faire de grandes découvertes dans
le domaine de la radioprotection. Ainsi, Batcal., a montré en 1951 que la cystéamine était
5 fois plus efficace que la cystéitfe Cependant, ces aminothiols présentent de nombreux
inconvénients (solubilité faible, toxicité, choc cardiovasculaire, hypotension...) limitant leur

utilisation chez I'Hommg™.
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Cystéine Cystéamine
HANCHCH,SH H,NCH,CH,SH
C(O)OH

Figure 22 :Structures de la cystéine et de la cystéamine

En 1959, le Walter Reed Army Institute of Research, aux Etats-Unis, a lancé son
programme de développement de médicaments contre les effets des rayonnements ionisants
(Antiradiation Drug Development Program), lequel a permis la synthese et I'évaluation de
nouveaux types de dérivés contre les effets des rayonnements ionisants (Tableau 4). Parmi les

différents composés obtenus, le WR-1065 fait partie des aminothiols les plus actifs.

Thiols
Composé Structure
Cystéamine (WR-347) H,NCH,CH,SH
Dithiothreitol (DTT) | HSCHCH(OH)CH(OH)CHSH
WR-1065 HN(CH,)sNH(CH,),SH
WR-255591 CHNH(CH,)sNH(CH,),SH
WR-151326 CHNH(CH,)sNH(CH,)sSH

WR : Walter Reed Army Institute of Research

Tableau 4 Les principaux aminothiols radioprotecteurs et leurs structures

Le WR-1065 est le principe actif du WR-2721. Ce composé agit en tant que
radioprotecteur par piégeage des radicaux, Glihsi que par réparation par donation
d’hydrogene. Son activité est en grande partie due a la possibilité de former avec '’ADN une
liaison permettant une proximité. D’autres études ont aussi montré qu’il intervenait dans
différents processus intracellulaires tels que la synthese de 'ADN ou le cycle cellulaire et
gu'il possédait des propriétés anti-clastogenes permettant une diminution des aberrations

chromosomiques radio-induités.

[1.4.2.b. Les phosphorothioates

Des composeés de type phosphorothioates ont aussi été développés. L'utilisation de ce
type de pro-drogue permet une meilleure métabolisation des principes actifs qui sont alors
pris en charge par les phosphatases alcalines restituant le composé sous sa forme active de

thiol. Le Walter Reed Army Institute of Research, aux Etats-Unis a ainsi développé des

80



Partie I, Chapitre 3 : Les Radioprotecteurs, Leurs Modes d’Action

composés de type phosphorothioates de formule généra{CH,)NH(CH,),SPQH, ou
I'activité radioprotectrice est optimale pour x = 3 ety = 2160%!

Le composeé le plus actif de cette série correspond au WR-2721 qui est considéré
comme le composeé le plus actif en radioprotection chimique connu a ce jour (Figure 23). Il
s’agit en fait de la pro-drogue du WR-1065. Son FRD est de 2,12 lorsqu’il est injecté a 200
mg/kg en intra-péritonéal 30 min avant irradiation. Il passe a 2,42 lorsque le composé est
injecté 20 minutes avant l'irradiatiG.

ﬂ OH  Nu NH H/OH
H,N \/\/NH \/\S _ \OH P N NP e SH
WR-2721 WR-3689

Amifostine

Figure 23 :Structure du WR-2721 et du WR-3689

De plus, il faut noter que, bien que le WR-2721 ait été développé dans un premier
temps pour des applications militaires, de nombreux effets secondaires (hypotension,
protection limitée du systéme nerveux central et durée d'efficacité limitéd*®etamitent
son utilisation a la radiothérapie ou il permet de protéger plus efficacement les cellules saines
que les cellules tumoral@s'®.

A ce jour, le WR-2721 est le meilleur radioprotecteur connu. Il a été approuvé par la
FDA pour un usage clinigue. Récemment, un nouveau compose, le WR-3689, dérivé de
I'amifostine, a montré une activité proche du WR-2721 avec une tres |égére baisse de la

toxicité et une meilleure biodisponibilité (Figure 23).

Phosphorothioates

Composé Structure

WR-638 HN(CH,).SPQH.

WR-2721 |  HBN(CH,)sNH(CH,),SPQH,
WR-3689 | CHNH(CH,)sNH(CH,),SPQH,
WR-151327| CH3NH(CH,)3sNH(CH,)sSPQH>
WR : Walter Reed Army Institute of Research

Tableau 5 Les principaux phosphorothioates radioprotecteurs et leurs structures
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Dans notre groupe, il a été développé des phosphorothioates de Ia
naphtylméthylimidazoline (NMI) et de la naphtyléthylimidazoline (NEI) de structure
général&®:

R, O
RICHZéHS——{l—OH
o

. N N- N NCH,CH,NH N NCH,CH,CH,NH
=
O R

Avec R, = R3 = H ou CHj

3

Figure 24 :Structure générale des dérivés de la NMI
Ces composés présentent des propriétés radioprotectrices remarquables qui seront
développées dans le chapitre 1 de la partie 4 de I'étude.

[1.4.2.c. Les autres dérivés soufrés

D’autres dérivés soufrés présentent aussi des propriétés radioprotectrices.

Les thiosulfates sont plus actifs que les aminothiols correspondants et moins toxiques
gue les disulfures. Ces dérivés présentent pour particularité d’étre assez solubles, de résister a
I'oxydation et d’étre trés réactifs vis-a—vis des molécules soufrées avec lesquelles ils donnent
des disulfured®?1%%!

Les thiazolidines sont des analogues cycliques de la cystéamine qui peut étre N-
substituée. lls possédent en général une meilleure activité radioprotectrice que les aminothiols
linéaires. Nous observons aussi un effet prolongé de ce type de molécule du fait de
I'hydrolyse lente du cycle. Elles peuvent étre considérées comme des pro-drogues des

aminothiol$'°%!,

11.4.3. Utilisation de précurseurs organométalliques

L'utilisation de précurseurs organométalliques permet de modifier profondément les
propriétés biologiques des composés (Figure 25). Il a été montré que l'introduction de
précurseurs organométalliques pouvait augmenter les propriétés radioprotectrices, tout en
diminuant la toxicité des compo$§88. L'utilisation des précurseurs organométalliques sera

développée dans le chapitre 1 de la partie 2.
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R;
R g Ry
1 R SCHCH,NH
\M/ 1\ y 2
M

Rz/ \N Rz/ \S(IDHCHzNHz

H R,
Métallathiazolidines Métalladithioacétals

Figure 25 :Structure générale des métalladithiazolidines et des métalladithioacétals

I1.5. Conclusion

Ainsi, un ensemble de molécules naturelles ou non peut limiter les effets déléteres
d'une irradiatiof®®. Les modes d'action des composés sont trés variés. Il est donc
envisageable de créer des molécules agissant sur chacune des voies de radioprotection
séparément. La combinaison de molécules radioprotectrices présentant des modes d’action
différents pourrait donner un effet radioprotecteur trés important. C'est le cas de la
combinaison de 5 composeés (cystéiffenercaptoéthylamine, aminoéthylisothiouronium,
glutathion et sérotonine) qui présente un FRD de 2,8, supérieur aux FRD respectifs de chaque
compos&®,

Comme nous I'avons vu précédemment, les voies de dégradation des biomolécules et
les cibles de lirradiation sont nombreuses. Aussi, il a été nécessaire de réduire les voies
d’investigation dans la mise au point de nouvelles molécules. L’effet direct ne chiffrant que
pour 20% des dégradations et étant trés difficlement limitable, nous nous baserons
préférentiellement sur l'inhibition des phénomeénes radicalaires dus a l'effet indirect. Ainsi
nous étudierons et modifierons dans ces travaux des molécules qui présentent des propriétés
antioxydantes (dérivés d’acides pulviniques, d’acides salicyliques etc.). L'autre axe de
recherche sera la modification et I'étude de molécules présentant des propriétés
radioprotectrices marquées (dérivés de la naphthylméthylimidazoline, de benzothiazole et de
thiadiazole, d’anhydride naphtaliques etc.).

Ces molécules seront modifiées afin d’étudier l'influence des différents groupements
sur les propriétés antioxydantes et radioprotectrices des composés. De plus, l'influence de
I'introduction de précurseurs organométalliques sur les propriétés des molécules sera aussi

étudiée.
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Reéférence Compose Activite radiopharmacologique
130 Wess IE et al Toxicology, Vitamine E FED=1,11chez lasouns en sc & la dose de 100 Ul’kg 15 min avant
189, 1-20, 2003, irrad.
39 Vawroval FoliaBiol 41, 23- E_uoEE.Q_a FED=1,2 chez lasouris en ip ou sc 24 heures avant irr.
30,1995
40 KadechmanY. etal AS101 (ammonium Favorise larestauration des cellules de la moelle et de larate chez la
Immunopharmacology, 29, tnchloro{dioxoéthyléne- sours. Pas de FRD.
149-158, 1995. 0,0 tellurate)
41 Samum Y. et al. Cancer Res. Complexe ZM-desferioxamine FRD =13 4 la dose de 100 pmol/kgchez lasouris en ip 30 min avant
59, 405-409, 1999 irrad.
42 Foye W.O etal J. Pharm. Sci.  Dénivés bis(méthylthio) et Miment I" activité de la superoxyde dismutase
85,811-814, 1996 méthylthio amino
du 1-methylpyridinium- et de
I'acide 1-méthylquinolinium-2-
dthicacetique
95 Laval IDetal Eur J Med Maphthylméthylimidazoline FRD = 1,5 chez lasouris a la dose de 30 mg/kg enip 15min avant
Chem. 28, 709-713, 1993, irad
1 Patt et al Science, 110, 213, Cystéine 75 489 % de surwie chez le rat avec des doses de 1754575 mghkga 8
1949 Gy
28 BacqZM et al Arch Int Cysté amine 66 495 % de surwvie chez la souris avec des doses de 150 4 250 mg/kg
Physiol LIX, 442-446, 1951 a8Gy
60 HolmbergB. etal MNature, 183, Acide 2- 73 % de survie chez la souris 4 la dose de 150 mgkg en ip aprés
832, 1959, aminoéthanethiosulfonique irrachation 4 la dose létale
72  Sedmeier H, Messerschmidt WR-2721 FRD =242 chez la souns 20 minutes avant irrad.
O. Strahlentherapie. 156 (8),
572-578, 1980
79 Céariés B. Thése d’Université, Phosphorothicates dérivésde la 1,60 <FRD < 1,84 chez la souris
Toulouse 2003 naphthylméthylimidazoline
79 Céariés B. Thése d'Université, Métallathiazobdines dérivées de 1, 40<FRD < 1,75chez la souris
Toulouse 2003 la naphthylméthylimidazoline
79 Céariés B. Thése d"Université, Métalladithiacétals dérivées de 1,40 < FRD < 1,60 chez la souris

Toulouse 2003

la naphthylméthylimidazohne

Tableau 6 Les principaux radioprotecteurs conriéd
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Partie Il : Etude Préliminaire

Pouwtie 11 :
Etude Preliminavirve
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Partie I, Chapitre 1 : Les Références

I. Les Différentes Références

Un ensemble de molécules de référence a été utilisé pour notre étude (Figure 26).
Certains de ces produits de référence pour I'évaluation des propriétés antioxydantes sont
disponibles commercialement (vitamine C, vitamine E, trolox, curcumine...). D’autres
composes ont di étre synthétisés tels que le WR-2721 et son métabolite le WR-1065 qui sont,

dans notre étude, les composés de référence en radioprotection.

OH OH
HO OH
O o
HO o
HO OH Ho™ 0
Vitamine C Acide Gallique Curcumine
Vitamine E
(+)-rutine
"o i Hsz\/ﬂ\/\ H)oN ﬁ
2N
o SH " sposH,
Trolox WR-1065 WR-2721

Figure 26 :Les différentes références
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Partie I, Chapitre 1 : Les Références

II. Synthése des (Composés de
Référence

I1.1. Techniques Expérimentales d Analyses

Les composés ont été identifies par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN),
spectrométrie de masse et infrarouge. Leur pureté est contrdlée par analyse élémentaire.

L’ensemble des spectres de résonance magnétique nucléaire du proton est réalisé sur
des spectrométres Avance 300 BRUKER, de fréquence de 300,13 MHz. Les déplacements
chimiques sont exprimés en ppm, en prenant le tétraméthylsilane (TMS) comme référence.
La multiplicité des signaux est désignée par : s (singulet) ; d (doublet) ; dd (doublet
dédoublé) ; t (triplet) ; g (quadruplet) ; quint (quintuplet) ; m (multiplet) ; b (singulet
large).

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du carbone ont été réalisés sur un
spectromeétre Avance 300 BRUKER, a la fréquence de 75,46 MHz, en J-Mod. Les
déplacements chimiques sont exprimés en ppm, en prenant le TMS comme référence.

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du phosphore ont été réalisés sur
un spectrometre Avance 300 BRUKER, a la fréquence de 121,49 MHz. Les déplacements
chimiques sont exprimés en ppm, en prenant I'acide orthophosphorique comme référence.

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du silicium ont été réalisés sur un
spectromeétre Avance 300 BRUKER, a la fréguence de 59,63 MHz. Les déplacements
chimiques sont exprimés en ppm, en prenant le TMS comme référence.

Les spectres d'absorption infrarouge ont été enregistrés sur un spectrophotométre
PERKIN ELMER IRFT 1760 entre des lames de KBr.

Les spectres de masse ont été effectués a I'aide d’'un spectrometre Nermag R10-10H
pour I'impact électronique, d’'un spectrometre type Qtrap et APl 365 pour I'électrospray et la
FAB (Fast Atom Bombardment ; Applied Biosystems).

Les analyses élémentaires ont été réalisées par le laboratoire de microanalyse du
Laboratoire de Chimie de Coordination de Toulouse.

Les points de fusion ont été mesurés en tube capillaire, a l'aide d'un appareil
digital, ELECTROTHERMAL.
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Partie I, Chapitre 1 : Les Références

I1.2. Le WR-1065 et e WR-2721

I1.2.1. Synthése du sel de N-(2-bromoéthyl)propane-1,3-diamine

H

HzN\/\/ N\/\
Br, HBr

Dans un bicol, surmonté d'un Dean Stark, est ajoutée a une solution de N-(2-
hydroxyéthyl)-1,3-propanediamine (25 ml, 211 mmol) et une solution d’acide bromohydrique
aqueux 48% (200 ml, 1,75 mol), goutte a goutte et sous agitation. Le mélange est porté a
reflux pendant 2 jours.

Le résidu marron est repris avec 40 ml de méthanol. Puis 100 ml d’acétone sont
ajoutés, sous agitation, a la solution. Le précipité blanc obtenu est filtré, puis séché sous vide
sur ROs. Le filtrat est évaporé sous pression réduite et le résidu est repris par 50 ml
d’acétone. Le précipité obtenu est filtré puis séché sous vide en présenCeode P

On obtient 67,40 g du sel bromé (198,8 mmol ; Rdt : 94%).

Caractérisation

RMN H (300,13 MHz, BO, &, ppm) : 2,10 - 2,14 (m, 2H, C§, 3,09 - 3,21 (m, 4H,
CHy), 3,44 - 3,70 (m, 4H, CH)

RMN C (75,46 MHz, CDCk, &, ppm) : 26,6 (CHCH,CH,), 36,1 (HNCH,), 37,9
(CH,Br), 45,3 (NHGH,CH,CH,), 47,5 (NHGH,CH,Br)

Spectre de masse (FAB, DMSO) m/z = 181 [M+1]

Point de fusion : 205 - 207 °C
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Partie I, Chapitre 1 : Les Références

11.2.2. Synthése du 2-(3-aminopropylamino)-éthanethiol (VWR-1065)

H

NG NP AN
SH

A une solution de NaSH (1,50 g, 26,78 mmol) dans 85 ml de méthanol est ajouté, a -
10°C et sous agitation, H-(2-bromoéthyl)propane-1,3-diamine (3,00 g, 16,67 mmol). Le
mélange est agité une heure a 0°C puis une nuit a température ambiante. Le mélange est
évaporeé sous pression réduite et le résidu est repris par 6 ml d’éthanol sec. Le solide obtenu
est filtré puis séché sous vide.

On obtient 620 mg de WR-1065 (4,63 mmol ; Rdt : 28%).

Caractérisation
RMN *H (300,13 MHz, CDCE, 8, ppm) : 1,76 - 1,81 (m, 4H, CH, 2,65 - 2,96 (m,
6H, CH,)
RMN '3C (75,46 MHz, DO, &, ppm) : 23,6 (CHS), 26,1 (CHCH,CH,), 36,7
(HoNCH,), 44,6 (NHGH,CH,CH,), 49,3 (NHGH,CH,S)
Spectre de masse (FAB, DMSO) m/z = 135 [M+1]
Analyse élémentaire (GH14N2S) : Calc. % : C, 44,73 ; H, 10,51
Exp. % : C, 44,03 ;H, 11,21
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11.2.3. Synthése du N-(3-aminopropyl)-2-aminoéthylphosphoro-

thioate (WR-2721)

H

HzN\/\/N\/\
SPO;H,

A une solution de N&PQ anhydre (3,46 g, 19,25 mmol) dans 19 ml d’eau a 30°C est
gouté, sous agitation, le N-(2-bromoéthyl)propane-1,3-diamine (6,60 g, 19,25 mmol). Apres
dissolution totale, 1,5 ml de DMF sont ajoutés. Le mélange est agité une nuit a 30°C puis 150
ml de méthanol sont ajoutés. Le précipité blanc obtenu est recristallisé trois fois dans un
mélange méthanol/eau (4/1).

On obtient 2,3 g du dérivé phosphoré (10,70 mmol ; Rdt : 56%).

Caractérisation
RMN *H (300,13 MHz, BxO, 8, ppm) : 2,02 - 2,12 (m, 2H, C}), 2,89 - 2,98 (m, 2H,
CHy), 3,06 - 3,15 (m, 4H, C3),, 3,32 - 3,35 (m, 2H, CH
RMN ¥C (75,46 MHz, DO, §, ppm) : 23,8 (CHS), 25,4 (CHCH,CH,), 36,5
(HoNCH,), 44,4 (NHGH,CH,CH,), 50,4 (NHGH,CH,S)
RMN 3P (D,0O, 8, ppm) : 15,7
Spectre de masse (FAB, DMSO)m/z = 215 [M+1]
Analyse élémentaire (6H1sN,O3PS):  Calc. % : C, 28,03 ; H, 7,06
Exp. % : C, 27,63 ; H, 7,46

Point de fusion : 151-153 °C
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Partie 1, Chapitre 2 : Préparation des Précurseurs Organométalliques

I. Caractéristiques et Propriétés

L’introduction de groupements organomeétalliques modifie les propriétés biologiques
des composeés. Ainsi, depuis quelques années, notre équipe, en collaboration avec le Centre de
Recherche du Service de Santé des Armées, a montré que lutilisation de précurseurs
germaniés, séléniés ou siliciés engendrait une baisse de la toxicité ainsi qu’'une augmentation

des propriétés radioprotectrices en comparaison avec les dérivés catBonés

L.1. Modification de la Toxjcité

Dans le tableau 7, nous remarquons linfluence de l'introduction de précurseurs
organomeétalliques sur la toxicité des dérivés organiques. En effet, les composés
organométalliques montrent dans la majorité des cas une nette diminution de leur toxicité en
comparaison avec la cystéamine. On peut remarquer qu’ici, les dérivés organosiliciés sont
moins toxiques que les dérivés organogerm&niésCette diminution de toxicité pourrait
sexpliquer par une possible inhibition de la toxicité des fonctions thiols ou amines, réactives,
contenues dans les composés organiques. Une autre explication pourrait étre une meilleure

métabolisation du composé sous sa forme organométallique.
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Ry S R
\ /
2N
Ry N
H
Mgétallathiazolidines
M R: Ro DLsc (Mg/Kg)
CeHs CHs 800
S| CoHs CoHs 1000
CHs; p-C HyCeH4 1500
CH; p-CH;OCsH4 1500
i-CsH1 i-CsH1 1000
Ge n-C4Hg n-C4Hg 700
CeHs CeHs 400
CHs p-CH;OCsH4 600
Cystéamine - - 600

Tableau 7 Variations de la toxicité selon M Rt R

dansla famille des métallathiazolidines

L.2.  Modification du Pouvoir Radioprotecteur

Dans le tableau 8, nous observons 'augmentation des propriétés radioprotectrices d’un
déivé de la Naphthylméthylimidazoline (NMI) par [lintroduction d'un groupement
organogermanié ou organosili¢€. Alors que le dérivé organique présente un trés léger
effet radioprotecteur, (FRD = 1,1), les dérivés organométalliques présentent un FRD
nettement plus élevé (1,4 < FRD < 1,7) avec, comme précédemment évoque, une baisse non
négligeable de la toxicité.

Cette augmentation de I'effet radioprotecteur pourrait s’expliquer par :

*« Une meilleure vectorisation de la molécule ;

Une modification des propriétés antioxydantes et antiradicalaires de la molécule ;

* Une augmentation de la posologie par diminution de la toxicité de la molécule ;
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N ]
) N\/\ R,
ST—M
Ry
- 2
DLso

M R: Ry (maiKg) FRD
Ge i-C5H11 i-C5H11 80 1,7
Ge Nn-CgH13 Nn-CgH13 150 1,4
Si i-CsHa1q i-CsHa1q 100 14
Si n-C6H13 n-C6H13 100 1,5
HSCH,CH,NMI - - 35 11

Tableau 8 Variations de la toxicité et du pouvoir radioprotecteur selon MetRR
dansla famille de la naphthylméthylimidazoline
L’effet prolongé ou effet retard est aussi un effet intéressant induit par l'utilisation
d’organométalliques (Tableau 9). Comme présenté dans ce tableau, les molécules deviennent
plus actives lorsqu’elles sont injectées 90 minutes avant irradiation que lorsque le délai n’est
que de 15 minutés?. Cet effet peut s'expliquer par I'hydrolyse lente du composé

organomeétallique et donc par la libération lente et continue du principe actif.

Rl\ /NH
AN
R, S
Rs
DLso Temps Taux de Survie
Ry Re 1 R | mgiKg) (min) %
. . 15 40
1-CsH11 1-CsH11 H 255 90 60
. . 15 30
|'CSH11 I-C5H11 CH3 236 90 50
15 30
n-C6H13 n-C6H13 H 224 90 50
15 30
Nn-CeH13 n-CeHiz | CHs 200 90 40
15 0
HoNCH,CH,SeH, HCI - - 17 90 0
HoNCH(CHs)CH,SeH, ) ) 10 15 0
HCI 90 0

Tableau 9 Variations de la toxicité et du pouvoir radioprotecteur selenRRet R
pour un temps entre l'injection et l'irradiation de 15 ou 90 minutes
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II. Obtention  des  Composés

Organométalliques

I1.1. Synthése des Précurseurs Organométalliques

Selon le groupement présent sur le germanium ou le silicium, les propriétés
biologiques des composés varient. Ainsi, nous avons décidé d’étudier linfluence des

groupements greffés sur le précurseur.

I1.1.1. Synthése des précurseurs dialkyldichlorogermanes

Les procédés classiques de synthese des composés organométalliques dihalogénés ont
éé utilisés icdtY. Ce procédé consiste dans un premier temps a la formation d’un
organomagnésien approprié, dans I'éther a basse température. Cet organomagnésien est
ensuite mis en réaction avec le tétrachlorure de germanium pour donner le précurseur dichloré

souhaité (Figure 27).

Mg, Et20 GCC14, Etzo
2 R-Br > 2 R-MgBr > \Ge/
-30°C -30°C / ]

R = n-GH13, I-CsH11

Figure 27 :Synthese des dialkyldichlorogermanes par la voie organomagnésienne

La seconde méthode consiste en une synthése par redistribution a 220°C en tube
scellé, entre le tétrachlorure de germanium et le tétraalkylgermane en présence d’'une quantité

catalytique d’acide de Lewis tel que le chlorure d’aluminium :

AICl5, 5h
R4Ge + C14Ge > \Ge/
220°C / |

R = nBly3, i-CsH11
Figure 28 :Synthese des dialkyldichlorogermanes par redistribution
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I1.1.2. Syntheése des précurseurs dialkyldichlorosilanes

La synthese des précurseurs dichlorés siliciés est basée sur le méme principe que celle
des dérivés germaniés. La premiére étape est une réaction entre un organomagnésien et du
tétraéthoxysilane (Figure 29).

Mg, Etzo (EtO)4Sl, Et20

2 R-Br > 2  R-MgBr > \
-30°C -30°C /

/
\
R = n-GHa3, i-CsH11

Figure 29 :Synthése des dialkyldiéthoxysilane

Ensuite, il est réalisé la chloration des dialkyldiéthoxysilanes en présence d’un

chlorure d’acide et d’'une quantité catalytique de chlorure d’aluminium :

o) OFt O
R AlCl
s e el
/ /
c” Srp R OF o7 wr
R= n-Q-,H13, i-CsHll
Figure 30 :Synthése des dialkyldichlorosilane
11.1.3. Synthése des bis(diéthylamino)dialkylgermanes et silanes
A partir des dérivés dichlorés, il est possible de synthétiser les

bis(diéthylamino)dialkylgermanes ou silanes par réaction entre le dérivé lithieé de la

diéthylamine et le compose dichloré :

n-BuLi, pentane

Et,NH - Et,NLi
- n-BuH
R /C1 2 Et,NLi, pentane R N(CoHs),
M__ > M__
7 a 2lLia R’ N(CyHs),

R = ngll13, i-CsHig
Figure 31 :Synthese des bis(diéthylaminodialkyl)-germanes et -silanes
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I1.2. Synthése des Dérivés Organométalliques

Deux voies de synthese sont généralement utilisées pour I'obtention des dérivés
organométallique¥’ 110 112

La premiére méthode (Voie A) est une réaction de déshydrochloration entre les
précurseurs chlorés et les composés organiques en présence dune base comme la
triéthylamine (Figure 32). Suivant la nature des composeés organiques, des dérivés mono- ou

di-substitués linéaires ou cycliques ont été obtenus avec de bons rendements (60-85%).

R’ /Cl 2 Ei;N, THF R\ X
- 3 ’
Voie Al: HXCH,CH,XH  + ™~ > M ]
X

M
™~ 2 EtN, H
R,/ Cl 2 Et;N, HCI R,/
] Cl ' X_R
Voie A2 : O, R\M/ 2Et3N,THF= R\M/
/¢ 2EtN, HCI J/ Ny_r
R R'
] Cl ' X_R
Voie A3 : R\ / EGN, THF R\ /
R—XH + M > M
R,/ g -EN, HCI o /N

Avec X =0, S, NH

Figure 32 :Synthese des dérivés organométalliques selon la voie A

La seconde méthode (Voie B), plus performante, consiste en la réaction entre le
bis(diéthylamino)germanes ou le bis(diéthylamino)silanes et le dérivé organique (Figure 33).

Cette méthode permet I'obtention des dérivés souhaités avec des rendements éleves (95-98%).

| N(C,Hs), R' X
o R Y THF ~
VoieBl: yxCH,CHXH + \M\ > M
o/ DNy,  2(CHNH o X
: N(C,Hs), . X—R
; . R THF R
Voie B2 : / /
2 R—XH + M - Ny

R,/ \N(C2H5)2 -2 (C,H5),NH R,/ Sx—rR

Avec X =0, S, NH
Figure 33 :Synthese des dérivés organométalliques selon la voie B
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I1.3. Conclusion

L’intérét principal de ces structures organométalliques est d’agir comme pro-drogue
pemettant une libératiom vivo d’une ou plusieurs substances radioprotectrices ainsi qu’une
libération retardée ou prolongée des substances actives.

Ainsi, la synthése de certains précurseurs organométalliques d'intéréts non
commerciaux a été réalisée dans notre laboratoire. La synthese des dérivés organométalliques
se fera, dans la majorité des cas, par la voie A. Les composés les plus intéressants ont aussi

été synthétisés par la méthode B afin d’optimiser les rendements.
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II1. Protocoles de Synthése

II1.1. Les Précurseurs Organométalliques

II1.1.1. Synthése des précurseurs organogermaniés

[11.1.1.a. Synthese du dichloro-di-hexylgermanel(1)

Cl
n-Celliz =/
Ge
~N
Cl
n-CeHy3 (L1)

Synthese par la voie organomagnésienne

A une solution de magnésium (30,0 g, 1,23 mol) dans 500 ml d'éther anhydre est
ajoutée sous argon, goutte a goutte, une solution de bromurbeaig/le (169,8 g, 1,03 mol)
dans 700 ml d'éther anhydre. Le mélange est porté a reflux sous agitation pendant 2h. Le
mélange réactionnel devient noir. Sous Argon, a -40°C, la solution d'organomagnésien
préalablement synthétisée est ajoutée goutte a goutte a une solution gélG&3lg, 0,51
mol) dans 600 ml d'éther anhydre. Aprés retour a température ambiante, le mélange
réactionnel est agité pendant une nuit.

Le mélange est filtré puis le solide obtenu est lavé avec 3x200 ml de pentane anhydre.
Les solvants sont concentrés sous vide puis le résidu est repris avec 100 ml de pentane
anhydre avant d’étre de nouveau filtré puis concentré sous vide. Le mélange est distillé sous
pression réduite pour conduire a 83,8 g d’huile incolore (57,25 mmol, Rdt: 51,9%). Le

produit obtenu est conserveé sous argon.

Synthése par redistribution

A un mélange de tétna-hexylgermane (21,7 g, 52,43 mmol) et de tétrachlorure de
germanium (11,2 g, 52,43 mmol) est ajouté du chlorure d’aluminium (1,9 g, 14,16 mmol). Le
mélange est porté & 220°C pendant 5h dans un autoclave. Le résidu est repris par 500 ml de
pentane anhydre puis filtré. Le filtrat est alors concentré puis distillé sous vide. On obtient

10,8 g d’huile incolore (Rdt : 65,5%). Le produit obtenu est conservé sous argon.
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Caractérisation

Eb : 85°C /0,03 mm Hg

RMN H (200,13 MHz, CDCE, &, ppm) : 0,88 (t, J = 5,6Hz, 6H, Gj)f 1,19 - 1,50
(m, 12H, CH), 1,52 - 2,24 (m, 8H, CHl

RMN '3C (75,46 MHz, CDC}, 8, ppm) : 14,1 (CH), 22,5 (CH), 23,3 (CH), 26,2
(CH,), 31,3 (CH), 31,2 (CH)

Spectre de masse (El, THF) m/z = 314 [M]

l11.1.1.b. Synthese du bis(diéthylamino)-drhexylgermane (L2)

N(C,Hs),

n-Celiz =/
Ge\

N(C,H
n-C6H13 ( 2 5)2(L2)

A une solution de diéthylamine (12,3 g, 167,95 mmol) dans 100 ml de pentane
anhydre est ajoutée sous argon, goutte a goutte, une solutbutiglithium (105,0 ml, 1,6
M, 167,95 mmol) dans I'hexane. Le mélange est porté a reflux sous agitation pendant 1h.
Sous Argon, a -40°C, une solution de dichloradiexylgermane (20,0 g, 70,00 mmol) dans
140 ml de pentane anhydre est ajoutée goutte a goutte a la solution de lithien.

On laisse le mélange réactionnel revenir a température ambiante puis le mélange est
porté a reflux pendant 8h. On laisse une nuit sous agitation, a température ambiante. Le
précipité de chlorure de lithium est laissé décanter puis le surnageant est récupéré par
canulation. On évapore les solvants sous vide.

Apres distillation, on récupére 19,5 g d’huile incolore (50,46 mmol, Rdt : 72,1%). Le

produit obtenu est conserveé sous argon.

Caractérisation

Eb:123°C /0,01 mm Hg

RMN *H (200,13 MHz, GDs, 8, ppm) : 0,90 (t, J = 4,5Hz, 6H, G} 1,05 (t, J =
6,9Hz, 12H, CHCH;N), 1,12 - 1,54 (m, 20H, (Ch), 2,92 (q, J = 6,9Hz, 8H, GN)
Spectre de masse (El, THF) m/z = 388 [M]
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111.1.2. Synthése des précurseurs organosiliciés

[11.1.2.a. Synthese du dichloro-di-hexylsilane (L3

Cl
”'C6H13\S. /
1

\Cl

n-CeHy3 (L3)

Synthese par la voie organomagnésienne

Syntheése du diéthoxy-di-n-hexylsilane

A une solution de magnésium (25,7 g, 1,06 mol) et de tétraéthoxysilane (50,0 g, 0,24
mol) dans 120 ml d'éther anhydre est ajoutée sous argon, goutte a goutte, une solution de
bromure den-hexyle (158,5 g, 0,96 mol) dans 500 ml d'éther anhydre. Le mélange est laissé
une nuit sous agitation et sous argon.

L’'excés de magnésium est hydrolysé doucement par ajout d’'une solution d’acide
chlorhydrique a 10%. La phase éthérée est récupérée par décantation, séchée sur chlorure de
calcium puis filtrée. On évapore la phase organique sous vide puis le résidu obtenu est distillé
sous vide.

On obtient 43,1 g d’huile incolore correspondant au diethoxaexylsilane (164,34

mmol, Rdt : 68,5%). Le produit obtenu est conservé sous argon.

Caractérisation

Eb:137°C /10 mm Hg

RMN *H (200,13 MHz, CDC}, 8, ppm) : 0,58 (t, J = 7,2Hz, 4H, GiSi), 0,86 (t, J =
5,1Hz, 6H, CH), 1,18 (t, J = 6,9Hz, 6H, G&H,0), 1,21 - 1,26 (m, 16H, (Ch),

3,73 @, J = 6,9Hz, 4H, CkD)

RMN **C (75,46 MHz, CDCL, &, ppm) : 12,6 (CHSi), 14,1 (CH), 18,5
(CHsCH,0), 22,6 (CHCH,), 22,8 (CHCH,CH,), 31,6 (G1,CH,Si), 33,2 (CH), 58,1
(CH,0)

I.R. (cm?) : vsio = 1106

Spectre de masse (El, THF) m/z = 288 [M]
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Synthese du dichloro-di-n-hexylsilane
Une quantité catalytigue de chlorure d’aluminium est ajoutée a une solution de
diéthoxy-di-nhexylsilane (40,0 g, 138,62 mmol) et de chlorure d’acétyle (398,0 ml, 360,5 g,
459,29 mmol). Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant 7h.
La solution est concentrée sous vide puis le résidu est distillé sous pression réduite.
30,1 g d’huile incolore est obtenue (112,41 mmol, Rdt: 81,1%). Le produit obtenu est

conserveé sous argon.

Caractérisation

Eb: 135°C /10 mm Hg

RMN *H (200,13 MHz, CDC}, &, ppm) : 0,89 (t, J = 5,8Hz, 6H, G§f 1,16 (t, J =
6,5Hz, 4H, CHSI), 1,28 - 1,54 (m, 16H, (Cht)

RMN 3C (75,46 MHz, CDCE, 8, ppm) : 14,1 (CH), 20,4 (CHSI), 22,4 (CHCH)),
22,5 CHsCH,CH,), 31,4 (GH,CH,Si), 32,2 (CH)

I.R. (cm™) : vsicl = 689

Spectre de masse (El, THF) m/z = 268 [M]

[11.1.2.b. Synthése du bis(diéthylamino)-di-n-hexylsiland }

N(C,H
nCoHlisn, (CoHs),

Si
/" ONEH
n-CgHls (CoHs), (L4)

Le protocole décrit pour la syntheseldeest utilisé pour la synthese Hé avec 12,6
g de diéthylamine (179,65 mmol) en solution dans 100 ml de pentane anhydre, 115 ml de
butyllithium dans I'hexane (1,6M, 184,0 mmol) et 20,0 g de dichlonoHuexylsilane (74,24
mmol). Aprés distillation, sont obtenus 12,5 g d’huile incolore. Le produit obtenu est
conservé sous argon.

Caractérisation

Eb:110°C /0,05 mm Hg

RMN 'H (200,13 MHz, GDs, &, ppm) : 0,61 - 0,79 (m, 4H, Ci%i), 0,88 (t, J =

5,7Hz, 6H, CH), 0,97 (t, J = 7,0Hz, 12H, GBH,N), 1,14-1,50 (m, 16H, (Chh),

2,80 @, J = 7,0Hz, 8H, CN)

Spectre de masse (El, THF) m/z = 342 [M]
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I11.2. Les Dérivés Dialkyl Organométalliques

111.2.1. Synthése des dialkylorganométalliques cycligues

Ce type de réaction sera utilisé essentiellement pour la synthese des dérivés
organométalliques cycliques issus des dérivés d’acides pulviniques (partie 3, chapitre 1), de
I'acide salicylique (partie 3, chapitre 2), ou du 4,5-dimercapto-1,3-dithiole-2-thione (partie 5,
chapitre 1).

] X ] X
R R\ S ]
Ge Sl\
R'/ X

Avec X =0, S, NH

Protocole général Voie Al

A une solution de composé parent (1 équivalent) et de triethylamine (2 équivalents)
dans du THF anhydre est ajoutée au goutte a goutte, sous argon, une solution de
dichlorodialkylgermane (respectivement dichlorodialkylsilane) (1 équivalent) dans du THF
anhydre. Le mélange est porté a reflux pendant une nuit.

Apres retour a température ambiante, du pentane anhydre (0,5 en volume par rapport
au THF) est ajouté. Le chlorhydrate de triéthylamine est éliminé par filtration puis le filtrat est
séché sous vide pour conduire au produit attendu.

Protocole général Voie B1

A une solution de composé parent (1 équivalent) dans du THF anhydre est ajoutée au
goutte a goutte, sous argon, une solution de bis(diéthylamino)dialkylgermane (respectivement
bis(diéthylamino)dialkylsilane) (1 équivalent) dans du THF anhydre. Le mélange est porté a
reflux pendant une nuit.

Aprés retour a température ambiante, le mélange réactionnel est concentré sous vide

pour donner le produit attendu.
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111.2.2. Synthése des dialkylorganométalliques linéaires

Ce type de réaction sera réalisé pour la synthese des dérivés organométalliques
linéaires des dérivés du benzothiazole (partie 4, chapitre 2) et des naphtalimides (partie 4,
chapitre 3).

' ' X—
R/ R\Si/
/. x—r R,/ Sy R

Avec X =0, S, NH

Rl

Protocole général Voie A2

A une solution de composé parent (2 équivalents) et de triethylamine (2 équivalents)
dans du THF anhydre est ajoutée au goutte a goutte, sous argon, une solution de
dichlorodialkylgermanes (respectivement dichlorodialkylsilane) (1 équivalent) dans du THF
anhydre. Le mélange est porté a reflux pendant une nuit.

Apres retour a température ambiante, du pentane anhydre (0,5 en volume par rapport
au THF) est ajouté. Le chlorhydrate de triethylamine est éliminé par filtration puis le filtrat est

séché sous vide pour conduire au produit attendu.

Protocole général Voie B2

A une solution de composé parent (2 équivalents) dans du THF anhydre est ajoutée
sous argon, au goutte a goutte, une solution de bis(diéthylamino)dialkylgermane
(respectivement bis(diéthylamino)dialkylsilane) (1 équivalent) dans du THF anhydre. Le
mélange est porté a reflux pendant une nuit.

Apres retour a température ambiante, le mélange réactionnel est concentré sous vide

pour donner le produit attendu.
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I11.3. Les Dérivés Trialkyl Organométalliques

Ce type de réaction sera réalisé pour la synthese des dérivés organomeétalliques des
dérivés de l'acide salicylique (partie 3, chapitre 2), des dérivés du benzothiazole (partie 4,

chapitre 2) et des naphtalimides (partie 4, chapitre 3).

R' X—R R’ X—
N/ ...
Ge\ Si ~
o’ R o’ R

Avec X =0, S, NH

Protocole général Voie A3

A une solution de composé parent (1 équivalent) et de triéthylamine (1 équivalent)
dans du THF anhydre est ajoutée au goutte a goutte, sous argon, une solution de
trichloroalkylgermane (respectivement trichloroalkylsilane) (1 équivalent) dans du THF
anhydre. Le mélange est porté a reflux pendant une nuit.

Apres retour a température ambiante, du pentane anhydre (0,5 en volume par rapport
au THF) est ajouté. Le chlorhydrate de triethylamine est éliminé par filtration puis le filtrat est

séché sous vide pour conduire au produit attendu.
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Chapitre 3 :
Techniques
d Evaluation

I. Evaluation in vitro

Comme nous l'avons vu précédemment, les voies de dégradation et les cibles de
I'irradiation sont nombreuses, aussi, il a été nécessaire de réduire les voies d’investigation
dans la mise au point de nouvelles molécules. L’effet direct ne chiffrant que pour 20% des
dégradations et étant tres difficilement limitable, nous nous baserons préférentiellement sur
I'inhibition des phénoménes radicalaires dus a I'effet indirect. Nous avons ainsi développé
différents tests permettant d’étudier nos molécules vis-a-vis de ces phénomenes.

Le pouvoir antioxydant de nos composeés a été déeterminé par deux tests simples :

+ Le test au radical cation ABTS

» Le test au radical DPPHIont une partie des tests a été effectuée par
I’équipe de Thierry Le Gall du CEA de Saclay.

e Un test de peroxydation lipidique en milieu micellaire a été mis au
point en collaboration avec P. Perio de I'équipe de F. Nepveu de I'IRD.
La méthode a alors été modifiée pour étre adaptée a I'utilisation d’un

lecteur de microplaques dans notre laboratoire.
Dans notre étude, les molécules obtenues ont ensuite été testéas par I'équipe

de Thierry Le Gall du CEA de Saclay selon trois modeles, ayant pour but de simuler les

clivages de 'ADN :
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* L’ionisation directe de la thymidine modélisant I'irradiation directe de
I’ADN par rayonnemeny.

« La dégradation de la thymidine par réaction de Fenta®{H-€")
modélisant les dégradations dues a la réaction de Fenton ou aux
métaux.

» La dégradation de la thymidine par réaction de Photo-Fentg@,(H
UV) modélisant les dégradations dues a la réaction de Fenton et a une
irradiation UV.

I.1.  Evaluation des Propriétés Antioxydantes

Ces derniéres années, un vif intérét a été porté par les industries pharmaceutiques et
cosmeétiques pour I'étude des phénomenes radicalaires dangereux pour I'organisme. Ainsi,
nombre de médicaments et de produits antioxydants ou antiradicalaires ont été étudiés. Le but
de ces produits est de limiter les effets déléteres des radicaux formés naturellement ou a cause
de l'activité humaine de facon endogene, ou issus de processus physiques tels que la radiolyse
de l'eau.

Nous avons synthétisé des molécules dans le but de prévenir les dommages produits
par les radicaux issus de la radiolyse de I'eau. Ce phénomene est particulierement connu pour

les composés de type thiol ou polyphénol comme présenté précédemment.

1.1.1. Test au radical DPPH

Parallelement a cet engouement, un ensemble de techniques a été mis au point afin
d’évaluer les propriétés antioxydantes et antiradicalaires des composés. La méthode

d’évaluation de ces propriétés par le test au DPPH est courante.

.1.1.a. Patie théorique

Cette méthode consiste en I'étude de linhibition du radical particulierement stable
1,1diphényl-2-picryl-hydrazil, noté DPPH_a stabilité de ce composé est due a I'importante
ddocalisation du radical sur I'ensemble de la structure du DPPH. La délocalisation de ce
radical empéche son inhibition par formation de dimeres ou réaction avec les solvants tels que
I'éthanol (Figure 34). De plus, la délocalisation du radical induit la coloration violette du
DPPH en solution alcoolique. Ce radical est caractérisé par son pic d’absorbance a 516

nL13-115]
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Q o o
N—H4©7N02 N—N- NO,

O,N O.N
DPPH (forme réduitt DPPF (forme radice libre)

Figure 34 :Structure de la forme réduite (DPPH) et radicalaire (DPPH
du 1,1diphényl-2-picryl-hydrazil
Le principe de ce test est de mesurer le pourcentage d’'inhibition du radical &PPH
présence d’'un composé potentiellement antioxydant et apte a céder un proton a différentes
concentrations. Par addition d’une solution éthanoique de composé a tester au radical DPPH
il résulte une diminution de la coloration violette caractéristique du radical avec I'apparition
de la forme réduite du DPPH. Le radical du composé test résultant de cette réaction peut alors
réagir et former entre autres des dimeres. Nous remarquons qu’au terme de la réaction, il
persiste une Iégére coloration jaune caractéristique des groupements picryl résiduels.

Un exemple de la réaction entre le radical DP&tHe trolox est donné sur le schéma
suivant :

O,N ON .
R HO. q O.
O O
O,N ON

Figure 35 :Inhibition du DPPHpar le trolox

On notera que certains produits, tels que la vitamine C ou les acides pulviniques,
peuvent donner plusieurs protons. Pour la vitamine C pouvant céder 2 protons, 2 molécules de
DPPH peuvent étre inhibées. La norbadione A est un composé hautement antiradicalaire car 7
molécules de DPPHbeuvent étre inhibées par une molécule de norbadione A.

De plus, afin de pouvoir réaliser ce test, il est nécessaire de vérifier que le produit testé
n'absorbe pas a 516 nm.

Ce test a été réalisé selon les molécules, soit par notre groupe soit par I'équipe de
Thierry Le Gall au CEA de Saclay, avec le méme protocole.
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[.1.1.b. Conditions expérimentales

Les mesures ont été réalisées dans de I'éthanol absolu sur des microplaques 96 puits a

I'aide d’un lecteur de plagues Multiskan FC incubator (Thermo Fisher).

{0 [ 1000
o 1| |" Q@GO COOCOO®
1@, | [ TS0 |
4@, | [ 09006
) OO‘@CDOOOOOOQ concentrations)
roaie2| |T Q@@@O@OOOOO0O®

0. | 0 00eee! |
QOOO&ODOOOOOO

11 12

Blanc (éthanol)

Produit

(a différentes

Référence (DPPMH
ou (ABTS)
Figure 36 :Schéma de microplaque pour la préparation
des tests (DPPH et ABTS)

Pour chaque composé, une gamme de concentration est préparée allantMié 10

1,95.10° M directement sur la plague pour un volume final de fl0@ans les colonnes 2 a
11. Pour chaque concentration, quatre mesures seront effectuées (Figure 36).
Des témoins d’éthanol absolu (200) et de radical DPPH100 uM) sont disposés
respectivement dans les colonnes 1 et 12.
Ensuite, une solution a 2QM de radical DPPHest préparée dans I'éthanol absolu.
100pL de cette solution a 2QfM sont ajoutés aux colonnes 2 a 11.
L’absorbance est alors mesurée a 515 nm, toutes les 5 minutes, pendant une heure.
Les 1Go des composés sont déterminées lorsque la courbe de mesures atteint un

plateau.

1.1.2. Test au radical cation ABTS*

Afin de compléter le premier test des propriétés antioxydantes, un second test basé sur
le méme principe est utlisé. Ce test est réalisé avec lacide 2,2-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) noté ABTS. Le radical ABESt aussi un radical stable.

Il est utilisé pour évaluer les propriétés antioxydantes des fluides biologiques, des mélanges
complexes ou bien de produits purs. La particularité de ce radical est de pouvoir réagir non
seulement avec les antioxydants classiques de type polyphénol ou thiol mais aussi avec tout

autre composé donneur d’hydrogene ou d’électron.
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[.1.2.a. Patie théorigue

Le radical ABTS est formé dans notre étude par oxydation de I'ABTS par du
pesulfate de potassium ¢(&,0Og). D’autres oxydants tels que le dioxyde de manganese
(MnO,) peuvent aussi étre utilisés. Le radical ABT&nsi formé présente une coloration
vert-bleu caractéristigue de sa bande d’absorption a 734 nm. Cette bande d’absorption, de
coefficient d’extinction molaire éleve, est utilisée pour notre étude. Les autres coefficients
d’extinction molaire élevés de ce radical stable se trouvent & 416 et 650 nm.

La concentration en radical ABTSpeut étre aisément calculée par mesure de
I'absorption de la bande a 734 nm en spectroscopie UV-visible. La décroissance de cette
bande sous I'action de différents antioxydants a différentes concentrations permet la mesure
de I'activité antioxydante. On notera qu’un autre parameétre entrant en compte dans la mesure
est le temps de réactfofi 1
Similairement au radical DPPHe radical présent sur 'ABTSest délocalisé sur

I’ensemble de la structure, ce qui explique sa grande stabilité (Figure 37).

N
HSO;, { HO;S S /N%
F SO;H =N S SO;H

ABTS * ABTS
Figure 37 :Structure de la forme réduite (ABTS) et radicalaire (ABTS
del'acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

Comme pour le test au DPPH, nous mesurons ici la décoloration de la solution a 734
nm afin de déterminer le pourcentage d’inhibition du radical en fonction du temps et de la
concentration d’antioxydant.

[.1.2.b. Conditions expérimentales

Activation de 'ABTS

A une solution d’ABTS (Sigma Aldrich) a 7 mM dans I'eau, est ajoutée une solution

de persulfate de potassium (Sigma Aldrich) a 140 mM pour obtenir une concentration finale
de 3,5 mM. Le mélange est agité une nuit a I'abri de la lumiére et a température ambiante

pour former le radical ABTS Le mélange est ensuite dilué avec de I'éthanol absolu pour
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obtenir une absorbance voisine de 0,7 a 734 nm et a 30°C pour un volume finajudle 390
rendement de la réaction d’oxydation peut étre calculé a partir du coefficient d’extinction
molaire connu de 1,5.2@nol*.L.cm™ car la réaction est toujours incompléte : elle commence

immeédiatement, mais ne se stabilise qu’apres plus de 6 heures.

Protocole de test

Les mesures ont été réalisées dans de I'éthanol absolu sur des microplaques 96 puits a
I'aide d’un lecteur de plaques Multiskan FC incubator (Thermo Fisher).

Pour chaque composé, une gamme de concentration est préparée allahtvié 10
1,95.10° M directement sur la plaque pour un volume final de [20@ans les colonnes 2 &
11. Pour chaque concentration, quatre mesures sont effectuées.

Des témoins d’éthanol absolu (300Q) et de radical ABTS (A = 0,7 ; 100uL de
solution d’ABTS" préalablement étalonnée et 2QQ d’éthanol absolu) sont disposés
respectivement dans les colonnes 1 et 12 (Figure 36).

Ensuite, 100uL de la solution d’ABTS préalablement étalonnée sont ajoutés aux
colonnes 2 a 11.

L'absorbance est alors mesurée a 740 nm, toutes les 30 secondes, pendant une heure a
30°C.

Les IGo des composés sont déterminées lorsque la courbe de mesures atteint un

plateau.

[.1.2.c. Cdculs de TEAC

Communément, les valeurs sont données en Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
(TEAC) correspondant a la normalisation de 4J@u composé testé par la valeur ¢d@u
trolox & une méme absorbance de départ®in de calculer les TEAC en prenant en compte
les Iégeres variations de possibles entre les différents tests, il a été tracé la courbe ge I'lC
du trolox en fonction de A(Graphique 1). Chaque point de cette courbe correspond a la
moyenne de 5 mesures effectuées.

A partir de cette courbe, il est possible de déterminegd i trolox pour un A
donné Le TEAC est alors calculé par division de la valeur ¢hi€Cun produit a A par I'lCsg

du trolox a partir du méme A
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A, = f(IC;y(Trolox))

0,3

0,3

0,2

o
/ y =0,0278x

Ao 0,2

/ R?=10,9955

0,1

=

0,1
0.0 )/‘

0

20 40 60 80 100

ICso0 (UM)

Graphiquel : Courbe de calculs des TEAC 56 f(Ag)

[.1.2.d. Résultat : composés de référence

Un ensemble de molécules connues pour leurs propriétés antioxya été testé

comme références. Il s’agit de I’Acide Ascorbique (Vitamine C), a-tocophérol (Vitamine

E), de I'Acide Gallique, du Trolox, de la -Rutine, de la Curcumine, du V-2721 et du

WR-1065. Les résultat% inhibition du radical cation ABT" en fonction de la

concentration en antioxyda sont représentés ci-apres (Graphiqye @n notera que le

coefficients de corrélation soen général tres bons (>0,98).

120 -+

Trolox
y=2,8131x
R?=0,9855

&

Test a I'ABTS

100

Vitamine E
y=4,1677x

R?= 0,955 |

60 -

% inhibition

40 -+
Vitamine C
y =1,8822x

R?=0,9p73

L

WR-1065
y = 0,3584x WR-2721
R*=0,9882 y = 0,0905x%

R?=0,9113

100 150 200 250 300 350 400

Concentration (mM)

Graphigue 2 Courbe de résultats du test a I’'AE pour les composeés de référe:

% inhibition = f(Concentration)
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A partir des droites de régression, il est possible de déterminer la concentration
inhibant 50% du radical ABTS(ICsg) (Tableau 10, Graphique 3).

Produit ICso (uM) | Déviation standard
Vitamine E 12,0 0,1
Vitamine C 26,6 0,4

Trolox 17,8 0,3
(+)-Rutine 37,8 0,2

Acide Gallique 52,8 0,2
Curcumine 53,7 1,0
WR-1065 139,5 9,7
WR-2721 552,50 54,9

Tableau 10 1C5o(ABTS) des composés de référence

On obtient ainsi les TEAC, prenant en compte les variations d’absorbance ingtiale A
(Tableau 11).

Produit TEAC Déviation
Vitamine E 0,64 0,01
Vitamine C 0,68 0,03

Trolox 1,00 -
(+)-Rutine 1,06 0,02

Acide Gallique 1,36 0,02
Curcumine 1,66 0,07
WR-1065 2,69 0,19
WR-2721 10,45 1,04

Tableau 11 TEAC (ABTS) des composés de référence

On notera que le WR-2721 est peu actif dans ce test par rapport aux autres composés.
Cependant, ce résultat semble logique. En effet, ce composé est la prodrogue du WR-1065. I
nécessite, comme pour tous les phosphorothioates, I'action d’'une phosphatase alcaline
permettant la libération du principe actif et donc des propriétés de ce composé. Dans ce test,
cette phosphatase étant absente du milieu, il n'y a pas libération du principe actif et donc peu

d’activité.
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TEAC (ABTS)
12 «
10 '
o |7
TEAC & 4
.
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Vitamine E VitamineC  Trolox (+}rutine acide curcumineg ‘WR-1085 WR-2721
gallique

Graphique 3 Représentation graphique des TEAC (ABTS)

pour les composeés de référence

1.1.3. Test de peroxydation lipidigue en milieu micellaire

Le phénomene de peroxydation lipidique est tres destructeur lors d’'une irradiation.
Afin d’évaluer la capacité de nos composés a inhiber ce phénomeéene, nous avons mis en place
un test de peroxydation lipidique en milieu micellaire. Ce type de test est généralement utilisé
dans l'industrie pharmaceutique ou cosmétique pour tester la capacité de produits a inhiber les
radicaux lipidiques dans des milieux biologiques. Une autre utilisation est, dans I'industrie
agroalimentaire, de déterminer la capacité de conservation des aliments par de nouveaux

conservateurs.

[.1.3.a. Principe du test

Cette technigue est basée, comme pour 'ABTS et le DPPH, sur des techniques
spectrophotométriques. Ici, IB-caroténe, composé extrait de la carotte, est utilisé comme
indicateur coloré. Il présente un pic d’absorbance caractéristique a 470 nm (orange). Des
micelles de lipides contenant ecarotene sont formées par émulsion, dans I'eau, d'acide
linoléique et de Tween 40. On provoque alors I'oxydation de l'acide linoléique par ajout
d’eau saturée en oxygene. L’acide linoléique ainsi libéré va réagir aBezal®téne qu'il va
détériorer en rétinal. Il en résulte une décoloratiof-darotene et par conséquent une baisse
de I'absorbance a 470 nm du mélange. L'ajout de certains composes tels que la vitamine E
permet une protection dudarotene et donc un maintien de I'absorbance spécifique a 470 nm
(figure 38)t20-122]
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Certains composés, bien que tres fortement antioxydants, sont inefficaces dans ce test.
En effet, lep-carotene est, dans ce modéle, inclus dans la membrane lipidique de la micelle.
Ainsi, les produits ne seront actifs que s'ils présentent des propriétés antioxydantes et une
certaine lipophilie. La vitamine C par exemple, est un trés bon antioxydant. Cependant, son
activité est nulle ici car il est trop hydrophile.

Dans ce test, nous déterminons le pourcentage de protectigrcatotene par nos
produits a deux concentrations, 114 et 24uM, correspondant a 90% et 50% de protection
du B-carotene par la vitamine E dans notre modele. Ce modéle permettra de quantifier la
capacité d’'une molécule a protéger les membranes lipidiques telles que les membranes
cellulaires.

[.1.3.b. Conditions expérimentales

Préparation des micelles

Une solution dg8-carotene a 2 mg/ml dans le dichlorométhane est préparée. Dans un
ballon, sont introduits 80 mg d’acide linoléique, 240 mg de Tween 40 puis 2 ml de la solution
de B-carotene a 2 mg/ml. Le dichlorométhane est évaporé sous courant d’argon. Une solution
d’eau ultrapure saturée en oxygene est préparée en faisant buller de I'oxygéne dans I'eau
pendant 1 heure. La solution de micelles est préparée par addition de 50 ml d’eau saturée en
oxygene a la solution d’acide linoléique, de Tween 40 etclr@tene. La solution est ensuite
agitée au vortex pendant 30 secondes. Cette solution sera préparée juste avant son ajout aux
puits de la microplaque. En effet, & partir du moment ou I'eau saturée en oxygene est ajoutée a
la seconde solution, la peroxydation lipidigue commence.

Préparation des plagues

Les mesures ont été réalisées dans de I'éthanol absolu sur des microplaques 96 puits a
I'aide d’un lecteur de plaques Multiskan FC incubator (Thermo Fisher).

Pour chaque composeé, deux concentrations sont préparéesM14i634 uM) dans
des tubes eppendorf. pll de chaque solution sont introduits dans les puits des colonnes 1 a
11, comme indiqué sur la Figure 39. Dans la colonne 1L5@e solution de vitamine E a
116 uM (A-C) ou a 24uM (E-G) sont introduits. Pour chaque concentration et chaque
produit, trois mesures seront effectuées. Un témoin d’éthanol absolyi(3@3t introduit
dans la colonne 1. 50 pL d’'une solution d’éthanol absolu sont introduits dans les puits des
lignes D et H. Ensuite, 250L de la solution micellaire dB-carotene préparée juste avant

introduction sont ajoutés aux colonnes 2 a 12.
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Oxydation
des lipides
Sans Décoloration
Antioxydant >
garoténe
Oxydation
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Avec la solutior .
Antioxydant >

I'oxydation

Figure 38 :Test de peroxydation lipidique
Protocole de test

L’absorbance est alors mesurée a 450 nm, toutes les minutes, pendant quatre heures.

Les pourcentages de protection fltcarotene par les composés sont déterminés

lorsque la courbe de mesures atteint un plateau

e, | || L eeeee
eme| FOBBBROOOOOO®
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Figure 39 :Schéma de microplaque pour la préparation du test de peroxydation lipidique
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[.1.3.c. Détermination de la lipophilie/hydrophilie des composés

Nous savons que, selon les composés, la répartition statistigue des molécules dans un
melange de deux solvants est différente. La notion de non homogénéité des milieux prend
toute son importance dans ce type de test ou la molécule testée est introduite en milieu agueux
mais doit migrer dans un milieu lipophile pour permettre une protection. Ainsi, la capacité des
molécules a passer la membrane lipidigue a été calculée a partir des logP théoriques
correspondant au coefficient de partition théorique entredetanol et I'eau. Les calculs ont
éte réalisés avec ChemBioDraw Ultra 11. Plus le logP est éleve, plus la molécule aura
tendance a migrer dans la micelle et plus elle pourra protéferdmténe de la peroxydation

lipidique.

[.1.3.d. Résultats : composés de référence

Un ensemble de composés de référence a subi ce test (Tableau 12). Ces composés
présentent tous des propriétés antioxydantes marquées (0,5 < TEAC < 1,5, au test a 'ABTS).

% de .| Déviation % de s/ Deviation
N° LogP protection a standard protection a standard
116 uyM 24 uM
Vitamine E 9,98 89,6 0,2 55,0 6,2
Vitamine C -3,36 -14,6 1,4 -5,3 2,8
Trolox 3,19 60,9 7,1 52,0 4.8
(+) rutine -1,45 9,8 55 5,0 2,8
Acide
Gallique 0,47 -7,8 3,6 -0,2 1,2
Curcumine 2,56 90,8 6,8 -14,4 2,4
WR-1065 -0,61 -1,0 0,8 0,3 1,3
WR-2721 -0,29 2,1 0,3 1,8 0,9

Tableau 12 Pourcentage de protection des références vis-a-vis de la peroxydation lipidique

Nous remarquons, avec ces exemples, l'influence de la lipophilie dans la capacité a
protéger de la peroxydation lipidique dans notre modele. En effet, alors que la vitamine E et la
vitamine C présentent des TEAC proches (TEAC (Vitamine E) = 0,64 ; TEAC (Vitamine C)
= 0,68), les résultats sont ici totalement différents. La vitamine C est ainsi inefficace (et méme
pro-oxydante) car elle est hydrophile et ne passe pas la membrane alors que la vitamine E,
lipophile, a 116uM, protege a 90% I@-carotene. Le méme constat est observé en regardant
le Trolox (TEAC = 1,00) et la (+)-rutine (TEAC = 1,06). La Vitamine E sera considérée

comme la molécule de référence pour les études de peroxydation lipidique.
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I1.1.4. Test de Protection de la Thymidine

Le test de protémn de la thymidine a été mis au popar F. Taran (CEA/SCBN
Service de ChimieBioorganique et de Marquage) en collaboration avec les équipes
Créminon et D. BoquefCEA/SPI, Service de Pharmacologie et d'Immunoanalyse) et
Pin et J.-P. Renau{CEA/SIS2M, Service Intersciplinaire sur les Systemes Moléculaire:
les Matériaux)ll consiste en I'étude de la dégradation de la thymidine (nucléosic’ADN)
soumise a un stress oxyda@uvant étre une irradiaticy, une irradiation UV a 254 n en
présence de peroxyde d’hydrogéne un stress oxydant de type Fenton #*/H,0.). La
thymidine intacte est ensuite quantifiée par dosage im-enzymatique faisant appel a
anticorps spécifiqgue de la thymidirCe test de crilsige se réalise sur dplaques 96 puits et
a permis de tester simultanément un grand nombre de composés compo fonctions
phénols ou thiolsLe principe détaill et les protocoles de ce tesfalisé par I'équipe d

Thierry Le Gall au CEA de Sacl, seront donnés en annexe.

1.1.5. Test de Protection de Plasmide

Ce second test consiste a étudie
dégradation d’'un plasmide (ADN doutk

Forma |
brin superenroulé, non chromosomiq %
. ) . N b i
extrait d’'une bactérie) soumis a un str -:eupu:je N e
|sizple brin double brin
oxydant en présence d'un comps =
potentiellement antioxydantPar action @ : -
] . /':"_'—_‘“
d'un stress oxydant, il va y awc e /

Forme 111
dégradation de 'ADN par cassure sim

Figure 40 :Les 3 formes de I'AD:
brin générant de I'ADN circulai ou

) Forme I, superenroul¢; Forme ll,
double brins donnant alors de I'AC

L o , circulaire ; Forme lll, linécre
linéaire. Les différentes formes de I'AC
sont alors séparées par électrophorese
gel d'agarose puis quantifis (Figure

40)?Y.
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I1. Evaluation du Pouvoir

Radioprotecteur

Une fois la mesure des propriétés antioxydantes réalisée, il est nécessaire de
sintéresser aux propriétés des composés dans des systemes plus complexes reflétant mieux la
réalité, car dans un organisme, un radioprotecteur doit étre apte a protéger de plusieurs types
de radicaux (OK LOO etc.) et de différents types d’attaque (directes et indirectes), plusieurs
types de cibles (ADN, lipides, protéines, sucres...). Ainsi, il est réalisé un test sur un modéle

cellulaire (TK6) puis un test in vivo chez la souris.

I1.1. Evaluation du Pouvoir Radioprotecteur sur

Modeéle Cellulaire

Les tests in vitro sur modéle cellulaires ont été réalisés au Centre Régional de Lutte
contre le Cancer Paul Strauss, a Strasbourg, par Pierre Bischoff et Antoine Le Roux.

Ces études ont été menées sur des cellules TK6 correspondant a une lignée de cellules
lymphoblastoides humaines trés radiosensibles ayant un caryotype stable (47 chromosomes)
et dotées d'une protéine p53 fonctionnelle. Cette protéine agit en tant que facteur de
transcription et est indispensable au maintien de I'intégrité de la cellule et de ses composants.
Lorsque la cellule est soumise a un stress, la protéine p53 est activée et va provoquer la
transcription de nombreux genes. Cette activation conduit soit & I'arrét du cycle cellulaire, de
maniere a permettre par exemple la réparation de 'ADN endommageé, soit directement a

I'apoptose. Le protocole de ce test sera donné en annexe.

I11.1.1. FEvaluation toxicologique

La premiere évaluation cellulaire correspond a une évaluatiatitro de la toxicité
des produits. Pour cela, les différentes molécules sont mises en contact avec les cellules TK6,
sans irradiation. Un suivi de la prolifération cellulaire est alors réalisé a l'aide d’'un test a

I'’Alamarblue® puis comparé au témoin sans molécule. Le test a I'Alam&rbése un
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indicateur de l'activité métabolique, basé sur le pouvoir réducteur des cellules vivantes. Les
cellules vont en effet réduire la résazurine, un colorant bleu non fluorescent, en résofurine, un
colorant rouge fluorescent. L'intensité de la fluorescence est alors directement proportionnelle

au nombre de cellules vivantéd.

11.1.2. FEvaluation du pouvoir radioprotecteur

Ensuite, il est réalisé un test permettant de définir les propriétés radioprotectrices des
composés. Pour cela, aprés avoir mis en contact les différentes molécules avec les cellules, on
réalise une irradiation a 8 Gy. On suit alors la prolifération cellulaire par le test a
I'’Alamarblue® et on compare avec le témoin correspondant & une culture cellulaire irradiée

sans ajout de la molécule test.
I1.2. Evaluation du Pouvoir Radioprotecteur in

vivo Chez la Souris

Afin d’évaluer les propriétés radioprotectrices de certains de nos produits, nous avons
réalisé un ensemble de tests/ivo chez la souris. Deux souches de souris ont été utilisées, a
savoir des souris Gkt BD,F;. Cette partie se divise en deux études :

- La détermination de la toxicité aigué des composeéssidksn

- La détermination des propriétés radioprotectrices des dérivés

Pour notre étude, les molécules sont dissoutes dans le sérum physiologique ou le
miglyol (si la molécule n’est pas soluble en milieu aqueux). Le miglyol est un mélange d’ester
d’acides gras qui a la particularité d’étre inerte et non toxique. On notera que l'utilisation du
DMSO est a proscrire dans cette étude car il possede des propriétés radioprotectrices, qui

biaiseraient les résultats de nos tests.

11.2.1. FEvaluation toxicologique

Dans un premier temps, la solubilité de nos produits dans le miglyol est déterminée.
On notera X la solubilité maximale des produits.
Avant I'étude du pouvoir radioprotecteur des composés, la toxicité aigué de nos

composes est déterminée.
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Des souris d’'un poids moyen de-30 g ont été utiliséedJne fois dissous, les
produits sont injectés a 5 doses (X, X/2, X/4, X/8, >, exprimées en mg de produit gkg)
par voie intrapéritonéale.

La toxicité du produiexprimée par la Digioxash (DOSe Léale pour 50% des anima

traités 48h aprés I'injectionsealors détermire selon la méthode degprobits »1241261

11.2.2. FEvaluation du pouvoir radioprotecteur

L’évaluation du pouvoir radiootecteur des composeés consistel’'injection par voie
intrapéritonéale des produits, 15 ou 90 minutes avant irradiation. La dose injectée cotl
a la Dlsowxasd2 Ou a la moitié de la solubilité maximale X/2 si lasgoxash N€ peut étre
déterminée @ubilité insuffisant). Les doses d'irradiatiorrorrespondent la dose qui
conduit & la mort de tous les animenon traitésau cours des trente jours suivant I'exposi
(DL1ooir30joury €ta une dose de 2 Gy supérieure. La dose est délivriunesource de Cobalt
60, émettricale rayonnemeny.

La DLiooinaojours €St déterminée en soumettant plusieurs lots d’animaux a des
d’irradiation croissantes puis en tracant la courbe de létalité correspondante. D:
conditions, la Dhooin/zojourscOrrespond a 8 Gy pour les souris Swiss CD1 (et Gy pour les
souris B6D2F1). Les deux doses d'irradiation seront donc 8,2 et 1 pour les souris Swis
CD1 (8,8 et 10,8 Gy pour les souris B6Dz.

Pendant les irradiations, les animaux solacés dans une boite de Plexis
comportant 30 celluleplacét dans un champ homogeéne de 2828 cn®.

Les courbes de survie des animaux sont ensuite tracées sur 30 jours. La com
des coubes de survie obtenues pour les souris traitées | composé et les souris témo
non traitéespermet de se rendre compte de [lactivité¢ radioprotectrice du co

(pourcentage de survie a 30 jours, temps moyen de <.

Injection du composé T Suivi de la
- B Irradiation a . A
15 ou 90 minutes survie sous 30

avant irradiation 8,20u10.2 Gy jours

Figure 41 :Protocole d’irradiation pour leest de radioprotection in vi
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Powtie I11 :

Modificatior et
ttude de Molécules
Antiowydantes

Le premier axe de recherche de nouvelles molécules radioprotectrices correspond a
I’étude et a la modification de structures organiques présentant des propriétés antioxydantes.
Le but est ainsi d’inhiber les radicaux produits lors d’'une irradiation avant qu’ils ne dégradent

les biomolécules essentielles de I'organisme.
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Chapitre 1 :
Les Acides Pulviniques

I. Caracténistiques et Propriétes

Les acides pulviniques sont des 5-arylidene-buténolides dont le dérivé le plus simple
est I'acide pulvinique (Figure 42). Ces composés naturels sont des pigments isolés a partir de
différents champignons tels que ceux de la famille duidletls peuvent aussi étre présents
dans certains licheff$®. Ces composés expliquent ainsi la couleur jaune/orangée des bolets
et de certains lichens. Les acides variégatique et xérocomique présentent des groupements

catéchol pouvant s'oxyder et induire un bleuissement du bolet lorsqu'il est'éddfe

Figure 42 :Structure de I’Acide Pulvinique Pulveroboletus ravenelii

Isolés pour la premiére fois en 1834, leur structure ne fut déterminée que cinquante
ans plus tard par Spied€f’. Classiquement, cette famille de molécules est composée d’un
cycle insaturé de type « lactone » & 5 chainons appelé acide tétronique (Figure 43) sur lequel
sont greffés en position 3 un groupement aromatique et en position 5, une double liaison
exocyclique liée a une fonction carboxylée et a un second groupement aromatique. Cette

double liaison se trouve sous une configuration E pour tous les acides pulviniques naturels.
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De plus, lorsque la fonction carboxylée est un acide (|3|
carboxylique, on parle d’acide pulvinique ; si cette fonction est un C,
1 . , . H\c/ o
ester méthylique, on parle de pulvinate de méthyle (Figure 44). Une i\ / !
., . . . cpe 2 C4—C5/H
seconde variation possible est la substitution par différents

\

groupements (hydroxy, méthoxy, chlore) de I'aromatique. Il apparait HO H

. . e . . Figure 43 :Structure
alors un troisieme degré de classification qui correspond a—‘gi
e . . . de I'Acide tétronique
« symétrie » de la molécule. Si les 2 groupements aromatiques sont
identiques, on parle d’acide pulvinigue symétrigue et si ces
groupements sont différents, on parle d'acide pulvinique

dissymétrique.

R=H: Acide Pulvinique
R = CHj : Pulvinate de Méthyle

Figure 44 :Structure générale des acides pulviniques et des pulvinates de méthyle

Des composeés structurellement apparentés aux acides pulviniqgues peuvent aussi étre
isolés a partir de certains champignons. Ainsi, en 1984, Steglich isola la Norbadione A a
partir du bolet bai (Xerocomus badius), puis récemment, la chalcitrine fut isolée a partir du
scléroderme vulgaire (Figure 45). Ces deux dérivés correspondent a la dimérisation de I'acide

xérocomique selon différentes voies de biosyntfgsE 134

Norbadione A Chalcitrine

Figure 45 :Structure de la Norbadione A et de la Chalcitrine
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Dérivés d’Acide pulvinique Dérivés d’Acide vulpinique

H;CO

OCH;

Acide Xérocomique 3'-Chloro-4,4’-di-O-méthylatromentate de

méthyle

Acide Variégatique

Figure 46 :Structure des principaux dérivés d’acides pulviniques et vulpiniques
I.1. Propriétés Biologiques

Les acides pulviniques sont connus pour leurs propriétés biologiques depuis plus d’'un
siecle. La toxicité de certains lichens, et plus particulierement de I'acide vulpinique
provoguant I'hyperventilation et des convulsions chez certains animaux de laboratoire, était

utilisée comme poison contre les loups par les esquimaux. La toxicité de cet acide fut
démontrée en 1952 par Sodetyery
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Les propriétés anti-inflammatoires
des dérivés d’acide pulvinique symétriques
et dissymétriqgues furent explorées par
O'Mant et al®*® en 1975. On notera que
le dérivé chloré ci-contre présente une

activité  anti-inflammatoire notable sans

effet secondaire majlit”.
Les propriétés antimicrobiennes et
H,CO antivirales des dérivés d’acides pulviniques
ont été décrites par de nombreuses équipes
telles que Bradegt al. et Rosgt all**® 139
Ainsi,  l'acide  vulpinique, l'acide

pinastrique et le dérivé ci-contre présentent

une activité antimicrobienne
intéressanf&® 141

L’activité antivirale de I'acide pinastrique a aussi été démontrée pour le virus de
I'herpes de type 1 ou le virus de la polio de type 1 sans cytotoxicité apparente. L'acide
vulpinique présente lui une activité intéressante pour lutter contre les virus de l'influenza de
type A ou B! 42 | 3 derniére propriété décrite est la plus intéressante pour notre étude. En
effet, les acides pulviniques présentent des propriétés antioxydantes marquées pouvant
permettre d'inhiber les radicaux libres formés lors d'une irradiatiolf® Cependant, a

faible concentration, ces acides pulviniques pourraient étre pro-oxydants.

1.2.  Voies de Synthése
1.2.1. Biosynthese

La méthode de synthése naturelle des acides pulviniques est issue de la voie du
shikimate permettant la biosynthese de nombreux acides aminés aromatiques et alcaloides
(Figure 47). Cette voie est similaire pour les lichens et les champltfidrf8 Dans cette
synthése, le chorismate issu de I'acide shikimique subit un réarrangement sigmatropique [3,3]
de type Claisen pour former le préphénate. Ce dernier va subir une décarboxylation pour
donner I'acide 4-hydrophénylpyruvigue qui se condense alors deux fois pour conduire a
I'atromentique (ou terphénylquinong) Une réaction enzymatique permet alors I'ouverture
par oxydation puis la cyclisation sous forme de lactone en acide atromentique.

L’intermédiaire 3 de cette réaction n’a jamais été isolé.
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acide atromentique

Figure 47 :Biosynthése des acides pulviniques

Cette biosynthese a inspiré différentes voies de synthése des acides pulviniques telles

que la méthode par oxydation de quinones.

1.2.2. Synthése des acides pulvinigues symétriques

La premiére voie de synthése fut décrite par Volhard en 1894. Elle permet I'obtention
des bis-lactones symétriques ou dissymétrigues qui sont les intermédiaires clés pour
I'obtention des dérivés souhait&y.

Cette méthode débute par la condensation de deux molécules de phénylacétonitrile sur
I'oxalate d’éthyle, en présence d’éthanolate de sodium. La dicétone alors obtenue présente un
equilibre avec sa forme cyclique. On obtient alors la bis-lactone désirée par traitement acide

puis lactonisation en présence d’anhydride acétique (Figure 48).

1) H,SO,. H,0

HN
L Q 0 Reflux
N

O HO

CN1) EtONa,EtOH

2) A020
Reflux
NC 71% O

Figure 48 :Synthese des bislactones

0
2) Eto”\(n)OEt
66%

La derniére étape consiste en I'hydrolyse ou la méthanolyse de la bis-lactone en acide
pulvinique ou en acide vulpinique (Figure 49) :
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NaOH HO

0 Acétone Acide Pulvinique

Acide Vulpinique

Figure 49 :Synthese des acides pulviniques selon Volhard

Pour les dérivés symétriques, une autre méthode développée par Kdgl en 1928, basée
sur I'oxydation de quinone, permet facilement I'obtention de la bis-lactone désirée (Figure
50). L'oxydation en présence de peroxyde d’hydrogene et d’acide chlorhydrique permet la
transformation de I'atromentine en bislactone. D’autres systémes d’oxydation (tétraacétate de

plomb ou un mélange anhydride acétique/DMSO) sont aussi poSsfifes

H,0,, HCI

AcOH, reflux
60%

OH

Figure 50 :Synthese des bislactones par oxydation de quinone

1.2.3. Synthése des acides pulviniques dissymétriques

La synthése de Volhard n’'a été réellement employée qu'apres 1933 ou les travaux
d’Asano ont permis I'obtention d’une bislactone dissymétHlieActuellement, elle est
devenue une des méthodes les plus largement employées pour la préparation d’acides
pulviniques naturels ou non natuftls 3% 126 181 ER 1961, Akermark optimisa alors I'étape
de condensation des arylacétonitriles en ajoutant de I'hydrure de sodium, évitant ainsi les
réactions de rétro-aldolisations observées avec I'éthanolate de S6diutependant, dans
tous les cas, les 2 dérivés pulviniques suivant sont obtenus (Figure 51). Une étude
préliminaire a démontré que les propriétés antioxydantes étaient nettement plus marquées
pour I'isomere 1 que pour I'isomere 2. Ainsi, nous chercherons a obtenir préférentiellement
'isomere 1.
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o) HO_ O on
0 0 ‘ CHs CH
~ ) xS X 3
CHj; A Ar
S - o r on *
Ar NaOH, acétone OH (g © 0
0]
(0]

Isomeére 1

Isomeére 2

Figure 51 :Synthese des bislactones asymétriques par la méthode de Volhard

L’équipe de Charles Mioskowski et Alain Wagner de 'ULP de Strasbourg a montré

que l'ouverture de la bislactone dissymétrique par un alcool ou une amine peut étre

régiosélective lorsqu’elle est réalisée en présence de FBARY La régiosélectivité varie
aors de 85 a 99% en faveur des composeés 1 (Figure 52) :

(0]
(0]
CH;
S22
(0]
H;C
\O (6]
HzNCHz%IéI;SHzOH NaOH, OACétOI’lC
R . .. -78 C
TBAF D i) \_TBAF
0 (0]
0 CH3 0 CH3
SN - S —
NH OH
HyC OH © HyC OH o
. OH
Isomére 1 Isomeére 1
HO
K * '
H
N0 HO__AMio
CH3 CH3
(0] (0]
H3C\O o) H3C\O (6]

Isomére 2 Isomeére 2

Figure 52 :Synthese régiosélective des acides pulviniques asymeétriques

De nombreuses autres méthodes existent pour la synthése des dérivés d’acides

pulviniques'©>-168

ltelles que I'oxydation de quinort¥ et I'alkylidénation, la réaction de

Réformatsk{#’® " J'oléfination de Horner-Wadsworth-EmmdHé, les cyclisations de
Dieckmanni*™® ou de Langét’* ® ou d’autres méthodes utilisant un acide tétronique, des

tétronates de benzyle, des acides 3-aryltétronique ou des dioxoldhbHES
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L1.3. (Conclusion

Dans notre travail, nous utiliserons quelques dérivés d’acides pulviniques symétriques
ou dissymeétriques préparés selon les méthodes décrites ci-dessus. Les bis-lactones ont été
fournies par Brice Nadal du CEA de Saclay (bis-lactone symétrique) et par Antoine Le Roux
de 'ULP de Strasbourg (bis-lactone dissymétrique). Les équipes du docteur Thierry Le Gall
du CEA de Saclay et du docteur Alain Wagner de I'ULP de Strasbourg ont aussi réalisé,
respectivement, la synthese d’acides pulviniques symétriques et dissymétriques. Les
différents dérivés obtenus par ces équipes ont ensuite été integrés dans notre étude sur les
propriétés antioxydantes et radioprotectrices. La Norbadione A, issue d’extraction a partir du
bolet, nous a aussi été fournie par le CEA de Saclay.

Les dérivés organométalliques d’acides pulviniques, que nous avons synthétise, seront

obtenus selon la méthode décrite Partie 11 Chapitre 2.

I1. Synthése

Dans ce chapitre sont répertoriées,
* les molécules dont j'ai réalisé la synthése qui seront notées PX
* les molécules fournies par 'ULP de Strasbourg qui seront notées BXXX
* les molécules fournies par le CEA de Saclay qui seront notées CXXX

Certaines molécules synthétisées par nos collaborateurs ont été recristallisées et
intégrée a notre étude par RB0O08, BO56, BO85).

I1.1. Les Acides Pulviniques Symétriques
I1.1.1. Syntheése

Nous avons synthétisé 3 acides pulviniques symétriques par ouverture de la bis-
lactone correspondante (Figure 53) :

Q \
CHg P NaOH ~ HeC N\

Acétone
P2: NH,CH,CH,CH,OH
CH,Cl,
P3: NH,CH,CH,SH R=OH (Pl)
CH,Cl, NHCH,CH,OH (P2)

NHCH,CH,SH (P3)

Figure 53 :Synthese de1, P2 et de P3
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11.1.2. Données RX

La cristallisation a permis I'obtention de la structure RX des comfisé&tP2. Au
regard de la longueur des liaisons Carbone/Carbone et Carbone/Oxygéne, nous observons
bien un systeme conjugué sur toute la structure (Figure 54 et 55). En effet, les deux cycles
benzéniques présentent bien les caractéristiques d’un cycle benzénique conjugué de longueur
moyenne de liaison C/C de 1,38 A et d’angle moyen de 120°. De plus, on observe un systéme
conjugué de typeo/tvo/1vo présentant donc des liaisons doubles et des liaisons simples
partielles, intermédiaires entre des liasopse (= 1,34 A) etopue (= 1,54 A). Les liaisons
patielles G-Cg (0 : 1,498 A) / G-Cyo(11: 1,346 A) / Go-C12(0 : 1,482 A) / G>-Cy3(11: 1,370
A) I C13Cia(0: 1,471 A) deP1 permettent de relier les deux groupements benzéniques par
mésomérie et ainsi d’expliquer les propriétés de capture des radicaux par ce type de structure.
De plus, la longueur de 106 ((Thure = 1,23 A <1,308 A<opuwe = 1,43 A) deP1 est

caractéristique d’'un équilibre de liaison de type énol.

Figure 54 :Structure déP1

(les données complétes de cette structure Figure 55 :Structure de>2
sont données en Annexe 3) (les données completes de cette structure

sont données en Annexe 3)

La cristallisation deP1 dans I'éther montre la présence d'une liaison hydrogene
intramoléculaire et d’'une liaison hydrogene intermoléculaire (avec I'éther) permettant la
stabilisation de la structure. La présence de la liaison hydrogene intramoléculaire doit étre
prise en compte pour permettre le greffage des dérivés organométalliques. En effet, on
observe, quelle que soit la méthode de synthése du composé organométallique réalisée (voie
Al ou B1) a température ambiante, que la molécule est obtenue avec un tres faible rendement
(10 a 20%). Ce resultat peut s’expliquer par la présence de la liaison hydrogene
intramoléculaire qui empéche le greffage du précurseur organométallique a température

ambiante (Figure 56).
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xf et

Figure 5€: Structure déP1 dans I'éther
Cependant, lorsque la réaction est réalisée a rdansdu THF, les rendements sc
nettement plus importés (8(-90%). En effet, en chauffanbn provoque une instabilité
cette liaison hydrogene intramoléculaire permettant ainsi la réactior le précurseur

organométallique et I'acide pulviniq

I1.2. Les Acides Pulviniques Dissymétriques

11.2.1. Synthése

Nous avonsréalisé lasynthése de dewacides pulviniqgues dissymétriques

ouverture sélective de la bisctone dissymétrique corresponda(Figure57) :

0 0

NaOH 0 0

TBAF & \ L TEOTN Nen

THF N\ —ChHs A :
HO HO

-78°Cat.a
HO o HO o
P4
(0] (0]
(0]

NHy(CH,)30H /O HsC\ N
TBAF HsC \_CHs N\ CH
THF HO
-78°Cat.a. HOH,CH,CH,CHN™ Ny HOH,CH,CH,CHN

P5

Figure £7 : Synthése de4 et de P5

11.2.2. Données RX

Les deux régioisogres ont été sépares par chromatograghiecolonn. Le composé
majoritairement formé correspond bien au proattendude conformatiorl. En effet, par
cristallisationdans le dichlorométharde la fraction majoritaire obtenyg®ur P5, nous avons
obtenu la structure aessou (Figure 58). De plus, g cristallisationdans un mélange
eau/éthanol du produiBO0O¢ envoyé par I'ULP de Strasbay la structure suivant

correspondant bien a I'isoméattendu, a été obtenue (Figure 59).
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\ ___;9_? I,;gs
cm}. \;;11 - /

& e
C?’,\‘,\ﬂ/\_‘\/ -\C12

ce i N1

Cs5 ca Ci14/( __@.:
Ohﬁz\a,ﬂ\l fl = \_-.015
[ = o4 oF e R
£ ca 2 _,—-(, --;3,}
¢ c16 06
Figure 58 :Structure deP5 Figure 59 :Structure deB008
(les données complétes de cette struc (les données complétes de cette struc
sont données en Annext sont données en Anne3)

Comme précédemment, le cycle benzénique est obdongueur moyenne de liaist
C/C de 1,38 Aet d’angle moyen de 12) et le systéme conjugus/Tvo/Tt est présent : les
liaisons G-Cg (0 : 1,476 A / Cg-Co(11: 1,365 A) / G-C11(0: 1,481 A / C11-Cyo(1: 1,370 A)
| C1Ci4(0: 1,471 A) deP5 et BOO8 sont en effet des liaisons intermédis entre simple et
double liaison Cependant, la liaison;-Ci3 est une liaison simple de longueur de 1,A
légérement plus courte qu’une liaison simple pure (1,

Ainsi, par comparaison des structuresP2 et deP5 (ouB008),nous avon remarqué
que chacune des deux molécules présente bien un systeme conjugué. CeP5 (ou
B0O08) ne présente qu’'un cycle benzénique alors P2 en présente deuNous supposons
que P2 permettra une meilleure stabilisation des radicauxP5 (ouBO00¢). De plus,P5 et
B0OO08 ne différent que par une fonction alcool primaire sur la chde la fonction amide
Ainsi, nous supposons qugD0¢, présentant une seule fonction alcool permettant la ce

des radicauxsera moins actif qtle composé5.

I1.3. Les Flavonoides

Deux flavonoidesB05€ et BO85) fournis par 'ULP de Strasbourg ont été cristas
dans un mélange eau/éthaf®igure 60 et 61)Ces deux molécules présentent une fonc
alcool, permettant la capture des radic, associé& un groupement aromatigpermettant
une stabilisation des radicaux. Nous supposons que la présence dun fluor sur |

aromatique de cette stiuce peut permettre une meilleure stabilisation des radi
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o7 dL I
os_cod \cs__cs/ \ . \__E. il \-L"
cia / \ . {_ \ / cz2 \ & -—-‘o} / \ s / Ci4
; ) /E” Y .‘ :‘._.C.'I c & c‘.?_/' — .‘}c \ ..--P_‘:'-/ o o=
p— \;.m . — S g o / b 03
c13 c12 6\/ c7 &0‘2
Figure 60 :Structure deB056 Figure 61 :Structure ddB085

(les données completes de cette structure sonfles données complétes de cette structure

données en Annexe 3) sont données en Annexe 3)

I1.4. Synthése des Dérivés Organométalliques
d’Acides Pulviniques

L’acide pulviniqueP1 a été modifié en introduisant un groupement organosilicié ou
organogermanié selon les voies Al et B1 présentées dans le chapitre 2 de la partie 2 (Figure
62).

/
n-C6H13_I/\4/O 0)

n—C6H13
M =Si, P6
Ge, P7

Figure 62 :Synthése de6 et de P7

142



Partie 11l , Chapitre 1 : Les Acides Pulviniques

II1. Protocoles de Synthése
I11.1. Les Dértvés Organiques

II1.1.1. Les acides pulviniques symétriques

lll.1.1.a. Synthese de l'acide 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-

oxofuran-2-ylidéne)-2-(4-méthoxyphényacétiqid)

HO
HO™ % (P1)
A une solution de bislactone (2,00 g, 5,71 mmol) dans 50 ml d’acétone est ajoutée de

O
<=2 oy
H3C \ CH3
O

la soude (0,24 g, 6,00 mmol, 1,05 équivalents) dans 10 ml d’eau. Le mélange réactionnel est
porté a reflux sous agitation pendant un jour puis est concentré sous vide.

Le précipité obtenu est traitée par un mélange d’eau saturée en bicarbonate de
potassium et d’acétate d’éthyle (1/1). On filtre puis on récupere la phase organique. On extrait
de nouveau la phase aqueuse par 3x100 ml d’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont
récupérées, séchées sur sulfate de magnésium puis évaporées sous vide. Le résidu est purifié
par colonne chromatographique (§&H,/MeOH : gradient d’élution 98/2 a 95/5). On récupere
1,92 gde produit (5,22 mmol, Rdt : 91,4%).

Caractérisation

Aspect : Poudre orange

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,5, ppm) : 3,80 (s, 6H, OCH), 6,92 (d, J = 8,5Hz,
2Ha), 6,98 (d, J = 9,1Hz, 24), 7,26 (d, J = 8,5Hz, 24), 8,02 (d, J = 9,1Hz, 24),
12,90 b, 1H, COOH)

RMN **C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 55,6 (CHO), 99,4 (G,-CO(lactone)),
113,5(Ca), 114,2 (CH,), 117,5 (CH,), 123,6 (CH,), 127,1 (CH,), 128,2 (G.),
131,9 (Ca), 151,9 (O-G,=C), 158,4 (G-O (éther)), 159,2 (-O (éther)), 165,1
(Car=0 (lactone)), 168,1 (&-O (énol), 170,2 (COOH)

Spectre de masse (FAB, DMSO) m/z = 368 [M[

I.R. (cm™) : von = 3477, 2970 et 23580 = 1707 et 1680
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[11.1.1.b. Synthese du 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-

2-vlidéne)N-(3-hydroxypropyl)-2-(4-méthoxy-
phénylacétamideP?)

(P2

A une solution de bislactone (2,00 g, 5,71 mmol) dans 50 ml de chloroforme est ajouté
le 3-aminopropanol (0,86 g, 11,42 mmol, 1,2 équivalents). Le mélange réactionnel est porté a
reflux sous agitation pendant un jour puis est concentré sous vide.

Le précipité obtenu est traitée dans un mélange d'eau saturée en bicarbonate de
potassium et d’acétate d’éthyle (1/1). On filtre puis on récupere la phase organique. On extrait
de nouveau la phase aqueuse par 3x100 ml d’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont
récupérées, séchées sur sulfate de magnésium puis évaporées sous vide. Le résidu est purifié
par colonne chromatographique (§&H,/MeOH : gradient d’élution 98/2 a 90/10). On
récupere 1,45 g de produit (3,41 mmol, Rdt : 59,7%).

Caractérisation

Aspect : Cristaux (aiguilles) Orange

RMN H (300,13 MHz, DMSO0,3, ppm) : 1,62 (quint., J = 6,3Hz, 2H, GBH,CH,),

3,31(t, J = 6,1Hz, 2H, CbkNH), 3,40 (t, J = 6,0Hz, 2H, GI®H), 3,78 (s, 3H, OC}),

3,83(s, 3H, OCH), 7,03 (d, J = 9,2Hz, 24), 7,18 (d, J = 9,2Hz, 24), 7,30 (d, J =

9,2Hz, 2H,), 7,97 (d, J = 9,2Hz, 24), 8,16 (b, 1H, NH)

RMN C (75,46 MHz, DMSO,d, ppm) : 31,3 (CHCH,CH,), 31,7 (CHNH), 55,5

(CH30), 59,1 (CHOH), 96,6 (G,-CO(lactone)), 113,8 (&), 114,6 (CH,), 118,4

(CHay), 122,7 (CH,), 124,0 (CH,), 128,5 (G,), 132,0 (G,), 151,8 (O-G,=C), 159,0

(Car-O (éther)), 161,9 (£-O (éther)), 165,6 (=0 (lactone)), 168,7 (=0 (€nol)),

177,3 C=0 (amide))

Spectre de masse (DCI, THF) m/z = 426 [M+1]

I.R. (cm™) : von = 3530, 3396yn\y = 2957 Voo = 1737 et 1591

Analyse élémentaire (GH1:N3S3) : Calc.% : C,64,93;H,545; N, 3,29
Exp.% : C, 64,45;H,5,50; N, 3,28
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[11.1.1.c. Synthese du 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-

2-vlidene)N-(2-mercaptoéthyl)-2-(4-méthoxy-phényl)acétamide
(P3)

(P3)

A une solution de bislactone (2,00 g, 5,71 mmol) dans 50 ml de chloroforme est
ajoutée la cystéamine (0,46 g, 6,00 mmol, 1,05 équivalents). Le mélange réactionnel est porté
a reflux sous agitation pendant un jour. Le milieu réactionnel est concentré sous vide.

Le précipité obtenu est traité dans un mélange d’eau saturée en bicarbonate de
potassium et d’acétate d’éthyle (1/1). On filtre puis le précipité obtenu est lavé avec 5 ml
d'une solution d’eau saturée en bicarbonate de potassium puis avec 5 ml d’'une solution
d’acétate d’'éthyle. On récupére 0,84 g de produit (1,97 mmol, Rdt : 34,4%).

Caractérisation

Aspect : Poudre Orange

RMN H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,50 (s, 1H, SH), 2,98 (t, J = 6,9Hz, 2H,

CH,S), 3,46 (t, J = 6,9Hz, 2H, GN), 3,71 (s, 3H, OCHj, 3,77 (s, 3H, OC}J, 6,79

(d, J = 9,2Hz, 2W}), 6,89 (d, J = 9,2Hz, 24, 7,39 (d, J = 9,2Hz, 24), 8,20 (d, J =

9,2Hz, 2Hy), 9,91 (b, 1H, NH)

RMN **C (75,46 MHz, DMSO,5, ppm) : 19,0 (CHSH), 38,0 (CHN), 55,5 (CHO),

89,7 (Ca-CO(lactone)), 113,4 (¢), 113,6 (CH,), 125,4 (CH,), 129,0 (CH,), 129,2

(Car), 131,0 (G)), 155,6 (O-G=C), 158,5 (G-O (éther)), 167,7 (&-O (lactone)),

171,6 Ca=0 (énal)), 176,4 (C=0 (amide))

Spectre de masse (DCI, THF) m/z = 429 [M+1]

I.R. (cm™) : von = 3611, 3403yny = 2960,vsy = 2607 ,vco = 1703 et 1650

Analyse élémentaire (G;H21NOSgS) : Calc.% : C, 61,81 ; H, 4,95; N, 3,28
Exp.% : C, 61,94 ; H,4,51; N, 3,66
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111.1.2. Les acides pulvinigues dissymétriques

l1l.1.2.a. Synthese de l'acide 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-

oxofuran-2-ylidene)propanoiguB4)

0
( 0
H;C N\ ~CHj

HO

HO™ o (P4)

A une solution de bislactone (2 g, 7,75 mmol) dans du THF anhydre (20 ml) a -35°C,
est ajoutée, sous argon, une solution de fluorure de tétrabutylammonium (2,13 g, 8,14 mmaol,
1,05 équivalents, 8,14 ml, 1M dans le THF anhydre). La solution est ensuite refroidie a
- 78°C. On ajoute au goutte a goutte et sous argon une solution de soude (0,325 g, 8,14 mmol,
1,05 équivalents) dans 5 ml d’eau. Le mélange réactionnel est agité pendant 1 heure puis est
laissé revenir a température ambiante. On agite pendant 2 heures a température ambiante.

Les solvants sont évaporés sous vide puis le résidu est dissous dans 30 ml d’acétate
d’éthyle. La phase organique est lavée avec une solution d’acide chlorhydrique 1M puis par
une solution de saumure. La phase organique est récupérée, séchée sur sulfate de magnésium
puis filtrée. Le filtrat est concentré sous vide. Le produit est purifié par colonne
chromatographique (Gi€l,/MeOH : gradient d’élution 98/2 a 95/5). On récupére 1,64 g de
produit (5,94 mmol, Rdt : 76,7%).

Caractérisation

Aspect : Poudre jaune
RMN *H (300,13 MHz, MeOD,$, ppm) : 2,11 (s, 3H, Ch), 3,81 (s, 3H, OCH),
6,92 @, J=9,0 Hz, 2i), 8,02 (d, J=9,0 Hz, 24)
RMN *C (75,46 MHz, MeOD, 3, ppm) : 14,5 (CH), 55,6 (CHO), 103,9 (G-
CO(lactone)), 114,1 (CH), 114,6 (G,-CO(amide)), 123,4 (£), 129,9 (CH,), 154,6
(O-Ca=C), 160,6 (G:-O (éther)), 160,9 (£-O (énal)), 168,3 (&=0O (lactone)),
174,7 C=0 (amide))
Spectre de masse (El, THF) m/z =231 [M - Cg’
Analyse élémentaire (@4H1206) : Calc.% : C, 60,87 ; H, 4,38

Exp.% : C, 60,54 ; H, 4,43
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l11.1.2.b. Synthese de l'acide 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-
oxofuran-2-ylidene)propanoiquBe%)

(P5)

A une solution de bislactone (2 g, 7,75 mmol) dans du THF anhydre (20 ml) a -35°C,
est ajoutée, sous argon, une solution de fluorure de tétrabutylammonium (2,13 g, 8,14 mmol,
1,05 équivalents, 8,14 ml, 1M dans le THF anhydre). La solution est ensuite refroidie a
- 78°C. On ajoute au goutte a goutte et sous argon une solution d’aminopropanol (0,61 g, 8,14
mmol, 1,05 équivalents) dans 5 ml de THF anhydre. Le mélange réactionnel est agité pendant
1 heure puis est laissé revenir a température ambiante. On agite pendant 2 heures a
température ambiante.

Les solvants sont évaporés sous vide puis le résidu est dissous dans 30ml d’acétate
d’éthyl. La phase organique est lavée avec une solution d’acide chlorhydrique 1M puis par
une solution de brine. La phase organique est récupéréee, séchée sur sulfate de magnésium puis
filtrée. Le filtrat est concentré sous vide. Le produit est purifi€é par colonne
chromatographique (Ci€l,/MeOH : gradient d’élution 98/2 a 95/5). On récupére 1,32 g de
produit (3,96 mmol, Rdt : 51,1%).

Caractérisation

Aspect : Cristaux (aiguilles) jaune orangé

RMN H (300,13 MHz, DMSO,8, ppm) : 1,65-1,83 (m, 2H, CH, 2,12 (s, 3H,

CHag), 3,30-3,36 (m, 2H, CHN), 3,41-3,52 (m, 2H, C}D), 3,77 (s, 3H, OCh), 6,92

(d, J=9,2 Hz, 2k}), 7,97 (d, J=9,0 Hz, 24, 9,08 (b, 1H, NH)

RMN *C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 13,5 (CH), 31,4 (CHCH,CH,), 38,2

(CHzN), 55,1 (CHO), 58,5 (CHOH), 100,4 (G,-CO(lactone)), 113,6 (Ck)), 113,8

(Car-CO(amide)), 122,3 (&), 128,0 (CH,), 150,8 (O-G,=C), 158,6 (GO (éther)),

161,2 Ca-O (énal)), 166,7 (=0 (lactone)), 168,3 (C=0 (amide))

Spectre de masse (DCI, THF) m/z = 334 [M+1]

Analyse élémentaire (G7H19NOg) : Calc.% : C, 61,25 ; H, 5,75 ; N, 4,20
Exp.% : C, 61,18 ; H, 6,23 ; N, 3,92
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I11.2. Les Dérivés Organométalliques

[11.2.1.a. Synthese du 2,2-di-hexyl-5,8-bis(4-méthoxyphényfuro
dioxasilepine-4,7-dionePB)

n-CeHy3 (P6)

Voie Al
Le protocole décrit pour la voie Al, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :

1,00 g deP1 (2,72 mmol) dans 30 ml de THF anhydre

0,56 g de triéthylamine (5,58 mmol, 2,05 équivalents)

0,77 g de dichlorodn-hexylsilane (2,86 mmol, 1,05 équivalents)

dans 15 ml de THF anhydre.

On récupére 1,06 g de produit (1,87 mmol, Rdt : 68,8%).

Voie Bl
Le protocole décrit pour la voie B1, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deP1 (2,72 mmol) dans 30 ml de THF anhydre
0,98 g de bis(diéthylamino)ai-hexylsilane (2,86 mmol, 1,05 équivalents)
dans 15 ml de THF anhydre.
On récupere 1,48 g de produit (2,62 mmol, Rdt : 96,3%).

Caractérisation

Aspect : Poudre rouge

RMN H (300,13 MHz, DMSO,8, ppm) : 0,30-1,17 (m, 26H, &l13), 3,77 (s, 3H,
OCHs), 3,79 (s, 3H, OCH), 6,95 (t, J = 8,2Hz, 4k), 7,22 (d, J = 8,1Hz, 24), 7,99
(d, J = 8,6Hz, 2i4)
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RMN *3C (75,46 MHz, DMSO,8, ppm) : 13,7 (CH), 15,9 (CH), 22,3 (CH), 22,7
(CHy), 31,4 (CH), 32,9 (CH), 55,6 (CHO), 98,7 (G,-CO(lactone)), 113,4 (CH),
114,1(CHay), 117,6 (G,-COOH), 123,9 (&-C=C), 127,3 (G-C=C), 128,0 (CH,),
131,9(CHar), 152,0 (O-G=C), 158,2 (GO (éther)), 159,1 (&-O (éther)), 165,9
(Car-O (ether)), 168,2 (=0 (lactone)), 169,8 (ester)
RMN #°Sj (59,63 MHz, DMSO,, ppm) : -22,82 ppm
Spectre de masse (FAB, DMSO)m/z = 565 [M+1]
I.R. (cm™) : veo = 1751 et 1681
Analyse élémentaire (GoH4007Si) : Calc.% : C, 68,06 ; H, 7,14

Exp.% : C, 68,64 ; H, 6,82

[11.2.1.b. Synthése du 2,2-di-hexyl-5,8-bis(4-méthoxyphényl)furo
dioxagermepine-4,7-dion®7)

(P7)
Voie Al
Le protocole décrit pour la voie Al, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deP1 (2,72 mmol) dans 30 ml de THF anhydre
0,56 g de triéthylamine (5,58 mmol, 2,05 équivalents)
0,90 g de dichlorodn-hexylgermane (2,86 mmol, 1,05 équivalents)
dans 15 ml de THF anhydre.
On récupére 1,23 g de produit (2,02 mmol, Rdt : 74,2%).
Voie B1
Le protocole décrit pour la voie B1, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deP1 (2,72 mmol) dans 30 ml de THF anhydre
1,11 g de bis(diéthylamino)ai-germane (2,86 mmol, 1,05 équivalents)
dans 15 ml de THF anhydre.
On récupere 1,63 g de produit (2,67 mmol, Rdt : 98,1%).
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Caractérisation

Aspect : Poudre orange
RMN *H (300,13 MHz, DMSO, 3, ppm) : 0,80-1,33 (m, 26H, 13), 3,86 (s, 6H,
OCHj), 6,94-6,99 (m, 4K), 7,28-7,32 (m, 2i), 8,18 (d, J = 8,6Hz, 28
RMN *°C (75,46 MHz, DMSO,8, ppm) : 11,5 (CH), 14,2 (CH), 22,6 (CH), 23,4
(CH,), 31,5 (CH), 32,9 (CH), 55,5 (CHO), 113,4 (G,-CO(lactone)), 113,7 (CH),
118,7 (Ca-CO(amide)), 123,4 (&-C=C), 128,4 (CH,), 131,4 (CH,), 158,5 (O-
Car=C), 159,1 (GO (éther)), 163,5 (£-O (éther)), 173,3 (=0 (lactone) et C=0
(ester))
Spectre de masse (FAB, DMSO)m/z = 608 [M-2], 442 [M-CioH24] "
I.R. (cmY) : veo = 1764 et 1723
Analyse élémentaire (GoH12N2S,) : Calc.% : C, 62,87 ; H, 6,93

Exp.% : C, 62,59 ; H, 7,21
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IV. Ewvaluation in vitro

Par la suite, on utilisera les notations suivantes :

* (o) signifie que le substituant se trouve en ortho.

R_
Par exemple, §H4-OH (0) correspond a : %

HO

» (m) signifie que le substituant se trouve en méta.

4

Par exemple, §H4,-OH (m) correspond a :

OH

* (p) signifie que le substituant se trouve en para.

R— OH
Par exemple, §H4-OH (p) correspond a : % ( >

Seuls les résultats les plus intéressants de chaque série seront donnés ici. Les autres

seront donnés en annexe.

IV. 1. Etude Préliminaire

I7.1.1. Etude des bis-lactones

C068 BO0S
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ABTS Peroxydation lipidique
% de protection % de protection
Déviation — —
N° | TEAC LogP | 116 | Déviation | 24 | Déviation
Standard
UM | Standard | uM | Standard
C068| ND ND 1,38 3,0 2,7 1,2 3,5
B0O05 | 20.37 3.65 0,31

Tableau 13 Propriétés antiradicalaires et antioxydantes des bislactones
(tests a I'ABTS et de peroxydation lipidique)

Les deux bis-lactones fournies par le CEA et I'ULP, précurseurs des acides
pulviniques, sont inefficaces vis-a-vis du test au radical cation ARESTEAC deC068 n'a
pas pu étre déterminé par manque de solubilité). Aucun effet de protection contre la
peroxydation lipidique n’a été montré pour ces structures (Tableau 13).

17.1.2. Comparaison des régqioisomeéres obtenus lors de la synthése des

acides pulviniques dissymétriques

o Y
0 CH, O~ A0 on
S — . \
0
H;C_ OH o H;C 0
O O o)

BO10 BO11
ABTS Peroxydation lipidique
o % de protection % de protection
Deviation _ __
N° | TEAC LogP Déviation Déviation
Standard 116 pM 24 uM
Standard Standard
B010 | 3,50 1,03 0,7 ND ND ND ND
B0O11 | 6,68 0,25 0,7 -24,2 4,1 -9,7 2,1

Tableau 14 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes de deux

régioisomeres d’acide pulvinique (tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)

152



Partie 11l , Chapitre 1 : Les Acides Pulviniques

Comme exposé en introduction lors de la synthése des acides pulviniques
dissymétriques, deux isoméres de position sont obtenus puis séparés par chromatographie.
Les composé8010 et BO11 fournis par 'ULP) correspondent aux régioisomeres 1 et 2
respectivement. Le régioisomere 1 est bien le composeé le plus actif au test a I'ABTS. Nous
nous intéresserons donc par la suite, uniqguement au régioisomere 1 (Tableau 14). Aucun effet

de protection contre la peroxydation lipidique n’a été montré pour ces structures.

IV.2. Evaluation des Dérivés d’Acides Pulviniques

Les dérivés d’acides pulviniques et vulpiniques ont été modifiés selon les groupements
R1, Ry et R (Figure 63) :

Figure 63 :Schéma général des acides pulviniques et vulpiniques

I7.2.1. Modification des acides pulviniques selon R;, R=H,
R3=CO;Me

R \ A OMe
1

OH

N° | Ry N° Ry N° R;

C062| COBn | | C072| CeHaBr (p) | | C093| CsHaCHs (p)
C070| Ph CO074| CeHa-NO, (p) | | C095| CeHaF (p)
C083| C¢H4-OH (p)

Figure 64 :Variations des acides pulviniques (fournis par le CEA),
modifiés selon R
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IV.2.1.a.Test a 'ABTS

TEAC (ABTS)

50 -
45 A
40
35 A
30 -
25 -

20 -
15 A
10 A
] ]
- . . : : . . : : . . : .

O T T
€083 C093 C095 C062 C072 C074 C070

Graphique 4 Variations des propriétés antiradicalairedes acides pulvinique
modifiés selon R(test a 'ABTS)
Nous nous sommesitéressés a la variation des propri antioxydantes des acid
pulviniques selon le groupemen;. Le groupement Rsemblegrandemeninfluer sur les

propriétés antiwydantes des acides pulviniqu(Graphique 4).

Dans la sérieC070, CO7z, C074, C093 etC095 nous avons fait varier les effe
inductifs et mésomeres en para du groupetphényle. On remarquerpe dan cette série la
variation des TEAQst tres importan. C093 présente un groupemenétimyle en para alors
queCO070présente un hydrogéne surte méme position. Ainsla présence d’'un alk sur le
groupement phéme induirait une nette augmentation des propriétés antioxydantes. De
en comparanC070 aC072 C074 etC095 on mesure l'importance de la substitution
groupement en para parsdgroupement(halogénes, nitro)On notera ensuite laariation
tres faible entre les tromomposésC072,C074 et C095. Ces produitee varient que par |
type de groupementsn para du cycldenzénique (Br, N@ F), ce qui suggéreraiune
influence trés faible dutype d¢ groupements substituant le cyctr les propriétés
antioxydantes.

En comparan€062 et C093 on observe une diminution des propriétés antioxyd:
lorsque le groupement aromatique n’est pas directement relié a I'acide carboxy qu'il

ne permet pas une deélocalisation sur toute la strudes radicaux. Cependant, au regarc
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C062 etC070, la nature du groupement semble aussi influencer les propriétés antioxydantes,
gu'’il permette ou non la délocalisation des radicaux.

La substitution de Rpar un phénol induit une tres forte augmentation du caractére
antioxydant de l'acide pulvinique. En effet, un groupement phénol serait apte a capter
directement les radicaux (Figure 65). AinSD83, présentant un site de capture des radicaux

en plus, il présente des propriétés antiradicalaires nettement supérieures aux autres produits de

cette série.
OH 0
+ H' [E— O + H2
R R

Figure 65 :Inhibition des radicaux par un cycle phénol

IV.2.1.b. Test de peroxydation lipidique

Nous remarquons tout d’abord que les modifications présentées ici n'engendrent pas
degrandes variations de propriétés de lipophilie (Annexe 1, Tableau Al).

Seul C072 présenterait dans notre modele un faible pouvoir protecteur a
116 puM (33,9% de protection)nais serait inefficace a 24M.

De plus, vis-a-vis de ce modéle, la plupart des composés présentés ici seraient pro-
oxydants. L’effet pro-oxydant des acides pulviniques est connu. En effet, selon la
concentration, ces composés peuvent se comporter comme la vitamine C ou E et étre soit pro-
oxydants, soit anti-oxydarts 1*¥! L'inefficacité de ces composés peut aussi s'expliquer par
la capacité de capture des radicaux trés faible de ce type de composés. En effet, 'ensemble
des composés de cette famille présente des propriétés antiradicalaires faibles au test a 'ABTS
(TEAC > 6) saufC083 (TEAC = 0,48) qui se révele étre un des deux composeés actifs de cette

famille.
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17.2.2. Modification des acides pulviniques sefon R; R;= CeHi
OMe, R3=COMe

0]
0}
MeO N\ R
HO

COzMe
N° R N° R N° R

C038 Ph C039| CgHa-OH (m) C043 H
C044 I C045 CeHs-Cl (p) C046| CgHs-CF; (M)
c0o47 CsH4-CF; (0) C053 CsH4-OH (p)

o ~

Cl Cl
C048 C052
T M
= ° S
o

C049 Q C050 Q C051 Q

Figure 66 :Numérotation des acides pulviniques (fournis par le CEA),

modifiés selon R
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IV.2.2.a.Test a 'ABTS

TEAC (ABTS)
14 -
12 -
10 -
.
.
: I
.

CO50 C049 CO053 C039 C038 C044 CO51 CO46 CO52 C0O45 C048 C043 coa7

Graphique 5 Variations des propriétés antiradicalairedes acides pulvinique

modifiés selon R(test a 'ABTS)

R, influe aussi sur les propriétés antioxydantes des acides pulvi (Graphique 5).
Au sein de cette série, plusieurs groupeis de molécules présentant des structures pr
se détachentC049, C050 et C051, présentant un cycle a cing pour;RC043 etC044, ne
présentant aucun cycle aromati pour R; C039 et C053, présentant des groupeme
phénols pour R C038,C048 C045, C046, C047 et C052, présentantcycle a si pour R.

On remarqgue l'influence des propriétés du groupeme,. Alors queC043 est peu
antioxydant, lorsque I'hydrogénest substitué paun groupement halogéné tel un iode
(C044), les propriétés antioxydantes augmenfortement.

Lorsque le groupement; est @& type phénol, les propriétés antioxydantes sont
bonnes. Cette remarque confirme les observations réalisées précédemment sur I'influ
phénols en Ret R, permettant un nouveau site de capture des radicaux (FigL. On
remarquera aussi que fsition du phénol, para ou méta, inflégéremer sur les TEAC
dans notre exemple.

Les composés présentant des cycles furanes ou thiophéenes présentent des TE
faibles ce qui confirme le choix de ce type de groupement pour donner des acides pul
tres antioxydants. De plu®n remarque que le thiophéne est moins antioxydue les
furanes. Par contre, la position du cycle furane, qu’il soit en position 1 ou 2, influe peu
propriétés des composeés €04¢< et CO50se comportent de fagons identig vis-a-vis de ce

test.
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L'influence du cycle a six est aussi remarquable. En effet, on remarque une grande
disparité dans les TEAC de la sé@@38, C045 C046,C047 etC052.C047 etC048 sont
peu antioxydantsC038 est le meilleur de cette séri€045 etC052 ont des propriétés
proches. Au regard de ces résultats, on notera que la substitution par des groupements R
(# OH) du phényle diminue les propriétés antioxydamtes composés. De plu€046 et
C047 ne varient que par la position du groupement C846 présente le groupement{&hn
meéta et présente un meilleur TEAC Q847 présentant le GFen ortho. Ainsi, placer un
groupement fortement de ce type sur le phényle fait chuter les propriétés antioxydantes des
composés et, la diminution dépend de la position du substituant. On notera aussi que la
présence de groupements de type chlore en méta ou para influe peu sur les propriétés
antioxydantes.

IV.2.2.b. Test de peroxydation lipidique

% de protection % de protection
N® HogP 116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standard
C039| 0,84 32,1 1,8 6,7 0,5
C043|-0,31| 44,2 0,1 13,9 0,9
C047|-0,31| 49,5 31 18,0 6,0
Cc048| 2,15 76,3 1,4 37,8 3,1

Tableau 15 Variations des propriétés antioxydantes des acides pulviniques

modifiés selon R(test de peroxydation lipidique)

Comme précédemment, certains composeés de cette famille sont pro-oxydants.
Cependant, avec;R Ph-OMe, les acides vulpiniques sont plus antioxydants dans ce modéle
guedans le cas précédent. Un ensemble de comp88d%,(C052, C053 C051, C050) est
inactif. C039 etC043 présentent des propriétés de protection uNMI16C047 (49,5% et
18,0% de protection a 116V et 24uM respectivement@t surtoutC048(76,3% et 37,8% de

protection a 11uM et 24 uM respectivement¥ont des composés dont les propriétés sont a
retenir (Tableau 15).

De méme que lors de I'étude des composés de référence, il semblerait que dans le cas
des acides vulpiniques, le caractere lipophile joue sur les propriétés de pro@@ti8rétant
un composé relativement lipophile (logP > 2). Cependant, certaines de ces structures

présentent des logP supérieurs a 2 mais ne présentent aucune propriété de protection vis-a-vis
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de la peroxydation lipidique dans notre modele. Ainsi, la nature méme du groupe; et
les propriétés électroniques associées a ce groupemert -l, -M) joueraent sur les

propriétés de protection.

I7.2.3. Modification _ des  acides  pulviniques _ selon  ®;,

R;=R=CeH4.OMe
0
OMe
3]
MeO O N\ AN
HO
] Rs3
N° R3 N° Rs
P1 H P2 | -NHC3HsOH
C014 -OCHs C112| -NHCgHq7
CFC0, o
C078 Voo, C096 | * '>
—N/ HH, 8

Figure 67 :Variations des acides pulviniques (fournis par le CE
modifiés selon R

IV.2.3.a.Test a 'ABTS

TEAC (ABTS)

O FRLr N WU oo
||

C078 C112 C014 C096 P2

Graphique 6 Variations des propriétés antiradicalairedes acides pulvinique
modifiés selon R(test a 'ABTS)
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Ces premiers résultats sur les acides pulviniques montrent l'influence du groupement
Rs; sur les propriétés antioxydantes des composés. En effet, des variations de TEAC sont
observées pour ces six composés. La molédle présentant un groupement=FOH,
donneun TEAC assez faible par rapport aux autres structures. En modifiant ce groupement
par CQCHs; (C014), on diminue le TEAC d’un facteur 3. Le meilleur composé de cette série
est le sel d'acide pulviniqu&€€078 qui présente un TEAC relativement faible (1,12)
(Graphique 6).

I\VV.2.3.b. Test de peroxydation lipidique

Seul le composPl1 permet une protection efficace (67,0% de protection gubLét
24,5% de protection a 34M). Les résultats pour les autres composés sont donnés en annexe
(Annexe 1, Tableau A3).

I17.2.4. Modification des acides pulviniques dissymétriques selon R,
£Z=Cﬂ3) @22 C6}[;l_ome
IV.2.4.a.Test a 'ABTS

Ces resultats montrent que, comme précédemment pour les acides pulviniques

symétriques, linfluence de Rsur les propriétés antiradicalaires des acides pulviniques
dissymétriques est trées importante (Graphique 7). L'introduction de groupements de
composés proches de la vitamine BD9Y8) ou de flavanoided(074) permet de rendre la
molécule particulierement active. L'introduction d’'un groupement amine seconBaue) (

permet aussi une bonne capture des radicaux. D’autres comp088s§019,B041,B012),
présentant cette fois-ci des groupements amines primaires ou tertiaires, donnent des TEAC
intéressants (de 1,76 a 2,31). Au regard des TEAC trés proches obtenB8Q®)B040 et

P5, il semblerait que la fonction alcool présente en bout de chaine latérale n’intervienne pas
dans la capture ou dans linhibition des phénomenes radicalaires. On notera aussi que les
produits présentant des fonctions alcools en bout de chaine latérale sont moins actifs que ceux

présentant des fonctions amides.

IV.2.4.a. Test de peroxydation lipidique

Les acides pulvinigues dissymétriques présentés ici ne sont pas actifs vis-a-vis de la
peroxydation lipidigue dans notre modele. Un seul compos®&0/&, semble protéger le
caroténe (68,6% de protection a 14 et 57,5% de protection a 2&M), confirmant ainsi

I'intérét de la stratégie bimodale couplant I'acide pulvinique a un flavanoide (ici le trolox).
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O
(@
Me N\ AN
HO
0] R:
N° Rs N° Rs N® Rs
HN
HMN
H o H L\
H™
B098| - H B074 B0O1¢ N
Iyl
H H
8]
O
B042 Nﬁ BOOE NHCH BO52 S
L/NH 4o ‘l HN
B018| -NHC,HiNH, BO1Z -NHC3HgNH, BO3¢| -NHCsHiNH
B041 | -NHCsHsN(CHs), P5 -NHCsHsOH B0O4C| -NHCsHOCH;
B002 -OCH; BO1(C -OiPr

Figure 68 :Numérotatiol des acides pulviniques dissymétrigt

modifiés selon R

TEAC (ABTS)
12
10 -
3
:
:
) il

BO98 B074 BO42 B038 B0O19 B041 B012 B002 BO10 BO52 BOO8 BO40 P5 BO18

Graphigue 7 Variations des propriétés antiradicalairedes acides pulvinique

dissymétriques modifiés on R (test a 'ABTS)
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Q

IV.2.5. Autres acides pulviniques testés
HO Q OH
0
Co55 O o |
HO O N\ Acide Xerocomique
HO CO,H
? OH
O
C020 O . .
HO O N\ Acide Vulpinique
HO CO,Me
0
HO,
C054 ? O Dérivés de I'acide
O NN pinastrique
HO CO,Me
(0]
B023 MO
HsC\O OH )
OMe
. Hozcrgj
O 0 CO,Me
R 0
0
C098 (I oMo
OH
O,
O
~o OHHO
0
0 CHj;
B0O47 )=
OH (O

.

\

Figure 69 :Numérotation des autres acides pulviniques testés

162



80 -
70
60 -
50 -
40 A
30 ~
20 A
10 A

Partie 11l , Chapitre 1 Les Acides Pulvinique

TEAC (ABTS)

C055 C020 C054 BO023 CO067 C098 BO53 B047

Graphique 8 Variationsdes propriétés antiradicalairesles acides pulviniqu (test a

'ABTS)

Parmi ces dérivésA acides pulviniquesC020, C054, C055, B02%) présentent des

TEAC proches ou inférieurs a 1 (de 0,61 a 1 (Graphique 8)Ainsi cesmolécules font

partie des meilleurcomposés antiradicalaires obtenlors de cette étude. De plus,

composéC020 présente une activité remarquable-a-vis de la peroxydatiolipidique a 116
UM (65% de protection) et a ;uM (40% de protection) (Tableau 16).

% de protection % de protectio
N® | LogP — —
116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standa
C055|-0,08| 103 3,7 2,3 51
C020| 0,58 646 0,8 39,9 4,0
B023| 0,97 214 3,8 4,5 2,2

Tableau 16 Variations des propriétés antioxydantdss acides pulviniqu

(test de peroxydation lipidique)
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17.2.6. Conclusion

L’étude des dérivés d’acides pulviniques symétriques et dissymétriques a montré que
les groupements;RR; et R influencaient beaucoup les propriétés antiradicalaires dans le test
a I'ABTS. Quatre composésP(, B074, C046, C047) présentent aussi une activité
remarqguable vis-a-vis de la peroxydation lipidique.

De plus, a partir des structures RX PRI, P2, P5 et BO08, nous avions supposé que,
étant donné que les dérivés dissymeétriques présentaient un systéme aromatique moins étendu
que les dérivés symétriques, l'activité BB serait plus faible que celle . En effet, au
regard des résultats expérimentaux obtenus par le test a TABF$TEAC = 10,09) est
moins actif queP2 (TEAC = 3,33). En comparant les structure$”8eetB008, nous avions
remargqué que ces molécules ne variaient que par la présence d’'un alcool primaire sur I'amide.
Ces deux composés de TEAC tres proches (10,09 et 9,54) suggérent une faible influence de la
chaine amide sur les propriétés de capture des radicaux. Aussi, le site de capture ne semble
pas étre une fonction présente sur la chaine amide. Ainsi, deux sites de capture restent
possibles pour ce type de structure : I'énol ou la fonction acide carboxylique, éther ou amine
secondaire selon les structures. En compdtardtP2, nous remarquons qé2 est deux fois
plus actif queP1. A partir des données RX, nous avions remarqué que ces structures ne
différaient que par la présence d’un acide carboxylique et d’'un amide. Ainsi, il semblerait que

ce site soit un site actif pour la capture de radicaux.

0 o}
0 ©
S O WO O
HO HO
HO™ o HOUN o
P1 P2
0O 0
/O \ ? O \ o
HsC N\ HiC N\
HO HO
HO HN
BRVARRS R ARR
P5 B0OO8
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IV.3. Evaluation des Dérivés du méthyl 2-(4-
alkyl-3-hydroxy-5-ox0-2,5-dikydrofuran-2-yl)-2-
hydroxyacétate, Modification selon R;, R;=OH,
R3=CO Me

Les dérivés du 4-hydroxy-5-méthylfuran-2(5H)-one ont été modifiés selon R

O
o O
R, \ OMe

OH OH
N° R, N° R; N° R,
C082| CgH4-OH (p) C097 | CsH4-OBN (p)| | CO73| CsH4-NO: (p)
C092| CeHs-CHs (p) | | C094| CeHaF (p) C076 H
C042| CsHs-OCHs (p) | | CO71| CgH4-Br (p) Co061 COBn
C069 Ph C064| COCH;

Figure 70 :Numérotation des méthyl 2-(4-alkyl-3-hydroxy-5-
o0xo0-2,5-dihydrofuran-2-yl)-2-hydroxyacétate selan R

IV.3.1.a.Test a 'ABTS

On remarque tout d’abord que les composés présentant un groupemenH,R
COCHs; ou CQBn sont peu actifs par rapport aux composés présentant un groupenaent R
type phényle (Graphique 9).

Au sein de la famille @042, C069, C071, C073, C082, C092, C094, C097) on
observe que comme précédemment, le produit le plus actif est le coBQg&@résentant un
phénol en para pour;REnsuite, viennent les composés présentant les groupements Ph, Ph-
Me et les composés éthérés. Les deux séries de con(p@éget C092 et C069 etC097
présentent des TEAC proches ce qui suppose une faible influence du groupement en para du
phényle lorsque le substituant est un alkyle ou un éther. On notera tout de méme une légere
hausse de I'lgy pour les composés présentant un halogene en para du phényle.

Le composéC073 présente tout de méme une activité antioxydante relativement plus

faible que les autres dérivés de cette famille.
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TEAC (ABTS)
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Graphique 9 Variationsdes propriétés antiradicalair des méthyl 2-(4lkyl-3-hydroxy-5-
oxo-2,5dihydrofurar-2-yl)-2-hydroxyacétate selon Rest a 'ABTS

IV.3.1.b. Test de peroxydation lipidig

La plupart des composte cette famille sont inactifs visvds de notre modéle ¢
peroxydation lipidique. Seuls les consésC082 et surtoutC069 ressortent de cette étt
(Tableau 17).

% de protection % de protectio
N°® | LogP — —
116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standal
Cc082| -0,82| 236 2,5 14,8 3,9
C069| -0,43| 542 3 13,7 34

Tableau 17 Variationsdes propriétés aroxydantes des méthyl 2-gkyl-3-hydroxy-5-

oxo-2,5-dihydrofuran-24)-2-hydroxyacétate selon Rest de peroxydation lipidigu
IV.4. Evaluation des Dérivés du 4-hydroxyfuran-
2(5H)-one

Ces dérivés ont été modifiés selon les groupeme;, Ry, Rs et X (Figure71) :
=3 OH

Dyt
O X R3
Figure 71 :Schémgénéral des dérivés du 4-hydrofurd(bH)-one
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IV4.1. Modification selon X, R; = CeHy-OMe, Ry = R3 =H
/
0}
OH
—\ H
0) X H
o % de protection % de protection
Déviation _ _
N° X | TEAC LogP Déviation Déviation
Standard 116 pM 24 uM
Standard Standard
co40| O 1,45 0,04 0,29 25,2 8,0 4,3 6,7
C058| NH | 1,55 0,06 -0,38 49,7 0,4 0,6 2,4
C100| NBn| 1,95 0,48 1,58 41,6 3,6 39,6 3,9
Co57| S 2,17 0,18 0,86 17,1 2,3 -0,4 2,1

Tableau 18 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des dérivés du 4-

hydrofuran-2(5H)-one modifiés selon X (tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)

IV.4.1.a.Test a lABTS

Les molécules présentées ici varient par la nature de I'atome X du cycle lactone. On

remarque tout d’abord que l'influence de cet atome sur les propriétés antioxydantes est faible.

L’activité varie Iégérement selon O > NH > S ou « > » signifie « plus actif que » (Tableau

18). De plus, en compara@058 etC100, on remarque que, dans notre exemple, lorsque

I'azote est substitué, I'activité baisse.

IV.4.1.b. Test de peroxydation lipidigue

On remarque ici que selon le groupement X, les propriétés de protection varient. On

obtient des résultats nettement meilleurs pour les dérivés azotés (Tableau 18).
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I7.4.2. Modification selon R;, R, =Rz =H, X =0

R,  OH
ﬂ“
(@) o) H
N° R N° R N° R
\O
J 3 °
B0O46 Ph C056 = C088

B048 | CeHa-CN (p)| | C085| CsHs-OH (p)| | C086 | CeHa-OCH3 (m)
C090| CeHaF (p) | [ CO91| CeHsCl(p) | | CO89| CeHaBr (p)

Figure 72 :Variations des 4-hydroxyfuran-2(5H)-one selgn R

IV.4.2.a.Test a 'ABTS

La variation trés importante des TEAC pour cette famille de molécule suggére une
influence tres importante de Bur les propriétés antiradicalaires. On notera tout d’abord que
le cycle thiophéne induit une trés forte augmentation des propriétés antioxydantes des
composés. Ensuite, comme a l'accoutumée, les composés possédant un groupement phénol
(C085) apportent aussi une activité intéressante (Graphique 10).

B046,C086 etC088 présentent un pouvoir antioxydant semblable ce qui suppose une
influence faible des groupements éthérés en méta et en para du phényle. Ces résultats sont
similaires aux remarques précédentes.

Les produitsC089, C090 etC091 présentent des TEAC proches, ce qui implique une
faible importance de la nature de I'halogene en para sur les propriétés antioxydantes sur ce
type de produit. Cependant, on notera un pouvoir antioxydant légérement supérieur pour le

dérivé chloré.
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TEAC (ABTS)

C056 C085 C088 B0O46 C086 C091 CO89 CO90

1

O B N W b U1 O
1

Graphique 10 Variationsdes propriétés antiradicalairedes dérivés du-hydrofuran-
2(5H)-one modifiés selon;Rtest a 'ABTS)

IV.4.2.b. Test de peroxydation lipidig

La variation tres importante du pourcentage de protecpour cette famille d
moléculessuggere une influence trés importante ¢ sur les propriétés antioxydantes de
dérivés. Quatrecomposés C056, C085, C086 et C088 présentent des propriét
intéressantes. Le composé présentant un cycle thiophéne ; est ainsi le composé le pl

actif dans ce test comme dans le test a I'A (Tableau 19).

% de protection % de protectio
N° | LogP
116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standa
Ccos6| 0,4 479 0,1 7,3 0,1
co88| 0,17 414 2,2 21,5 4,8
Cco85| 0,03 | 318 0,4 23,8 2,1
Cco86| 0,29 108 41 11,5 1,4
C091| 0,98 43 7,1 2,5 8,2
C090| 0,58 43 4,9 1,4 4,6
B0O46| 0,42 16 3,7 -3,9 09
C089| 1,25 12 3,2 1,4 4,6
B048| 0,45 -09 3,9 -2,7 3,8

Tableau 19 Variationsdes jropriétés antioxydantes des dérivés dydirofurar-2(5H)-one

modifiésselon R (test de peroxydation lipidique)
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I7.4.3. Modification selon R, et R3, Ry = CsHs-OMe, X = O
/
0)
OH
—( &,
0= Ny~ TR
s % de protection % de protection
N | R, | Rs |TEAC|DEVEAION b Déviation Déviation
Standard
1o Standard 24 M Standard
C103| CHs H 1,30 0,16 0,61 40,8 0,4 13,5 0,6
C102| C4Hg H 1,86 0,20 1,93 39,5 2,3 16,6 2,5
C106| CHs | CHs | 1,87 0,06 0,83 36,3 1,4 14,5 2,7
cio5| "R |95 | 037 | 172 557 4,2 29,3 1,7
Cyclohexane
C104| Ph | H 2,17 0,28 2,01 35,3 4,3 14,6 45

Tableau 20 Variation des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des dérivés du 4-

hydrofuran-2(5H)-one modifiés selon & R (tests a 'ABTS et de peroxydation lipid

ique)

Les cing composés de cette série présentent des TEAC et des propriétés de protection

vis-a-vis de la peroxydation lipidique tres proches, ce qui suppose une influence tres faible de

R, et Ry sur les propriétés de ces dérivés (Tableau 20).

17.4.4. Modification du cycle lactone, Ry = CsHy-OMe
MeO o MeO 0 MeO 0
i | P A
HO HO HO
C107 C106 C101

e % de protection % de protection

N° | TEAC Deéviation LogP Déviation Déviation
t

Standard oM Standard 24 UM Standard

C107| 1,21 0,13 1,51 39,0 0,3 19,8 1,6

C106| 1,87 0,06 0,83 36,3 1.4 14,5 2,7

C101| 2,50 0,12 0,15 90,0 3,2 86,2 2,4

Tableau 21 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des dérivés du 4-

hydrofuran-2(5H)-one modifiés selon le cycle tétronique (ABTS et peroxydation lipidique)
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IV.4.4.a.Test a 'ABTS

La nature du cycle tétronique influe Iégerement sur les valeurs de TEAC de ce test.
Une augmentation de la taille du cycle de 5 a 6 induit une Iégére augmentation du pouvoir
antioxydant. La molécul€107, originale par sa structure, est plus active que les 2 autres
composés de cette série. Cependant, malgré la grande modification structurale, le TEAC ne
varie que trés peu (Tableau 21).

IV.4.4.b. Test de peroxydation lipidique

Les pourcentages de protection vis-a-vis de la peroxydation lipidique des composés
présentant des cycles lacton€sl(06 etC107) sont trés proche€107 reste comme pour le
test a I'ABTS légerement plus actif quél06. Comme précédemment (paragraphe
Modification selon X, R= PhOMe, R= Rz = H), la substitution de I'oxygéne par I'azote dans
le cycle permet une forte augmentation des propriétés de protection. Ainsi, il faut noter que le
composeC101 serait plus actif vis-a-vis de la peroxydation lipidique que la vitamine E car il
permet une protection quasi-totale vis-a-vis de la peroxydation @aNléinsi qu'a 24uM
(Tableau 21).

17.4.5. Conclusion

La variation de X ou R1 de ce type de molécule induit une modification importante
des propriétés antiradicalaires vis-a-vis du test a 'ABTS. De plus, il faut noter I'activité
remarquable de cette famille de produits vis-a-vis des deux tests réalisés. En effet, parmi les
22 molécules testées, 9 permettent une protection supérieure a 30%M &8 permettent
une protection supérieure ou égale a 50% aM6vis-a-vis de la peroxydation lipidique.

Une moléculeC101, présente méme une activité plus importante que celle de la vitamine E

qui est le composé de référence de ce test.

171



Partie 11l , Chapitre 1 : Les Acides Pulviniques

IV.5. Evaluation des Dimeéres Pulviniques

OHHO

OHHOQ
Bn0,C CO,Bn H_gCOCrg—dCOCH;
= >
o O 0739

o O 0 9

C063 C065 C075
TEAC Déviation % de protection
N° LogP

(uM) | Standard M) 116 uM | Déviation Standard %

Co001 1,13 0,01 -0,18 16,9 4,1

Co41 1,14 0,01 -0,2 17,9 1,8

C075 6,01 0,59 2,49 -9,5 2,3

C065 | 62,55 18,45 -3,98 6,5 0,1

C063 | Inactif - 0,31| -49,2 1,8

Tableau 22 Variations des propriétés antioxydantes et antiradicalaires des dimeéres
pulviniques (tests a I'ABTS et de peroxydation lipidique)

IV.5.1.a.Test a 'ABTS

Les molécule001 etC041 font partie des molécules les plus actives de notre étude
vis-a-vis du test a I'ABTS (Tableau 22). Cette activité relativement importante peut
s’expliquer par la présence des groupements ph&ufll) et énol sur les deux cycles a 5
(C041). Les molécule€063, C065 etCO75 présentent des activités tres différentes, ce qui
suppose une trés forte influence des groupements R greffés sur la molécule. On notera que
lorsque R est un ester, la molécule est inactive. Cependant, lorsque R est un aldéhyde, une
activité intéressante commence a se dessiner. L'activité maximale de ce type de molécules a
été obtenue pour R = PhNO
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IV.5.1.b. Test de peroxydation lipidique

Comme pour le test a 'ABTS, les molécules C@C041 sont actives dans ce test de
peroxydation lipidique. Le second type de dimere pulvinique présenté ici parait étre nettement

moins actif car C065 est inactif et C063 est fortement pro-oxydant (Tableau 22).

IV.6. Evaluation des Dérivés Organométalliques

d’Acides Pulviniques

HsC
P1
P6 P7
o % de protection % de protection
Déviation _ _
N° | TEAC LogP Déviation Déviation
Standard 116 pM 24 uM
Standard % Standard %
P7 | 5,06 0,28 ND 47,4 0,4 38,5 8,4
P1 | 6,48 0,44 0,84 67,0 0,9 24,5 1,3
P6 | 15,11 1,32 ND -4,8 8,7 -11,9 5,8

Tableau 23 Evaluation des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des dérivés

organomeétalliques (tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)

IV.6.1.a.Test a 'ABTS

Lorsque I'on compare le compofd a ces dérivés organométalliques, on remarque
une modification assez intéressante du TEAC. Ainsi, ici, le groupement organoge@¥anié (
induit une augmentation des propriétés antiradicalaire$®Healors que le groupement

organosilicié P6) a un effet inverse.
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IV.6.1.b. Test de peroxydation lipidique

Le composéPl permet une protection importante vis-a-vis de la peroxydation
lipidique. Cependant, ici, ce composé organique permet une meilleure protection vis-a-vis de
la peroxydation lipidique que ses dérivés organométalliques. La baisse de protection est alors

de 20% pour le dérivé germanié (le composé silicié étant alors inactif) (Tableau 23).

IV.7. Evaluation des Flavanoides

Les Flavanoides ont été modifiés selon les groupemenis Bt X (Figure 73):

Figure 73 :Schéma général des Flavanoides

IV.7.1. Modification des flavanoides selon R;, R, = PhOMe, X = O

N° R1 N° R1

BO56| H B083| OCH; (2)
B078|iPr(1)| |B084| OCHs (3)
BO79| CI(2) | |B085| F (4)
B080| F (2)

Figure 74 :Variation des flavanoides selon R

Nous remarquons tout d'abord que l'introduction d'un groupement R fait ici
augnenter le TEAC et donc baisser les propriétés antiradicalaires. De plus, quel que soit le
groupement R(# H) présent sur la structure du flavonoide, on oles&és peu de variations
des propriétés antiradicalaires (Graphique 11). La molécule la plus active de cette série est
B056. Parmi ces dérivés, sdB82, présenterait un faible pouvoir protecteur vis-a-vis de la
peroxydation lipidique (28,0% de protection a 1J18l). Ceci peut étre di au caractére

relativement lipophile de ce type de molécules (logP > 2,45).
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En comparanB056 et BO85 ou B080,nous avions supposé que l'ef-l du fluor
permettrait une meilleure capture des radicaux. Cependanl semblerait que I'effet so

contraire, ce qui supposkéautres considératiormoléculairesoient prépondérant

TEAC (ABTS)

O P N W & U1 O
I

EEEEEE t

BO56 B084  B085 BO83 BO79 B0O78  BO080

Graphique 11 Variationsdes propriétés antiradicalaires des flavanoides modifiés se;

17.7.2. Modification des flavonoides selon Ry, Ry =H, X =0

O @)
Rs N
OH
N° Rz N° RZ

B056| PF-OCH; (p) B095 Ph-SCH (p)

o B L

B0O86 B096

B087| Ph-Br(p) B097| Ph-OCH (0)

Figure 7t : Variations des flavanoides selop R

L’introduction d’'un groupement , fait ici varier le TEAC et donc les propriét
antiradicalaires des molécules. Les composes les plus actifs de cette séB096 et BO56
(Graphique 12).
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Comme précédemment, aucune des molécules testées ici ne présente de pro
protection vis-avis de la peroxydation lipidique. Ceci peut étre dO au caractéere relativ

lipophile de ce type de molécules (logP > 2,

TEAC (ABTS)
.
3.5 o
N
2.5
.
1.5
|
s l
0 T T T T T T T T T T T f

B096 B0O56 B0O86 B097 B095 BO87

Graphique 12 Variationsdes propriétés antiradicalaires des flavanoides modifiés se;

I117.7.3. Modification des flavonoides selon X, R; = H, R, = PhOMe

O X
\ \
N N OH
@)
Déviatior % de protection % de protectio
N° X | TEAC LogP __ __
Standar 116 pyM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standarg
B0o56| O | 0,83 0,15 | 2,58 3.8 1,0 -7,5 0,2
B094 | NH | 3,35 0,67 1,90 -1,4 2,8 -2,0 3,0

Tableau 24 Evaluation des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des de«des

flavanoides modifiés selon(tests a 'ABT®t de peroxydation lipidiqu

Le composé056 estl’ une des molécules les plus actives de notre éCependant,
lorsque I'on modifie le cycle lactone en amide cyclique, I'activité antiradicalair

flavonoide vis-ais du radical cation ABT" diminue (Tableau 24).
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IV.8. Conclusion

En conclusion de cette étude sur les dérivés d’acide pulvinique, un ensemble de
molécules présente des propriétés antioxydantes et antiradicalaires intéressantes. On notera en
effet :

e L’activité antiradicalaire remarquable (TEAC < 1) des composés de I'ULP de
StrasbourgB042, B0O56, B096, B098 et du CE&049, C050, C054, CO055,
C078, C082, C083.

* Les propriétés de protection vis-a-vis de la peroxydation lipidiquée
C058, C069, C100 a C106.

* La découverte de molécules tres actives vis-a-vis de ces deux modeles (tests a
'ABTS et de peroxydation lipidique) : BO74, C020, C056, C107.

Les résultats observés par 'ULP de Strasbourg sur l'activité antiradicalaire des deux
régioisomeres issus de la synthése des acides pulviniques ont été confirmés. L'isomére 1 est
bien le plus actif dans le test a 'ABTS.

De plus, il faut aussi noter 'effet des précurseurs organométalliques sur l'activité des
acides pulviniques. En effet, bien qu’'une Iégere baisse d’activité puisse étre observée dans le
test de peroxydation lipidique pour les molécules présentant un motif organoger@¥anié,

reste intéressant pour notre étude.

V. FEvaluation Cellulaire

L’évaluation de la toxicité cellulaire de la Norbadione A et de certains acides
pulviniques a été réalisée par le CEA sur des lignées cellulaires V79 (fibroblastes de poumon
de hamster de Chine) par le Dr. F. Leteurtre (CEA, SBIGeM). La Norbadione A induit une
toxicité cellulaire tres importante, car despM, 50% de la croissance cellulaire est inhibée.
Cependant, les autres acides pulvinigues évalués ne présentent pas de toxicité cellulaire

marquée.
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VI. Evaluation in vivo

VI.1. Evaluation Toxicologique

Molécule | DL50 (mg/kg) Structure
C001 58
C005 >136
C008 >436
/O
P7 >128 HsC
n-CeH13

Tableau 25 Données toxicologiques in vivo des dérivés d’acides pulviniques
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Les résultatsn vitro ont été confirmés par une étuitevivo. En effet, alors que la
norbadione A C001) présente une toxicité importante R«asnh = 58 mg/kg (0,08
mmol/kg)) linjection des acides pulvinique€005 et CO08 par voie intrapéritonéale
n'engendre aucun déces a la limite de solubilité correspondant respectivement a 136 mg/kg
(0,35 mmol/kg) et a 436 mg/kg (1,00 mmol/kg). Le compBgéne présente, comme son
dérivé organique parent, aucune toxicité aiguie (Tableau 25).

VI.2. Evaluation du Pouvoir Radioprotecteur

Le pouvoir radioprotecteun vivo de ces composés a été évalué (Tableau 26). Seule

une légere activité radioprotectrice a été observée pour le composé C005 :

% de survie a 30 jours
N Modele P logie (mg/k Delal 82G 10,2 G
° osologie (m , ,
Murin J 99 d’injection (IP) Y Y
C005| Swiss — CD1 68 90 min 40 0
Swiss — CD1 250 60 min 15 -
C008
Swiss — CD1 218 90 min 20 0
P7 |Swiss —CD1 64 20 min 20 -

Tableau 26 Données de radioprotection in vivo des dérivés d’acides pulviniques

VII. Conclusion

Ainsi, il a été synthétisé par notre groupe 7 acides pulviniques symétriques ou
dissymétriques, organiques ou organomeétalliques. L’étude des propriétés biologiques de ces
composés ainsi que de I'ensemble des dérivés de cette famille synthétisés par les équipes de
'ULP de Strasbourg et du CEA de Saclay a permis de mettre en évidence les propriétés
antioxydantes et antiradicalaires de ce type de dérivés. Cependant, |'effet radioprotecteur de
ces composes est relativement faible, ce qui limite leur utilisation en radioprotection. Ces
molécules pourraient cependant étre utilisées comme compléments afin de permettre

I'inhibition des radicaux libres formés lors d’'une irradiation.
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Chapitre 2 :
Les Acides Salicyliques

I. (Caractéristiques et Propriétés

Les propriétés de I'acide salicylique sont connues depui€"fesigcle av J.C. quand
Hippocrate, rapporta les effets bénéfiques contre la douleur et la fievre d’'une poudre extraite
de I'écorce de saule. Ce n’est cependant qu'en 1826 que J.A. Buchner isola la salicine en
petite quantité. En 1828, H. Leroux isola de grandes quantités (30 g) de celle-ci. En 1838, R.
Piria eut I'idée de convertir la salicine en un sucre et en un second produit qui était 'acide

salicylique. En 1853, C. F. Gerhardt synthétisa pour la premiére fois ce'd@rivé

L’'acide salicylique ou acide 2-hydroxybenzoique est un
composé naturel trés connu pour ses propriétés biologiquds. Ce o
hydroxyacide est synthétisé naturellement par certains végeétaux
tels que la reine des prés ou I'écorce de saule (salix en latin). Un d OH
ses dérivés, le salicylate de méthyle, se trouve dans de nombreu
fruits. OH

Les sels et les esters de l'acide salicylique sont appelés lesacide Salicylique
salicylates. Sous forme cristalline, ces composés sont généralement

incolores.
Ce produit est utilisé dans l'industrie en petites quantités comme conservateur alimentaire

et antiseptique. En chimie organique, il est souvent utilisé comme « building block » pour la

synthese de molécules plus complexes.
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I.1. @Propriétés Biologiques

Les propriétés biologiques et les applications des dérivés de I'acide salicylique sont
larges. En effet, ces dérivés sont utilisés comme analgésique, antifongique, exfoliant, anti-
inflammatoire...

En 1937, Adriaan Van Herk découvrit I'activité d’'un composé agissant sur la
thermogenese végétale, qu’il appela le calorigene. En 1987, ce dernier fut identifié comme
étant l'acide salicylique. Plus généralement, l'acide salicylique est une phytohormone
nécessaire a la croissance et au développement des plantes. Il agit aussi sur la photosynthese,
le transport d’ions, etc.

La propriété la plus connue de l'acide salicylique est son action contre la fiévre, a
laquelle s’ajoutent ses propriétés analgésiques et anti-inflammatoires. Actuellement, I'un de
ses dérivés, plus actif, I'acide acétylsalicylique (Aspirine) est couramment utilisé. L'acide
salicylique et ses dérivés sont, de plus, utilisés aujourd’hui pour leurs actions analgésiques
comme complément de traitement de dermatologie comme par exemple pour traiter 'acné, les
psoriasis, les verrues, I'hyperhidrose. Il permet simultanément la desquamation de la peau et
la neutralisation des bactéries en limitant I'encombrement et I'encrassement des pores et en
accélérant la croissance cellulaire. Par exemple, MOBfLGEI, et la créme MOVELAY,
medicaments permettant, par leurs propriétés anti-inflammatoires et analgésiques, de lutter
entre autres contre les douleurs musculaires et les rhumatismes, contiennent de l'acide
salicylique ; dans LOCASALER| lacide salicylique permet une meilleure pénétration
transépidermique et contribue aux effets bénéfiques de ce médicament.

Dans notre étude, les propriétés antioxydantes de ces dérivés seront exploitées pour
inactiver les radicaux libres formés lors de lirradiation. Il faut aussi noter que I'utilisation
d’acide salicylique engendre des effets secondaires sur le systeme digestif (irritation

gastrique, diarrhées, ulceres, etc.).

L.2.  Voies de Synthése
1.2.1. Biosynthese

La biosynthése de I'acide salicylique a été décrite récenfififent Elle passe,
comme pour les acides pulviniques par la voie du shikimate (Figure 76). Le chorismate
synthétisé subit alors plusieurs transformations enzymatiques permettant I'obtention de

'acide salicylique. La premiére voie de biosynthese de cet acide correspond a la
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transformation par la chorismate mutase (CM) du chorismate en L-Arogénate. La L-
phénylalanine alors obtenue réagit comme substrat des phosphatases alcalines (PAL)
aboutissant a l'acideranscinnamique. La voie de synthése consiste alors en une
décarboxylation de I'acide cinnamique en acide benzoique. L’hydrolase BA2H (Benzoic Acid

2 Hydrolase) permet alors I'obtention de I'acide salicylique par hydroxylation en position 2.

COy COzH COsH
2 P CO,H CO,
J\ CM,_1 -Arogenate NH2 pAl BA2H WOH
Y 0" COy
OH
Chorismate L-Phenylalanine Acide trans-Cinnamic Acide Benzoique Acide Salicylique

Figure 76 :Biosynthese de I'acide salicylique

L'acide salicylique est alors en équilibre avec la o

salicine ou 2-(Hydroxymethyl)phényl  B-D- o OH

glucopyranoside. Ce composé est produit dans I'écorce de o

saule. Il présente des propriétés anti-inflammatoires o on
salicine

proches de celles de I'aspirine.
La seconde voie de synthese correspondrait a l'isomérisation régiosélective en
isochorismate du chorismate par lisochorismate synthase (ICS) (Figure 77). Dans les

bactéries, la pyruvate lyase (PL) permet alors I'obtention de I'acide salicylique.

COy
COy
@\ JL IS WOH i
<~ Y07 “Coy oz
OH
Chorismate Isochorismate Acide Salicylique Pyruvate

Figure 77 :Voie ICS
1.2.2. Synthése industrielle

La synthése industrielle de ce type d’'acide se fait par réaction de Kolbe-Schmitt a
patir du phénol. On obtient alors un sel qui, apres hydrolyse, conduit a lacide

salicylique (Figure 78):

—_— ONa —» OH
CO, H,S0,
NaOH
OH
ONa OH

Figure 78 :Syntheése industrielle de I'acide salicylique
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I1. Synthése

I1.1. Les Dérivés d Acides Salicyliqgues Etudiés

Commerciaux

Six types de dérivés de l'acide salicylique disponibles commercialement ont été
étudiés.
La premiére modification étudiée est la présence d’'un groupement alkyl ou halogene

sur la partie aromatique de I'acide salicylique (Figure 79) :

0

) R N°
N OH H SC1

R
A Alkyl 3 Me SC2
= OH
3 4 Me SC3
. - . Halogéne 51 SC4
Figure79 : Structure générale des acides g

salicyligues commerciaux o Br SCS

De plus, il a été étudié le bioisostere d’'acide salicylique ou la fonction phénol est

modifiée par la fonction thiophénol (Figure 80):

Figure 80 :L’acide thiosalicylique
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I1.2. Les Dérivés Organiques Synthétisés

A partir de l'acide thiosalicylique, il a été envisagé la formation d’'une fonction amide au

niveau de I'acide carboxylique. Différentes voies de synthése ont été envisagées pour cela.

11.2.1. Introduction des aminoalcools

Les aminoalcools sont introduits par simple,SHNans un Dean-Starck permettant le

déplacement de I'équilibre par élimination de I'eau (Figure 81). S1 et S2 sont ainsi obtenus :

@) (@)
NH,CH,CH,OH
OH > NHCH,CH,OH
Dean-Starck
SH Toluene SH
S1
0]
@%0
SH

-H,O
(0]
NH,CH,CH,CH,OH
H NHCH,CH,CH,OH
Dean-Starck
Toluéne SH
-H,0 S2

Figure 81 :Synthése d81 et S2

11.2.2. Introduction des aminothiols
La méthode de synthése utilisant un Dean Starck nécessite un chauffage a 110°C.

Cependant, lorsque cette méthode a été utilisée pour I'introduction de la cystéamine, un précipité
blanc, insoluble dans la plupart des solvants usuels et correspondant a priori a un dimere de
cystéamine, a été obtenu. Les rendements de la réaction sont alors trés faibles, en raison de
I'oxydation de la cystéamine. Ainsi, la méthode au dicyclohexylcarbodiimide (DCC), selon le
protocole classique, a été réalisée. Cette méthode a en fait conduit a la formation d’'un produit
secondaire isolé puis recristallisé. La structure RXS8¢gFigure 82) présente bien un systeme
benzénique de longueur moyenne de liaison C/C de 1,39 A et d’angle moyen de 120°. De plus,

une liaison double est présente entpeeNG (1,26 A).

Figure 82 :Structure de&s3

(les données completes de cette structure sont données en Annexe 2)
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Ainsi, la réaction se déroulant ici est (Figure 83):
o 0
o NH,CH,CH,SH N
DCC )\
S3

Figure 83 :Synthése dg3

Le mécanisme supposé de cette réaction fait intervenir un mécanisme concerté ou une SN
se réalise entre le soufre et le carbone du diéne, et usteaBbutit par déshydratation a la
formation de I'amide (Figure 84). Un second équivalent de DCC est nécessaire pour permettre le

déplacement de I'équilibre par élimination de l'eau :

) oY
N*c@NO O Q O Q <t>

Figure 84 :Mécanisme possible de synthése de S3

La derniére méthode consiste en une simple substitution nucléophile en présence de tamis

moléculaire permettant le déplacement de I'équilibre par élimination de I'eau (Figure 85):

O

NH,CH,CH,SH
OH ——2+—2>~ NHCH,CH,SH
Tamis -H,O

SH SH

Figure 85 :Synthese dg4
Cependant, cette réaction conduit a un composé qui est assez instable lorsqu’il est en contact

avec l'air. Le produit de dégradation correspondrait, a priori, a 'oxyde d’amide présentant un

pont disulfure (disparition des bandes SH observées en IR).
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I1.3. Les Dérivés Organométalliques Synthétisés

Certaines structures présentées préceédement ont été modifiées en introduisant un
groupement organosilicié et organogermanié selon les protocoles classiques exposés dans le

chapitre 2 de la partie 2 (Tableau 27).

0] O
ClLMR',
Cyclique : TN on 2GHIN. 7T T
R -2 (CoHs);N, HCI™ M
P N
XH X

\

Linéaire : I X OH (((2:21%153 I N o— S|—R'

N - - (CoHsN, fciR _

Acide R| X| M R’ Voie | N°

H|O| Si Me Al | S5

5110 Si Me Al | S6

Cyclique H|S S? n-CgHiz| Al | S7

H|S| Si|nCgHiz| Bl | S7

H|S| Ge|lnCgHiz| Al | S8

H|S| Ge|lnCgHiz| Bl | S8

Linéaire| H| S| Si| @Hs | A3 | S9

Tableau 27 Récapitulatif des dérivés organométalliques synthétisés
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II1. Protocoles de Synthese

II1.1. Les Acides Salicyliques Organiques

II1.1.1. Synthése des Aminoalcools

[11.1.1.a. Synthese diN-(2-hydroxyéthyl)-2-mercaptobenzamidgl)

0
NHCH,CH,OH

SH S1

A une solution d’acide thiosalicylique (4,00 g, 26,0 mmol) dans 200 ml de toluéne
anhydre est ajoutée 'aminoéthanol (3,33 g, 54,5 mmol, 2,1 équivalents). Le mélange est porté a
reflux pendant 72 heures dans un Dean Stark (le volume d’eau récupéré dans le Dean Stark est
constant). Les solvants sont alors évaporés a sec. Le résidu est trituré dans de I'éthanol jusqu’a
I'obtention d’'une poudre blanche fine est suspension. Le solide est éliminé par filtration. 2
volumes de pentane sont ajoutés au filtrat. Le précipité formeé est récupéré par filtration.

On obtient 3,56 g de produit (18,1 mmol, Rdt : 69,5%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 2,92 (t, J = 5,2Hz, 2H, G&H,0H), 3,65 (t,

J =5,2Hz, 2H, NCKCH,), 7,12 (t, J = 7,2Hz, 1K), 7,25 (t, J = 7,2Hz, 1 ), 7,50 (d, J

=79Hz,1H,),7,89(d,J=7,2Hz, 1), 7,92-8,0 (b, 1H, NH)

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 41,9 (CHN), 58,4 (CHO), 124,6 (CH,),

124,9 CHar), 130,1 (CH,), 136,9 (G,-SH), 138,5 (&-CO), 170,8 (C=0)

Spectre de masse (DCI, THF) m/z = 198 [M+1]

I.R. (cm™) : von = 3471,2Vnn = 2875,vsh = 2454 Vo = 1633

Analyse élémentaire (GH1:NO,S): Calc.% : C, 54,80 ;H,5,62;N, 7,10
Exp.% : C, 55,13 ; H, 551; N, 7,44
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[11.1.1.b. Synthese diN-(3-hydroxypropyl)-2-mercaptobenzamids?|

O

©kaHCH2CH2CHZOH
SH S2

A une solution d’'acide thiosalicylique (4,00 g, 26,0 mmol) dans 200 ml de toluéne
anhydre est ajouté I'aminopropanol (4,09 g, 54,5 mmol, 2,1 équivalents). Le mélange est porté a
reflux pendant 72 heures dans un Dean Stark (le volume d’eau récupéré dans le Dean Stark est
constant). Les solvants sont alors évaporés a sec. Le résidu est trituré dans de I'éthanol jusqu’a
I'obtention d’'une poudre blanche fine en suspension. Le solide est éliminé par filtration. 2
volumes de pentane sont ajoutés au filtrat. Le précipité formeé est récupéré par filtration.

On obtient 3,96 g de produit (18,9 mmol, Rdt : 72,5%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,72 (p, J = 7,3Hz, 2H, GBH,CH,), 2,87

(t, J =7,2Hz, 2H, CEN), 3,33 (b, 2H, OH+SH), 3,51 (t, J = 6,0Hz, 2H, CHH), 7,09 (t,

J=7,4Hz, 1K), 7,21 (t, J = 7,9Hz, 14), 7,48 (d, J = 8,1Hz, 14, 7,85 (d, J = 7,5Hz,

1 Har)

RMN **C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 30,9 (CH), 36,9 (CH), 58,3 (CH), 124,5

(CHa), 124,7 (CH,), 129,7 (CH,), 130,9 (CH,), 137,5 (G,-SH), 138,5 (G-CO),

170,2 C=0)

Spectre de masse (DCI, THF) m/z = 210 [M-1] 212 [MH]"

I.R. (cm™) : von = 3452,8vnn = 3177,vsy = 2361,Vco = 1605

Analyse élémentaire (GoH13NO,S): Calc.% : C, 56,85 ; H, 6,20 ; N, 6,63
Exp.% : C, 56,78 ; H, 6,51 ; N, 6,14

189



Partie 11l , Chapitre 2 : Les Acides Salicyliques

II1.1.2. Synthése des Aminothiols

[11.1.2.a. Synthese du 3-cyclohexyl-2-(cyclohexylimino)-benzothiazin-4-
one (S3

N
U

A une solution d’acide thiosalicylique (2,00 g, 12,97 mmol) dans le THF sec (54 ml) est
gouté du dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (5,88 g, 28,54 mmol, 2,2 équivalents) et du N-
hydroxysuccinimide (2,99 g, 25,94 mmol, 2 équivalents). Le mélange réactionnel est agité a
température ambiante pendant 4 jours sous argon.

Le mélange est filtré puis la solution est concentrée sous vide. Le résidu est lavé a I'eau
puis récupéré. On recristallise alors le précipité obtenu dans le THF puis une seconde
recristallisation est réalisée dans un mélange toluene/pentane (1/1). Apreés filtration, on récupére

4,12 g de produit sous forme d’aiguilles blanches (12,04 mmol, Rdt : 92,8%).

Caractérisation

Aspect : Aiguilles blanches

RMN 'H (300,13 MHz, DMSO,8, ppm) : 1,02 - 1,54 (m, 8H, C}, 1,54 - 1,97 (m,

12H, CH), 3,46 - 3,63 (m, 1H, CH), 4,85 - 4,97 (m, 1H, CH), 7,41 - 7,85 (m;)2A,61

(t, J=7,8Hz, 1K), 8,14 (dd, J = 8,2Hz, 1)

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 24,1 (CH), 25,8 (CH), 26,7 (CH), 29,3

(CHy), 33,3 (CH), 58,3 (HC-N), 58,6 (HC-N), 124,6 (g, 125,7 (CH,), 127,2 (CH,),

130,9 CHar), 131,6 (G), 133,8 (CH,), 140,6 (C=N), 162,5 (C=0)

Spectre de masse (FAB, DMSO) m/z = 343 [M+1]

I.R. (cm™) : veo = 1687

Analyse élémentaire (GoH26N20S): Calc.% :C, 70,14 ;H,7,65; N, 8,18
Exp.%:C, 70,84 ;H, 7,12 ; N, 7,64
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l11.1.2.b. Synthese du 2-mercapto-N-(2-mercaptoéthyl)benzamide (S4)

0
NHCH,CH,SH

SH S4

L’ensemble des solvants utilisés pour cette synthése et son traitement seront utilisés
anhydre et, de plus, ils seront dégazés par barbotage d’argon pendant 30 minutes juste avant
utilisation.

A une solution d’acide thiosalicylique (4,00 g, 25,97 mmol) dans du THF anhydre dégazé
(320 ml) est ajouté, sous argon, du tamis moléculaire activé de 4 A puis de la cystéamine (2,10 g,
27,27 mmol, 1,05 équivalents). Le mélange réactionnel est agité pendant 4 jours sous argon. Le
mélange se colore en bleu turquoise. Le tamis moléculaire est éliminé par filtration du mélange
réactionnel sous argon, puis les solvants sont évaporés sous vide. Le résidu est trituré dans
I'éther anhydre et dégaze pour éliminer I'acide thiosalicylique n’ayant pas réagi, puis le précipité
obtenu est récupéré par filtration avant d’étre dissous dans un minimum d’'acétate d'éthyle
dégazé. La phase organique est alors lavée avec 20 ml d’eau dégazée, récupérée par canulation
puis séchée sur sulfate de magnésium et évaporée a sec sous vide. On dissout a chaud le produi
obtenu dans du THF anhydre dégazé puis on ajoute deux volume de pentane anhydre dégazeé. Le
précipité formé est récupéreé par filtration.

On obtient 4,12 g de produit sous forme d'une poudre blanche (19,34 mmol, Rdt:
74,5%). Le produit est conservé sous argon.

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN 'H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 2,92 (t, J = 6,1Hz, 2H, Gi&H,SH), 3,05 -
3,12 (m, 3H, NCHCHx+SH), 7,12 - 7,20 (m, 2H, 1kH+NH), 7,48 (t, J = 8,0z, 14,
7,86 @, J = 8,0Hz, 1K), 7,98 (d, J = 7,0Hz, 18

RMN *°C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 55,3 (CHN), 55,6 (CHS), 113,0 (CH,),
125,2 CHar), 128,6 (CH,), 129,1 (CH,), 130,8 (G/), 171,7 (C=0)

Spectre de masse (FAB, DMSO) m/z = 214 [M+1]

I.R. (cm™) : vy = 2794,vey = 2494 et 2375 elco = 1772
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II1.2. Les Acides Salicyliques Organométalliques

I11.2.1. Synthése des dérivés de [acide salicylique

[11.2.1.a. Synthése du 2,2-diméthylbenzodioxasilin-4-086&)(

0]

CH; S5

Voie Al
Le protocole décrit pour la voie Al, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deSC1 (7,24 mmol) dans 90 ml de THF anhydre
1,50 g de triéthylamine (14,85 mmol, 2,05 équivalents)
0,97 g de dichlorodiméthylsilane (7,61 mmol, 1,05 équivalents)
dans 45 ml de THF anhydre.
On récupére 1,33 g de produit (6,88 mmol, Rdt : 95,0%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche
RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 0,10 (m, 3H, CH), 6,90 - 6,99 (m, 2k),
7,49 -7,56 (m, 1H,), 7,81 (dd, J = 7,9Hz, 1H.
RMN *°C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 0,6 (CH), 112,7 (G,-CO,), 116,9 (CH,),
119,0 CHar), 130,1 (CH,), 135,5 (CH,), 161,0 (G,-O), 171,8 (C=0).
RMN 2°Si (59,63 MHz, DMSO,3, ppm) : -18,56.
Spectre de masse (DCI, THF) m/z = 195 [MH], 212 [MNH,]*
I.R. (cm™) : veo= 1681
Analyse élémentaire (GH1003Si): Calc.% : C,55,65; H, 5,19
Exp.% : C, 5594 ;H, 5,13
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l11.2.1.b. Syntheése du 6-iodo-2,2-diméthylbenzodioxasilin-4-d8@) (

Voie Al
Le protocole décrit pour la voie Al, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deSC4 (3,79 mmol) dans 45 ml de THF anhydre
0,79 g de triéthylamine (7,77 mmol, 2,05 équivalents)
0,51 g de dichlorodiméthylsilane (3,98 mmol, 1,05 équivalents)
dans 25 ml de THF anhydre.
On récupere 1,00 g de produit (3,12 mmol, Rdt : 82,3%).

Caractérisation

Aspect : Poudre Blanche
RMN H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 0,09 (m, 3H, Ch), 6,82 (d, J = 8,7Hz, 1
Har), 7,79 (dd, J = 8,7Hz, 1H), 8,03 (d, J = 2,3Hz, 1H)
RMN '°C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 0,7 (CH), 81,1 (G,-I), 116,1 (G,-CO),
120,4 CHa,), 138,6 (CH,), 144,0 (CH,), 161,1 (G,-O), 171,0 (C=0)
Spectre de masse (DCI, THF) m/z = 321 [MH]
I.R. (cm™) : veo= 1670
Analyse élémentaire (GHlO 3Si): Calc.% : C, 33,76 ; H, 2,83
Exp.% : C, 33,54 ; H, 3,04
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I111.2.2. Synthése des dérivés de [acide thiosalicylique

[11.2.2.a. Synthese du 2,2-di-hexylbenzooxathiasilin-4-on&79)

0O

| n-CeHy3
s
n-CeHiz o7
Voie Al
Le protocole décrit pour la voie Al, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deSC6 (6,49 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
1,35 g de triéthylamine (13,31 mmol, 2,05 équivalents)
1,83 g de dichlorodn-hexylsilane (6,82 mmol, 1,05 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupére 2,11 g de produit (6,03 mmol, Rdt : 92,9%).
Voie B1
Le protocole décrit pour la voie B1, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deSC6 (6,49 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
2,33 g de bis(diéthylamino)i-hexylsilane (6,82 mmol, 1,05 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupere 2,22 g de produit (6,35 mmol, Rdt : 97,8%).

Caractérisation

Aspect : Poudre beige
RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 0,14 - 0,44 (m, 4H, §13), 0,46 - 0,70 (m,
6H, CeH1s), 0,79 - 1,44 (m, 16H, 13), 7,11 - 7,21 (m, 1H, Ar), 7,40 (t, J = 8,0Hz,
1Har), 7,53 (dd, J = 8,0Hz, 14), 7,93 (dd, J = 7,0Hz, 18
Spectre de masse (FAB, DMSO) m/z = 351 [M+1]
Analyse élémentaire (GoH300,SSi) : Calc.% : C, 65,09 ; H, 8,62

Exp.% : C, 65,06 ; H, 7,94
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[11.2.2.b. Synthese du 2,2-dirhexylbenzooxathiagermin-4-ong8)

0

@)
|/I’l-C6H13
P8 (S
S™\
n-C¢Hiz  gg

Voie Al
Le protocole décrit pour la voie Al, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deSC6 (6,49 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
1,35 g de triéthylamine (13,31 mmol, 2,05 équivalents)
2,14 g de dichlorodn-hexylgermane (6,82 mmol, 1,05 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupere 2,43 g de produit (6,14 mmol, Rdt : 94,6%).
Voie Bl
Le protocole décrit pour la voie B1, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deSC6 (6,49 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
2,65 g de bis(diéthylamino)ai-hexylgermane (6,82 mmol, 1,05 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupére 2,47 g de produit (6,26 mmol, Rdt : 96,5).

Caractérisation

Aspect : Poudre beige
RMN *H (300,13 MHz, DMSO,8, ppm) : 0,72 - 0,85 (m, 8H, 13, 0,95 - 1,42 (m,
12H, CeHis), 1,50 - 1,75 (m, 6H, 1), 7,08 - 7,31 (m, 1H, Ar), 7,44 (t, J = 8,2Hz,
1Hy), 7,55 (dd, J = 8,0Hz, 14, 7,99 (dd, J = 7,1Hz, 18
Spectre de masse (FAB, DMSO) m/z = 397 [M+1]
Analyse élémentaire (GoH30GeO,S) : Calc.% : C, 57,75 ; H, 7,65

Exp.% : C, 58,21 ; H, 7,95
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[11.2.2.c. Synthese du triéthylsilyl 2-mercaptobenzoate

C,Hs
|
0—8i~C;H;

C,H
SH 27 59

Voie A3
Le protocole décrit pour la voie A3, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deSC6 (6,49 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
0,69 g de triéthylamine (6,82 mmol, 1,05 équivalents)
1,02 g de chlorotriéthylsilane (6,82 mmol, 1,05 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupere 1,68 g de produit (6,25 mmol, Rdt : 96,3%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN 'H (300,13 MHz, DMSO, 3, ppm) : 0,46 (q, J = 7,9Hz, 6H, GH 0,91 (t, J =
7,8Hz, 9H, CHy), 7,23 (t, J = 7,8Hz, 1K), 7,04 (t, J = 7,3Hz, 1K), 7,54 (dd, J = 7,0Hz,
1Ha), 7,93 (dd, J = 7,8Hz, 1H)

RMN **C (75,46 MHz, DMSO,d, ppm) : 6,2 (CHs), 7,2 (CH), 125,0 (CH,), 128,6

(Car), 131,4 (CH,), 131,9 (CH,), 132,9 (CH,), 139,5 (G,), 168,1 (C=0).

Spectre de masse (DCI, THF) m/z = 268 [M]

I.R. (cm?) : vsy= 2517, vco= 1682
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IV, Ewvaluation in vitro

IV.1. Evaluation des Dérivés Organiques

Le tableau 28 récapitule les résultats obtenus pour les dérivés organiques de l'acide

salicyligue que nous avons étudiés, de formule générale suivante :

0]
R : R
XH
. Déviation

N " R X TEAC | standard
SC1| H OH O| Inactif -
SC2| 3Me OH O | Inactif -
SC3| 4Me OH O | Inactif -
SC4| 5l OH O| 105,03 4,21
SC5| 5Br OH O| Inactif -
SC6| H OH S| 0,71 0,03
s2| H | ./ \,|s| 063 o01
S3| H DCC S| Inactif -

Tableau 28 Variations des propriétés antiradicalaires des dérivés organiques de I'acide
salicylique (tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)

A partir du tableau 28, nous pouvons remarquer I'importance du groupement noté X. En
effet, alors que les composés ou X = O sont inactifs vis-a-vis du test a 'ABTS, les dérivés ou
X = S sont, en général, de meilleurs antioxydants que le Trolox. Ainsi, hous pouvons émettre
I'hnypothése que le site de capture des radicaux se trouve au niveau de la fonction thiophénol.
Cette remarque a été confirmée par I'étud&8eDansS3, la fonction thiol n’est plus libre. Le
compose est alors logiquement inactif.

Ensuite, par comparaison d&C6 avecS2, nous remarquons que la présence d'un
groupement amide permet une meilleure inhibition des radicaux libres que le groupement acide

carboxylique. Cet effet avait déja été évoqué lors de I'étude des acides pulviniques.
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Cependant, bien que les dérivés de I'acide thiosalicylique soient relativement actifs vis-a-
vis du test a I'ABTS, aucune activité de protection vis-a-vis de la peroxydation lipidique n’a été
prouvée. Seul le compoSEC1 (60,2% de protection a 1M ; 20,7% de protection a 34M),

qui est l'acide salicylique, présente des propriétés intéressantes de protection vis-a-vis de la
peroxydation lipidique.

IV.2. Evaluation des Dérivés Organométalliques

Le tableau 29 récapitule les résultats obtenus pour les dérivés organométalliques de
I'acide salicylique synthétisés de formule générale suivante :

O
O
\ O R2
| AN l
R | R, | 0—Si—R,
= X/M\ R1|—/ 1|{
R, X—H
Cycligue Linéaire
Déviation
N° Type | R| X R> M | TEAC
Standard
SC1 - H|O - - | Inactif -
SC6 - H|S - -| 0,71 0,03
S5 | Cyclique @) Me Si | inactif -
S6 | Cyclique| 51 | O Me Si| 46,31 8,14
S8 | Cyclique| H | S| n-CeHy3| Ge| 0,60 0,02
S9 | Linéaire| H| S| GHs | Si| 4,22 0,07

Tableau 29 Variations des propriétés antiradicalaires des dérivés organométalliques de I'acide
salicylique (tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)

Nous remarquons tout d'abord que, malgré [lintroduction des précurseurs
organométalliques, aucune activité n’est remarquée $buetS6 vis-a-vis du radical cation
ABTS". Dans la série des acides thiosalicyligues (X = S), cette étude montre qu’une
modification cyclique $8) engendre une baisse du TEAC, alors qu'une modification linéaire
produit une diminution des propriétés antiradicalai&®) (

Aucun de ces composés n’'est cependant actif vis-a-vis de la peroxydation lipidique.
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V. Evaluation in vivo

V.1. Evaluation Toxicologique

Molécule | DLso (mg/kg) | DLsg (mmol/kg)
SC6 198,1 1,28
S8 286,1 0,72

Tableau 30 Données toxicologiques in vivo des acides salicyliques

Cette évaluation toxicologique montre que les deux dérivés testés sont relativement peu

toxiques.

V.2. Evaluation du Pouvoir Radioprotecteur

Le pouvoir radioprotecteur in vivo de ces composés a été évalué :

Modele . Posologie Délai % de survie
N° _ Posologie (mg/kg S
Murin (mmolg/kg) d’injection (IP) | a 8,2 Gy
SC6| Swiss — CD1 99,05 0,64 20 min 40
S8 | Swiss — CD1 143,05 0,36 20 min 20

Tableau 31 Données radiopharmacologiques in vivo des acides salicyliques
Au regard de ces résultats, on observe que les deux dérivés de I'acide thiosalicylique,
bien que relativement antioxydants, ne permettent qu’une tres faible protection des souris vis-a-

vis des rayonnements ionisants (Tableau 31).

VI, Conclusion

L’étude des propriétés antiradicalaires des dérives de l'acide salicyligue a montré
I'importance du groupement thiophénol permettant une capture des radicaux beaucoup plus
importante que le groupement phénol. De plus, la fonction acide carboxylique est, comme dans
le cas des acides pulviniques, moins active que la fonction amide dans le test a 'ABTS.
L’introduction d’'un groupement organométallique cyclique permet aussi une amélioration
conséquente des propriétés antiradicalaires de ces composés. Cependant, ['étude
radiopharmacologiqué vivo n’a montré qu’un effet radioprotecteur trés limité, imposant ce
type de molécule comme complément de traitement associé a une molécule a fort potentiel

radioprotecteur.
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Partie IV : Modification et Etude de Molécules Radioprotectrices

Pouwtie IV :

Modificatior et
Etude de Molécules
Radiobrotectrices
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Partie 1V, Chapitre 1 : Les Dérivés de la NMI

Chapitre 1 :
Les Derives de lav NMI

I. Caractéristiques et Propriéteés

La naphthylméthylimidazoline (NMI) est un composé contenant un noyau imidazole
connu pour ses propriétés radioprotectrices. Ce noyau imidazole est lieé a un groupement

naphtaléne, ce qui lui confére des propriétés biologiques intéressantes.

Depuis la découverte des propriétés
biologiques, et plus particulierement des
propriétés radioprotectrices de ce

« blockbuster », ce composé a fait I'objet de

nombreuses études permettant I'obtention de N/ NH
composés phares en radioprotection \ /
chimi que. 2-(naphthalen-1-ylmethyl)-4,5-

dihydro-1H-imidazole

L.1. Propriétés Biologiques

Les dérives de la naphthylméthylimidazoline présentent des propriétés biologiques
intéressantes dans de nombreux domaines tels que I'ophtalmologie ou on le retrouve dans la
composition de certains collyres pour le traitement des conjonctivites, ou en médecine
générale dans le traitement des rhinites, laryngite§:8tc.

lls ont été utilisés, entre autres, en tant qu’agonistesi-@esénorécepteurs, comme
antibactériens ou comme antifongiques. Les propriétégmpathomimétiques de la NMI
sont & l'origine d’un effet vaso-constrictéfif. Les études menées par Bousgedl. ont
permis d’établir le mécanisme d’action de la naphtylméthylimidazoline dans I'orgéfiféme
En effet, il postule la présence de deux récepteurs I1 et 12 des imidazolines permettant, en cas
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de stimulation, un effet hypotenseur central. Bien que I'existence de I1 soit contestée, 12
semblerait étre 'aminooxydase. Payatdal. ont démontré aussi une affinité de la NMI pour
ce type de réceptéti’. Ce composé est aussi un antagoniste des récepteurs

dopaninergiques, ce qui explique son effet sédatif au niveau du systeme nerveux central.

De plus, Caroline Prouillac, durant sa thése, a montré l'effet antioxydant et
radioprotecteur de la NMI in vitkd" 18 187]

Au cours de ces dernieres années, la NMI a été beaucoup étudiée pour ses propriétés
radioprotectrices. En effet, il a été constaté un FRD de 1,5 pour la NMI chez la souris a une
dose de 30 mg/kg administrée par voie intrapéritonéale 15 minutes avant I'irrdfation

Cet effet radioprotecteur intéressamtvivo peut étre attribué a différentes propriétés
telles que :

» L’effet hypotenseur
» Des propriétés antioxydantes
» Drautres effets et/ou une superposition de ces effets.

Cependant, la toxicité de ce composé n’est pas négligeable (50 mg/kg). Afin de limiter
cette toxicité et améliorer les propriétés radioprotectrices de la NMI, de nombreux dérivés ont
ete synthétisés et étudiés ces dernieres années (Tableau 32). Entre autres, les dérivés
phosphorés suivants présentent des propriétés radioprotectrices remargtidfiles

Cependant, malgré toutes ces études, le mécanisme d’action impliqué dans I'effet
radioprotecteur reste inconnu. Ainsi, nous avons réalisé la synthése de nouveaux dérivés de la
NMI afin de rechercher de nouveaux radioprotecteurs. Ces composés ont étin teittes

afin d’essayer de mieux comprendre leur mode d’action possible.
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R, O
Rchzcles— |||3—0H
O

DLso
R1 Ro irradiation FRD

(Gy)

O N/\_\NCHZCHZCHZNH—

H 10,10 +0,25 1,62

O CHs 11,44 +0,03 1,84

9,90 +0,04 =1,60

O N NCH,CH,NH—
O CH3

CH;

Tableau 32 Détermination des FRD de phosphorothioates dérivés de la

naphthylméthylimidazoline et de la naphthyléthylimidazoline chez la souris CD1
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I1. Synthése

La synthese des dérivés de la naphthylméthylimidazoline a déja été explorée par notre
groupe durant la these de B. Célariés. Les dérivés de la naphtylméthylimidazoline synthétisés

durant cette thése ont montré une activité radioprotectrice remarquable.

I1.1. Synthése de la NMI et de la NEI

I1.1.1. Syntheése de la NMI

Ce dérivé est obtenu par traitement par une solution de soude du chlorhydrate

commercial (Figure 86).

H,0
N N7 NH
\/

NH, HCI
-/

11
Figure 86 :Obtention de la NMI

Une autre voie de synthése de la NMI consiste en la déshydratation de l'acide

carboxylique précurseur, en présence de diaminoéthyle (Figure 87):

O Toluéne reflux O
O Dean Stark
-H,0 7
o “OH N* NH

IC1 Il

Figure 87 :Synthése de la NMI par déshydratation
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11.1.2. Syntheése de la NEI

Afin d’étudier la stabilisation du radical par les dérives de la NMI, Ia
naphtyléthylimidazoline (NEI), présentant seulement une substitution du proton du pont par
un groupement méthyle, peut étre étudiée.

Pour cela, il a dans un premier temps été nécessaire de protéger la fonction amine de la

NMI par une fonction « Boc %% (Figure 88)

THF OtBu

N7 “np (BOOOH N7 N
/Y

12

Figure 88 :Synthese de 12

Puis, le méthyle a été introduit par substitution nucléophile de I'intermédiaire lithié par
l'iodure de méthyle (Figure 89):

e S
OtBu -78°C OtBu THF OtBu
N7 N*< 7z
/B

- n-BuH N N - 78°C
- Lil

I3 14
Figure 89 :Synthese de 14

Le composé est ensuite déprotégé en milieu acide fort pour donner la NEI (Figure 90):

O CHs 1) HBt/CH;COOH O CH,
OtBu  2)NaOH 14%

N N~< N7 “NH
/B \/
15

Figure 90 :Synthese de la NEI
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I1.2. Synthése des Thiols

A partir de ces composeés, il peut étre réalisé la synthése de molécules hybrides
associant deux motifs actifs en radioprotection : le motif « naphtylimidazoline » et les motifs
« cystéamine », « WR-2721 », etc. (Figure 91).

Ainsi, la premiére molécule développée correspond au lthiobtenu par réaction du
méthyltiirane sur la NMI (Figure 91) :

S Toluéne O
+
W

110°C

7
N7 ONH tube scellé N N/YSH
-/ HyC

16

Figure 91 :Synthése du thiol 16

I1.3. Synthése des Phosphorothioates

Afin d’améliorer la métabolisation du dérivé, nous avons synthétisé le
phoghorothioate correspondanti@ Pour cela, il a été réalisé la synthese de l'intermédiare
17 (Figure 92) :

O K,CO3 O
O BrCH,CH(CH;)Br O
MeCN

7
7 N° N Br
N7 "NH \ /w/
— H;C
17

Figure 92 :Synthese de 17

La synthése des molécules bimodales se termine par le greffage du
thiophosphate (Figure 93) :

) =)

7z H,O/DMF 7z
N° N Br 2 N° N SPO;H
/Y T \ / 3
H3C H3C
18

Figure 93 :Synthése du phosphorothioate 18
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II1. Protocoles de Synthese

II1.1. Synthése de la NMI

Syntheése du 2-(naphtalén-1-yiméthyl)-4,5-dihydroimidazole

NMI) (11

N

7 “NH
11

A une solution de chlorhydrate de NMI commercial (13,27 g, 53,92 mmol) dans 13,2
ml d'eau distillée chaude sont ajoutés, sous agitation et au goutte a goutte, 12,51 g d’'une
solution a 2M de soude. Le précipité formé est dissous par addition de 220 ml de toluéne. Le
mélange est séparé par décantation. La phase organique est récupérée puis séchée sous
Na&SQO,. Le mélange est filtré puis concentré sous vide. La recristallisation (deux fois) dans
220 ml d’'un mélange THF/Ether (1/9) conduit a 10,25 g de produit attendu (48,81 mmol,

Rdt : 90,5%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN 'H (300,13 MHz, DMSO, 3, ppm) : 3,48 (s, 4H, CkN), 4,01 (s, 3H,

CHCy0H7 et NH), 7,36 - 7,61 (m, 4H, £aH7), 7,71 - 7,90 (dd, 2H, {Hy), 8,06 - 8,18

(m, 1H, GoHy)

RMN '°C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 34,4 (GH:N), 51,3 (GH,CicH), 124,0

(CHar), 125,6 (CH,), 126,1 (CH,), 126,6 (CH,), 127,5 (CH,), 128,1 (CH,), 128,7

(Car), 132,2 (Gy), 132,4 (Gy), 133,91 (G)), 166,36 (N-GN)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 209 [M-1]

LLR. (cm™) : van = 3169

Analyse élémentaire (G4H14N>): Calc.% : C, 79,97 ;H,6,71; N, 13,32
Exp.% :C, 79,87 ; H, 6,72 ; N, 13,37
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I11.2. Synthese de la NEIT

111.2.1. Synthése du terbutyl 2-(naphtalén-1-ylméthyl)-4,5-difydro

imidazole-1-carboxylate (12)

O OtBu

N7 N

(A T

A une solution dé¢1 (20,00 g, 95,2 mmol) dans 500 ml de THF anhydre est ajoutée,
goutte a goutte, une solution de (B&z)24,93 g, 114,2 mmol, 1,2 équivalents) dans 100 m|
de THF anhydre. Le mélange réactionnel est agité a température ambiante pendant 4h. Les

solvants sont alors éliminés sous vide.

On obtient 26,21 g de 12 (84,5 mmol, Rdt : 88,8%)

Caractérisation

Aspect: Gomme noire
RMN *H (300,13 MHz, CDC}, 8, ppm) : 1,35 (s, 9H, C(CHs), 3,76 (s, 4H,
NCH,CH:N), 4,49 (s, 2H, Ch), 7,30 - 8,10 (m, 7H, Ar)
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111.2.2. Synthése du terbutyl 2-(1-(naphtalén-1-yDéthyl)-4,5-dihydro-

imidazole-1-carboxylate (I4)

o

OtBu

N7 N

/o i

A une solution dé2 (26,2 g, 84,5 mmol) dans 300 ml de THF a -78°C, sont ajoutés
goutte a goutte 10,1 ml d’'une solutionrdéutyllithium dans I'hexane (6,5 g, 101,4 mmol, 10
M, 1,2 équivalents) diluée dans 50 ml de THF. Le mélange réactionnel est maintenu sous
agitation pendant 2h & -78°C, puis une solution d’iodure de méthyle dans 50 ml de THF est
ajoutée goutte a goutte. Apres retour a température ambiante, la solution est agitée pendant
3h. La solution est évaporée a sec sous pression réduite. Le résidu est ensuite extrait avec 400
ml d’un mélange éther/pentane. Le précipité résiduel est éliminé par filtration. La solution est
alors évaporée sous vide.

On récupere 21,8 g de (87,2 mmol, Rdt : 79,6%)

Caractérisation

Aspect : Gomme Noire

RMN H (300,13 MHz, CDCh, &, ppm) : 0,99 (s, 9H, C(CHs), 1,41 (d, 3H,
J=7,0Hz, CH-CH), 3,57 (s, 4H, NCKCH,N), 5,15 (q, 1H, J=7,0Hz, GiEHs), 7,20 -
8,00 fn, 7H, Ar)

RMN 3C (75,46 MHz, DMSO,3, ppm) : 19,1 (GHs-CH), 27,9 (C(Gls)), 35,8 (G-
CHs), 47,8 (CH-N), 51,4 (CH-N), 83,1 ((CH):C), 123,0 (CH,), 123,3 (CH.), 125,6
(CHa), 125,8 (CH,), 126,4 (CH,), 127,6 (CH), 128,8 (CH,), 131,1 (G/), 150,7
(Car), 165,4 (N-C=N)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 324 [M[
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I11.2.3. Synthése du 2-(1-(naphtalén-1-yDéthyl)-4, S-dihydroimidazole
1)

A une solution dé4 (21,8 g, 67,2 mmol) dans 50 ml d’isopropanol sont ajoutés 150
ml d’acide chlorhydrique (5N). Le mélange est maintenu sous agitation pendant une nuit. Les
solvants sont alors évapores sous vide. Le résidu obtenu est trituré dans 100 ml d’une solution
de soude 1M. On extrait alors avec 3x100 ml de dichlorométhane. Les phases organiques sont
regroupées, séchées sun8i@, puis filtrées. On évapore le filtrat sous vide.

On récupeére 9,3 g de 15 (41,5 mmol, Rdt : 61,7%)

Caractérisation

Aspect : Gomme noire

RMN H (300,13 MHz, CDCE, 8, ppm) : 1,70 (d, 3H, J = 7,1Hz, GHCH), 3,53 (s,

4H, NCH,CH,N), 4,39 (q, 1H, J = 7,1Hz, CBH3), 7,09 (b, 1H, NH), 7,20 - 8,20 (m,

7H, Ar)

RMN C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 19,0 ((Hs-CH), 35,5 (GH-CHs), 47,8

(CH2>-N), 123,1 (CH,), 124,6 (CH,), 125,6 (CH,), 126,0 (CH,), 126,7 (CH,),

128,1 CHar), 129,0 (CH,), 131,2 (Gv), 133,9 (G/), 136,7 (Gy), 171,8 (N-C=N)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 223 [M-1]

I.R. (cm?) : vwy = 3430

Analyse élémentaire (GsH1gN>) : Calc.% : C,80,32;H,7,19; N, 12,49
Exp.% : C, 80,70 ; H, 7,21 ; N, 12,09
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I11.3. Synthése des Thiols et des Phosphorothioates

111.3.1. Synthése du 1-(2-(naphtalen-1-ylméthyl)}-4, S-dihydroimidazol
-1-yl)propane-2-thiol (16)

%
N7 N

/ 16

Une solution de 5,00 g (25,16 mmol) dke et de 1,87 g (25,16 mmol, 1,05
équivalents) de méthylthiirane dans 60 ml de toluene anhydre, est maintenue pendant 48 h, a
110°C, dans un tube scellé. 100 ml d’éther glacé sont ajoutés sous agitation sur le mélange
réactionnel. Le précipité formé est alors éliminé par filtration. Le filtrat est concentré sous
pression réduite et le résidu est repris dans 100 ml d’'un mélange toluéne-pentane (1/1). Le
précipité correspondant a I'isomeére de position est éliminé par filtration. On évapore le filtrat
sous vide.

On récupere 2,51 g de (8,83 mmol, Rdt : 35,1%)

Caractérisation

Aspect : Gomme jaune pale

RMN H (300,13 MHz, CDCE, 8, ppm) : 2,13 (m, 4H, Chlet SH), 2,54 - 2,80 (m,

1H, CHS), 3,11 - 3,89 (m, 6H, GN), 4,03 (s, 2H, CHAr), 7,30 - 7,52 (m, 4H, K),

7,61-7,85 (m, 2H, H,), 7,99 - 8,24 (m, 1H, K)

RMN *°C (75,46 MHz, DMSO,8, ppm) : 29,2 (GHsCH), 29,8 (CHSH), 40,7 (8,-

CioH7), 44,7 (CHN), 46,1 (CHN), 50,3 (CHGH,N), 123,9 (CH,), 126,1 (CH,),

127,4(CHpr), 128,4 (CH,), 129,1 (CH,), 129,2 (CH,), 129,4 (CH,), 131,7 (G)),

133,9 Car), 134,0 (G,), 169,9 (N-C=N)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 283 [M-1]

I.R. (cm?) : vey = 2538

Analyse élémentaire (GH20N,S) : Calc.% :C, 71,79 ; H, 7,09 ; N, 9,85
Exp.%:C, 71,77 ; H, 7,11 ; N, 9,88

213



Partie 1V, Chapitre 1 : Les Dérivés de la NMI

111.3.2. Synthése du 1-(2- bromopropyl)-2-(naphtalen-1-ylméthyl)-4, 5-
difrydroimidazole (17)

e
N7 N

-/ 17

A une solution de 1,2-dibromopropane (20,93 g, 104,70 mmol, 4,4 équivalents) dans
200 ml d’acétonitrile anhydre est ajoutée goutte a goutte, sous agitation, une solution de NMI
(5,00 g, 23,80 mmol) et de,RO; (4,92 g, 35,70 mmol, 1,5 équivalents) dans 200 ml
d’acétonitrile anhydre. Le mélange est porté a reflux pendant 72h. Apres retour a température
ambiante, le précipité blanc formé est éliminé par filtration. Le filtrat est alors évaporé sous
vide. Le résidu obtenu est alors extrait par 400 ml d’'un mélange dichlorométhane/pentane
(5/1). La solution est ensuite filtrée puis le filtrat est évaporé a sec.

On récupére 2,32 g de (7,03 mmol, Rdt : 29,5%).

Caractérisation

Aspect: Poudre noire

RMN *H (300,13 MHz, CDCE, 8, ppm) : 1,36 (d, J=5,6Hz, 3H, CHGH 2,30 - 4,57

(m, 9H, CHBr, CHN, CH,-C;0H7), 7,06 - 7,60 (m, 4H, K), 7,64 - 8,12 (m, 3H, K)

RMN *3C (75,46 MHz, CDCE, 8, ppm) : 22,4 ((HsCH), 32,6 (CHBr), 40,2 (8-

CioH7), 43,6 (CHN), 46,1 (CHN), 48,1 (CHG:N), 123,4 (CH,), 124,5 (CH,),

125,0(CHar), 125,8 (CH,), 126,3 (CH,), 126,9 (CH,), 128,3 (CH,), 131,4 (G),

133,4 Ca), 133,9 (G,), 167,1 (N-C=N)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 329 [M-1]

Analyse élémentaire (G/H19BrN») : Calc.% : C, 61,64 ;H,578; N, 8,49
Exp.% : C, 61,66 ; H, 5,82 ; N, 8,48
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II11.3.3. Synthése du 1-(2-(naphtalen-1-ylméthyl)-4, S-dihydroimidazo-
1-ylpropan-2-yl-O, O-dihydrogéne phosphorothioate (18)

J*SPO3H2
N7 N

-/ I8

A une suspension de 1,09 g de8RQ (6,06 mmol, 1 équivalent) dans 6,5 ml d’eau
est ajoutée, goutte a goutte, une solutiond&,00 g, 6,06 mmol) dans 2 ml d’une solution
de HBr (1M). Apres solubilisation totale, 3,25 ml de DMF sont ajoutés a 0°C. Le mélange
réactionnel est porté a 30°C pendant une nuit. La solution est évaporée sous vide puis le
résidu est trituré dans 20 ml de méthanol. La solution est filtrée puis le filtrat est concentré
sous vide pousseé.

On récupére 0,82 g de (8,23 mmol, Rdt : 37,2%).

Caractérisation

Aspect: Poudre noire

RMN *H (300,13 MHz, CDCE, 8, ppm) : 1,25 (d, J = 5,9Hz, 3H, CHGH 1,94 (m,

1H, CHS), 2,46 - 4,29 (m, 8H, GN et CH-CyoH), 6,99 - 7,41 (m, 4H, K), 7,51 -

7,89 M, 3H, Hy), 9,77 (s, 2H, OH)

RMN *3C (75,46 MHz, CDC}, &, ppm) : 22,3 (GHsCH), 36,2 (CHS), 43,0 (8-

CiH7), 44,3 (CHN), 46,3 (CHN), 48,7 (CHG:N), 122,2 (CH,), 123,5 (CH,),

124,3(CHp,), 125,3 (CH,), 126,8 (CH,), 127,2 (CH,), 128,6 (CH,), 131,3 (G.),

132,0 Car), 133,2 (G), 167,1 (N-C=N)

RMN 3P (121,49 MHz, Noneg, ppm) : 14,70

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 346 [M-18]

Analyse élémentaire (GH21N,O3PS) : Calc.% : C, 56,03 ; H, 5,81 ; N, 7,69
Exp.% : C,56,11;H,590; N, 7,71
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IV, Ewvaluation in vitro

Partie 1V, Chapitre 1. Les Dérivés de la NN

IV.1. Evaluation Antioxydante et Antiradicalaire

IV.1.1.

ABIE et peroxydation lipidique

Le graphique 13 récapitule les résultats du test antiradic, obtenus pour les dérivi

de la NMI synthétisés, de formule €rale suivante :

N7 “N—R,
/
N° Rl R2 No R]_ R2

IC1

Acide Carboxyliqu 16 | H 4>7SH
M

H 18 | H 4>*5P'33Hz
M

CHs

Graphique 13 Variations des propriétés antiradicalaires des dérivés de la

TEAC (ABTS)

20 -

15 A

10 A

16

15 11 IC1 18
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Nous remarquons tout d’abord que le comd@sE acide carboxylique précurseur de
la synthése de ces dérivés, est totalement inactif dans ce test. Dés lintroduction du
groupement imidazoline, les propriétés antiradicalaires apparaissent. En comparanile NMI
et la NEII5, on remarque l'intérét de la substitution du proton du pont de la NMI (TEAC =
2,58) par un groupement méthyle donnant la NEI (TEAC = 1,63). Comme supposé, la capture

des radicaux par la NEI est plus efficace que pour la NMI :

Radical piégé

Il I5
Figure 94 :Capture des radicaux par la NMI et par la NEI

De plus, on remarque qu@ est peu actif vis-a-vis de ce test, ce qui peut s’expliquer
par I'absence de phosphatase alcaline dans le milieu pouvant transformer le phosphorothioate
en thiol. L’étude dd6, principe actif dd8, montre un TEAC faible pou6, c’est-a-dire une
nette augmentation des propriétés antiradicalaifesglevient alors un meilleur antioxydant
que le TroloX. Ces composés sont cependant inactifs vis-a-vis de la peroxydation lipidique

(les résultats sont donnés en annexe).

17.1.2. Protection de la thymidine

Le pourcentage de protection de la thymidine vis-a-vis d’'une irradiation UV pour le
composél8 a été testé par le CEA de Saclay. Ce composé testé agM @@&rmet une trés

légere protection de la thymidine lors d’'une irradiation UV (environ 10%) (Graphique 14).

Irradiation UV

- __\
o0

Thymidine (%)
N D
000
(eolele]

Protection de la
Norbadione

Trolox
esculin

Quercetin
(+)-Rutin
trihydrate
Curcumine

Graphique 14 Propriétés de protection de la thymidine de I8

217



IV.2. Evaluation in vitro Cellulaire

Partie 1V, Chapitre 1 : Les Dérivés de la NMI

L’évaluation cellulaire dé8, prodrogue dd6, réalisée par 'ULP de Strasbourg, n'a

montré aucune toxicité de ce composeé (Graphique 15).

1500
w 1000
500

UA

temps (j)

=@==controle

18

Graphigue 15 Toxicité cellulaire de 18

Un effet protecteur assez intéressant des cellules TK6 irradiées a la dose de 8 Gy a été

montré par I'ULP de Strasbourg (graphique 16). En effet, on observe une prolifération

cellulaire post-irradiation plus importante pour les cellules traitées @vemie pour les

cellules contrdles. D’autres expériences de ce type sont cependant nécessaires afin de

confirmer ce résultat.

1500
1000

UAF

500

8 10

temps (j)

12

==@==controle

18

Graphique 16 Propriétés de protection cellulaire de 18
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V. Evaluation in vivo

Afin de compléter I'étude sur la molécul®, nous nous sommes intéressés aux
propriétés de radioprotection vivo chez la souris. L'efficacité a 1 mois de ce composé a été

montrée (Tableau 33) :

% de survie a 30 jours
. _ _ Délai
Modéle | Posologie| Posologie| Dose : Dose :
N° _ d’injection
Murin (mg/Kg) | (mmol/Kg) . DL 100 DL100+2GYy
(IP, min)
18 Swiss CD1 140 0,38 20 90 80

Tableau 33 Evaluation du pouvoir radioprotecteur de 18

Lorsque le composé est injecté a une dose de 140 mg/kg a des souris Swiss CD1, 20
minutes avant irradiation, un effet fortement radioprotecteur est observé. En effet, 80% de
survie a été obtenu pour ce composé un mois apres irradiation a la dose de 10,2 Gy. De plus,
ce taux de survie est resté stable durant les 6 mois post-irradiation. Ainsi, cette molécule reste

un compose intéressant pour la radioprotection chimique.

VI, Conclusion

Il a ainsi été synthétisé 8 deérivés de la NMI. Le pouvoir radioprotecteur des dérivés de
la NMI a été confirmé par I'étude réalisée a partir des compbsek3. Cette étude a permis
de montrer les propriétés antioxydantes et radioproteciricaro del7 et del8. L'étudein
vivo a montré un pouvoir radioprotecteur marqué faisat® da des composés les plus actifs

en radioprotection connu actuellement.
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Partie 1V, Chapitre 2 : Les Benzothiazoles et les Thiadiazoles

Chapitre 2 :
Les Bengothiazoles et

I. Caractenistiques et Propriétes

Les dérivés de I'imidazole sont connus pour leur effet radioprot€€fetit” Aussi,
les benzimidazoles, présentant un cycle benzéne accolé a un cycle imidazole, ont été
récemment étudiés comme radioprotectéltsPar analogie structurale, nous nous sommes
intéressés aux benzothiazoles.

De plus, a partir de I'imidazole, nous avons développé un second type de molécule, les
dérivés du thiadiazole. Quelques travaux ont évoqué les propriétés radioprotectrices possibles
de ce composé. Le thiadiazole est, bien que quasiment non toxique, inefficace en
radioprotectiot®”. En revanche, une modification de la structure de ce dernier, notamment

en positions 2 et 5, peut apporter une activité radioprotetfrice
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I.1. Les Bioisostéeres de Benzimidazole et

d’ Imidazole

Lors d’études antérieures, il a été démontré que la modification d’'une structure pouvait
améliorer I'activité radioprotectrice et diminuer les effets secondaires des composés. Aussi, la
synthese de bioisosteres est une stratégie de la chimie médicinale ayant pour but de réaliser de
nouveaux médicaments bio-équivalents a partir de médicaments déja connus. Le principe
actif, que I'on modifie, doit cependant avoir un mode d’action bien défini afin de pouvoir

déterminer quels atomes peuvent étre modifiés.

1.1.1. Les Bioisosteres de Benzimidazole : les Benzothiazoles

La stratégie de synthése de bio-isostéres a pour but d'améliorer [l'activité
phamacologique, de gagner en sélectivité pour un récepteur donné ou d’optimiser la
pharmacocinétiqi&*.

Afin de dessiner un bon bioisostére, il faut prendre en compte divers parametres :

» Lataille, le volume et la distribution électronique des atomes, la polarisabilite,
'angle formé, les effets inductifs et mésomeres.

* Le degré d’hydrophilie et de lipophilie de la molécule.

» La reactivité chimique des groupes fonctionnels.

» Les facteurs conformationnels et la possibilité de former ou non des liaisons

hydrogenes.

De plus, il a été rapporté dans la littérature le lien étroit entre les différents
hétérocycles aromatiqut¥!. Ainsi, nous avons décidé de réaliser des bioisostéres de

benzimidazole sous la forme de benzothiazoles (Figure 95).

N
Y e I
N
H S
Benzimidazole Benzothiazole

Figure 95 :Les Benzothiazoles
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Dans ces structures, le cycle imidazole a été modifié par un cycle thiazole. Ce choix a
été réalisé car :
* ['électronégativité de N (3,04) est proche de celle de S (2,58).

* les degrées d’hydrophilie et de lipophilie des deux structures sont similaires :

Benzimidazole Benzothiazole

l0gPnsorique(Cchemdraw) 1,34 2,02

* les deux cycles présentent une similarité structurale.

* les masses moléculaires des 2 structures sont proches.

1.1.2. Les Bioisosteres d Imidazole : les Thiadiazoles

I a aussi été décidé de réaliser des bioisostéeres d’'imidazole sous la forme de

thiadiazoles (Figure 96) :

Imidazole 1, 3, 4-thiadiazole

Figure 96 :Les Thiadiazoles
Dans ces structures, le cycle imidazole a été modifié par un cycle thiazole. Ce choix a
éteé réalisé car :
e L’électronégativité de C (2,55) est proche de celle de N (3,04) et, celle de N
(3,04) est proche de celle de S (2,58).
» les degrés d’hydrophilie et de lipophilie des molécules varient Iégérement :
Imidazole ‘ Thiadiazole

logPiheorique(Chemdraw) ‘ -0,67 ‘ 0,53

* les deux cycles présentent une similarité structurale.

* les masses moléculaires des 2 structures sont proches.
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I1. Synthese

La synthése des dérivés du benzothiazole et du thiadiazole a déja été explorée par
notre groupe durant la thése de C. Proufifac Les modifications envisagées ici sont
I'introduction d’une fonction thiol ou d’'une fonction aminothiol a la place de I'amine présente

sur les produits commerciaux SC7 a SC11.

I1.1. Synthése des Dérivés Organiques

Afin de tester ces produits vitro sur culturecellulaire etin vivo, la synthése de

guantités importantes (5 a 10 g) de chacun des dérivés thiols et aminothiols a été réalisée.

11.1.1. Synthése des dérivés organiques

[1.1.1.a. Synthése des intermédiaires chlorés

Nous nous sommes donc intéressés a la synthese des dérivés de benzothiazoles et de
thiadiazoles ayant pour parent les amines aromatiques suivantes (Tableau 34) :

RiouR = N°

N H SC7

/O: »—Nh, ChHs sCs
Ri > CoHsO SC9
/Z—E\ SCHCHs SC10
Ry N~ NH, CH,CHs sc11

Tableau 34 1es précurseurs des dérivés de benzothiazole et de thiadiazole

La premiere étape de la synthése consiste en une chloration selon une réaction de
Sandmeyer dans I'acide chlorhydrique en présence de cuivre et de nitrite dé'$ddium

Cette réaction, dont le mécanisme est le suivant, passe par la formation d’'un
diazonium :

N + HY N + H' + N -0 N
07 Ng == HoT No == H0U Yo == X

+ H2 -N
Ar—NH, *+ N\o —> Ar-NG O “HQ s\ c1-Tuz> Ar—Cl
N

Figure 97 :Réaction de Sandmeyer
224



Partie 1V, Chapitre 2 : Les Benzothiazoles et les Thiadiazoles

Il a ainsi été possible d’obtenir les dérivés chiB&ésa B3 et Tl et T2 :

R-NH, HEMO | r-ai
NaNO,, Cu

RiouR = N°
N H Bl
\>—Cl CHs B2

R S
1 C,Hs0 B3
N—N SCH,CHs T1

/
Rz/ks)\c1 CH,CH3 T2

Tableau 35 Synthése des intermédiaires chlorés.

[1.1.1.b. Synthese des thiols

La synthése des thiols consiste ensuite en une réaction de la thiourée sur le dérivé
chloré selon le mécanisme suivatit (Figure 98) :

"2 (N, NH2 | %on NH: NH
Ar=Cl + §=C — Ar-s—C o~ ——— Ar=$—C—NH, —> Ar—SH +0=C_
NH, NI, OH NH,

Figure 98 :Synthése des thiols

Il a donc été synthétisé les thi®d aB6 etT3 et T4 correspondants dont la structure
a été confirmée par la résolution de la structure RXBHe(les caractéristiques de cette

structure sont données en annexe):

R-CI (NH2CS _ p—sh
EtOH
RiouR = N°
N H B4
/@[ \>—SH CHs B5
R; > C;HsO B6

SCHCH;3 T3

N—-N
R2/<S>\SH CH,CHs T4

Tableau 36 Synthése des thiols

Afin de déterminer l'importance de la fonction thiol, il a été synthétisé le

benzothiazole B7, sel de potassium de B5 (Figure 99) :
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N N
\}sﬂ _KOH. EtQH \}SW
-H,0
S S

B7
Figure 99 :Synthese dB7, sel de potassium de B5

[1.1.1.c. Synthése des aminothiols

La synthese des aminothiols est réalisée par réaction de la cystéamine sur le dérivé
chloré (Figure 100) :

2

Ar=Cl + H;NCH,CH,SH—ggr~ Ar-NHCH,CH,SH, HCI

Figure 100 :Synthése des aminothiols
A partir des intermédiaires chlorés, nous avons obtenu les aminothiols

suivants (Tableau 37) :

R-cl TNCHCHSHp \hem,cr,sH
THF
RiouR = N°
N H B8
/@[ \>—NHCH2CH2$H CHs B9
S
Ry CHsO B10
N SCHCH; T5
RZ/QS)\NHCHZCstH CH,CHa T6

Tableau 37 Synthése des aminothiols
I1.2. La Synthése des Dérivés Organométalliques

Suite a I'étuden vivo des composés organiques précédents, le dérivé le plus actif se
révéle étre le 6-méthylbenzothiazole-2-thioB5f. Afin d’améliorer les propriétés
radioprotectrices de ce composé, nous avons réalisé la synthése d’'un ensemble de dérivés
organomeétalliques de types dialkylbis(6-méthylbenzothiazol-2-ylthio)silane et dialkylbis(6-
méthylbenzothiazol-2-ylthio)germane selon les voies A2 et B2 décrites précédemment dans le

chapitre 2 de la partie 1l (Figure 101).
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R' Cl 2 E4N, THF R' S—R
2 R—SH + M 3 M

N ~N

R €l HEN,HCI R STR

R' N(C,Hs), THF R S—R
2R—SH+ M. M.

~ ~
R’ 4 N(C2H5)2 2 (C2H5)2NH Rv/ S—R

N
Avec R = /O: >
H,C S

M = Ge, Si
Figure 101 :Synthése des dialkylbis(6-méthylbenzothiazol-2-ylthio)germane et des

dialkylbis(6-méthylbenzothiazol-2-ylthio)silane
L’ensemble des dérivés et les rendements associés a leurs syntheses sont donnés dans

le tableau 38 :

M=| R R” N° |Voie | Rendement
Si| CH | CH; [Bl11| A2 95,2
Ge| CH | CH; |B12| A2 93,9
A2 66,9
B2 97,2

Si | GHiz | CeHiz | B13

Tableau 38 Synthése des dérivés organométalliques de B5

Les rendements de la plupart de ces réactions sont supérieurs a 90%. Seule la synthése
de B13 par la voie A2 donne un rendement plus faible. Cependant, nous remarquons que la
synthese d813 selon la voie B2 donne de meilleurs résultats, ce qui confirme les remarques
générales sur la synthese des dérivés organomeétalliques et 'intérét de cette méthode pour

obtenir des produits purs de fagcon simple et avec des rendements élevés.
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III. Protocoles de Syntheése

I11.1. Les Dérivés Organiques

II1.1.1. Syntheése des intermédiaires chlorés

[11.1.1.a. Synthése du 2-chlorobenzothiazokl§

N
N
©is>7 (B1)

A un mélange d’acide chlorhydrique/eau (105 ml/45 ml) et de cuivre métal (1,70 g) est

ajouté, par petites fractions a 0°C et sous agitation, un mélange de nitrite de sodium (6,90 g,
100,00 mmol, 3,00 équivalents) et de 2-aminobenzothiazole (5,00 g, 33,33 mmol). L'agitation
est maintenue pendant deux heures a température ambiante puis le mélange est chauffé a 50°C
jusqu’a la fin du dégagement gazeux.

Le mélange réactionnel obtenu, de couleur verte, est extrait au chloroforme (3 x 200
ml). Les phases organiques sont regroupées et lavées avec une solution diluée d’acide
sulfurique (100 ml & 10%). La phase organique est ensuite séchée sur sulfate de sodium.
Apres filtration, la concentration du filtrat sous pression réduite conduit a un résidu rouge

visqueux correspondant a 4,95 g de composeé (29,29 mmol, Rdt : 87,9%).

Caractérisation

Aspect : Gomme rouge

RMN H (200,13 MHz, CDCE, 8, ppm) : 7,34 - 7,95 (m, 4H, &1.)

RMN *3C (75,46 MHz, CDCE, 8, ppm) : 121,8 (CH,), 123,6 (CH,), 126,5 (CH,),

127,4 CHa/), 150,7 (Gy-N), 153,6 (N=G,-S), 172,9 (G,-SH)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 169 [M]"

Analyse élémentaire (GH4CINS) : Calc.% : C, 49,56 ; H, 2,38 ; N, 8,26
Exp.% : C, 49,08 ; H, 2,11 ; N, 9,01
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[11.1.1.b. Synthése du 2-chloro-6-méthylbenzothiaz@)
N
IS
HsC >

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

(B2)

ajouté, par petites fractions, a 0°C et sous agitation, un mélange de nitrite de sodium (6,31 g,
91,44 mmol, 3,00 équivalents) et de 2-amino-6-méthylbenzothiazole (5,00 g, 30,48 mmol).
L’agitation est maintenue pendant deux heures a température ambiante puis le mélange est
chauffé a 50°C jusqu’a la fin du dégagement gazeux.

Le mélange réactionnel obtenu, de couleur verte, est extrait au chloroforme (3 x 200
ml). Les phases organiques sont regroupées et lavées avec une solution diluée d’acide
sulfuriqgue (100 ml a 10%). La phase organique de couleur orange est ensuite séchée une nuit
sur sulfate de sodium. Apres filtration, la concentration du filtrat sous pression réduite conduit

a un solide orange correspondant a 3,88 g de composé (21,20 mmol, Rdt : 69,6%).

Caractérisation

Aspect : Poudre orange

RMN *H (200,13 MHz, CDC§, o, ppm) : 2,32 (s, 3H, CH), 7,01 - 7,81 (m, 3H,

CsHb)

RMN *C (75,46 MHz, CDCE, 8, ppm) : 21,5 (CH), 120,8 (CH,), 122,3 (CH,),

128,2 CHar), 136,0 (Gr), 149,0 (G-N), 152,0 (N=G,-S), 172,0 (G-SH)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 184 [M+1]

Analyse élémentaire (gHeCINS) : Calc.% : C, 52,32 ; H, 3,29 ; N, 7,63
Exp.% : C, 52,04 ; H, 3,34 ; N, 7,58

Point de fusion :50-52°C.
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[11.1.1.c. Synthése du 2-chloro-6-éthoxybenzothiazole)(B3

N
-
C,Hs0 S

(B3)

A un mélange d’acide chlorhydrique/eau (160 ml/60 ml) et de cuivre métal (2,6 g) est

ajouté, par petites fractions, a 0°C et sous agitation, un mélange de nitrite de sodium (10,66 g
154,5 mmol, 3,00 équivalents) et de 2-amino-6-éthoxybenzothiazole (10,00 g, 51,5 mmol).
L’agitation est maintenue pendant deux heures a température ambiante puis le mélange est
chauffé a 50°C jusqu’a la fin du dégagement gazeux.

Le mélange obtenu, de couleur verte, est extrait au chloroforme (3 x 200 ml). Les
phases organiques sont regroupées et lavées avec une solution diluée d’acide sulfuriqgue (100
ml a 10%). La phase organique rouge est ensuite séchée sur sulfate de sodium. Apres
filtration, la concentration du filtrat sous pression réduite conduit a un solide correspondant a
7,42 g de composé (34,67 mmol, Rdt : 67,3%).

Caractérisation

Aspect : Poudre rouge

RMN 'H (200,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,35 (t, J = 7,0Hz, 3H, G} 4,07 (g, J =
7,0Hz, 2H, OCH), 7,09 - 7,85 (m, 3H, &l5)

RMN *C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 15,0 (CH), 64,2 (CH), 106,0 (CH,),
116,8(CHar), 123,4 (CH,), 137,6 (G), 145,0 (G-N), 149,7 (N=G,-S), 157,4 (G-

SH)
Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 214 [M+1]
Analyse élémentaire (GHgCINOS) : Calc.% : C,50,59 ; H, 3,77 ; N, 6,55

Exp.% : C, 49,17 ; H, 3,76 ; N, 6,80
Point de fusion :54-56°C.

230



Partie 1V, Chapitre 2 : Les Benzothiazoles et les Thiadiazoles

[11.1.1.d. Synthése du 2-chloro-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazdié )

Cszs\giz/Cl .

A un mélange d’acide chlorhydrique/eau (200 ml/80 ml) et de cuivre métal (3,20 g) est

ajouté, par petites fractions, a 0°C et sous agitation, un mélange de nitrite de sodium (12,85 g,
186,33 mmol, 3,00 équivalents) et de 2-amino-5-éthylthio-1,3,4-thiadiazole (10,00 g, 62,11
mmol). L'agitation est maintenue pendant deux heures a température ambiante puis le
mélange est chauffé a 50°C jusqu’a la fin du dégagement gazeux.

Le mélange obtenu, de couleur verte, est extrait au chloroforme (3 x 50 ml). Les
phases organiques sont regroupées et lavées avec une solution diluée d’acide sulfurique (100
ml a 10%). La phase organique est ensuite séchée sur du sulfate de sodium. Apreés filtration, la
concentration du filtrat sous pression réduite conduit a un résidu huileux rouge épais

correspondant a 6,41 g de composé (35,41 mmol, Rdt : 57,0%).

Caractérisation

Aspect : Gomme rouge
RMN 'H (200,13 MHz, CDCk &, ppm) : 1,37 (t, J = 7,6Hz, 3H, G 3,24 (g, J =

7,6Hz, 2H, CH)

RMN **C (75,46 MHz, CDCE 8, ppm) : 14,4 (CH), 28,4 (CH), 152,6 (G,-S),
168,2 Car-Cl)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 181 [M+1]

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

Exp.% : C, 26,44 ; H, 2,57 ; N, 16,61
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[11.1.1.e. Synthése du 2-chloro-5-éthyl-1,3,4-thiadiazol@)

Csz\Ei%cn

N (T2)
A un mélange d’acide chlorhydrique/eau (50 ml/21 ml) et de cuivre métal (0,80 g) est

ajouté, par petites fractions, a 0°C et sous agitation, un mélange de nitrite de sodium (3,21 g
46,50 mmol, 3,00 équivalents) et de 2-amino-5-éthyl-1,3,4-thiadiazole (2,00 g, 15,50 mmol).
L’agitation est maintenue pendant deux heures a température ambiante puis le mélange est
chauffé a 50°C jusqu’a la fin du dégagement gazeux.

Le mélange obtenu, de couleur verte, est extrait au chloroforme (3 x 50 ml). Les
phases organiques sont regroupées et lavées par une solution diluée d’acide sulfurique (100
ml a 10%). La phase organique est ensuite séchée sur du sulfate de sodium. Apreés filtration, la
concentration du filtrat sous pression réduite conduit a un résidu huileux rouge épais

correspondant a 1,6 g de composé (10,74 mmol, Rdt : 69,3%).

Caractérisation

Aspect : Gomme rouge
RMN *H (300,13 MHz, CDCE &, ppm) : 1,31 (t, J = 6,0Hz, 3H, G} 3,00 (q, J =

6,0Hz, 2H, CH)

RMN '°C (75,46 MHz, CDCk, &, ppm) : 14,3 (CH), 24,4 (CH), 153,9 (G.-S),
175,1 Car-Cl)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 149 [M+1]

Analyse élémentaire (GHsCIN,S) : Calc. % : C, 32,33 ; H, 3,39 ; N, 18,85

Exp.% : C, 33,01 ; H, 3,11 ; N, 18,45
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II1.1.2. Synthése des thiols

[11.1.2.a. Synthése du Benzothiazole-2-thi@4)

N
H—sH
©:s>; (B4)

A une solution de 2-chlorobenzothiazole (2,50 g, 14nr®ol) dans 36 ml d’éthanol

est ajoutée de la thiourée (3,03 g, 47,33 mmol, 3,20 équivalents). Le mélange réactionnel est

chauffé a reflux pendant trois heures puis est ensuite refroidi dans un bain de glace.

Une solution d’acide chlorhydrique diluée (50 ml a 5%) est ajoutée sous agitation. Le
mélange est filtré et la phase aqueuse est extraite au chloroforme (2 x 100 ml). La phase
organique est séchée sur sulfate de sodium. Apres filtration et concentration du filtrat sous
pression réduite, le solide obtenu est recristallisé dans I'éthanol pour conduire a 1,27 g de
produit (7,60 mmol, Rdt : 51,4%).

Caractérisation

Aspect : Poudre orange
RMN H (300,13 MHz, DMSQ 3, ppm) : 3,49 (s, 1H, SH), 7,15 - 7,48 (m, 4H,
CeHa)
RMN *°C (75,46 MHz, DMSO,3, ppm) : 112,4 (G,), 121,4 (CH,), 124,7 (CH.),
127,2 CHar), 130,0 (Gr-N), 140,3 (N=G;-S), 190,9 (G-SH)
Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 167 [M]"
I.R. (cm?) : vsy = 2664
Analyse élémentaire (GHsNS;) : Calc.%: C, 50,27; H, 3,01; N, 8,37
Exp.%: C, 50,55; H, 2,82; N, 8,86
Point de fusion :170-172°C.
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[11.1.2.b. Synthése du 6-méthyl-benzothiazole-2-thiBb)

IS
HaC S

(B5)
A une solution de 2-chloro-6-méthylbenzothiazole (230@0,87 mmol) dans 60 ml
d’éthanol est ajoutée de la thiourée (2,50 g, 34,78 mmol, 3,20 équivalents). Le mélange

réactionnel est chauffé a reflux pendant trois heures puis est refroidi dans un bain de glace.

Une solution diluée d’acide chlorhydrique (50 ml a 5%) est ajoutée sous agitation. Le
meélange est filtré et la phase aqueuse est extraite au chloroforme (2 x 100 ml). La phase
organique est séchée sur sulfate de sodium. Apres filtration et concentration du filtrat sous
pression réduite, le solide obtenu est recristallisé dans I'éthanol pour conduire a 1B3 g de
(20,05 mmol, Rdt : 92,5%).

Caractérisation

Aspect : Poudre orange
RMN *H (300,13 MHz, DMSO,8, ppm) : 2,33 (s, 3H, Ch), 3,59 (s, 1H, SH), 7,16 -
8,05 fn, 3H, GHy)
RMN C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 21,2 (CH), 112,7 (CH,), 123,7 (CH,),
128,6 CHar), 130,6 (G), 134,5 (G(-N), 139,7 (N=G,-S), 184,3 (G-SH)
Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 182 [M+1]
I.R. (cm?) : vsy = 2509
Analyse élémentaire (gH/NS;) : Calc. %:C, 53,00 ; H, 3,89 ; N, 7,73
Exp. % : C, 52,60 ;H, 4,03; N, 7,99
Point de fusion :150-152°C
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[11.1.2.c. Synthése du 6-éthoxy-benzothiazole-2-thiBbY

N
L=
C,Hs0 S
(B6)

A une solution de 2-chloro-6-éthoxybenzothiazole (1g5#,94 mmol) dans 60 ml

d’éthanol est ajoutée de la thiourée (1,93 g, 25,41 mmol, 3,20 équivalents). Le mélange
réactionnel est chauffé a reflux pendant trois heures puis est ensuite refroidi dans un bain de
glace.

Une solution diluée d’acide chlorhydrique (50 ml a 5%) est ajoutée sous agitation. Le
meélange est filtré et la phase aqueuse est extraite au chloroforme (2 x 100 ml). La phase
organique est séchée sur sulfate de sodium. Apres filtration et concentration du filtrat sous
pression réduite, le solide obtenu est recristallisé dans I'éthanol pour conduire a 0,56 g de
produit (2,65 mmol, Rdt : 33,4%).

Caractérisation

Aspect : Poudre orange

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,32 (t, J = 6,0Hz, 3H, G} 3,56 (s, 1H,

SH), 4,00 (q, J = 6,0Hz, 2H, G} 6,94 - 7,31 (m, 3H, &Hs)

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 15,1 (CH), 64,2 (CH), 106,9 (CH,),

113,6(CHa), 115,6 (CH,), 131,1 (G,), 135,6 (G-N), 156,3 (N=G,-S), 188,8 (G-

SH)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 212 [M+1]

I.R. (cm?) : vspy = 2509

Analyse élémentaire (gHgNOS,) : Calc.% : C,51,16 ; H, 4,29 ; N, 6,63
Exp.% : C, 51,03 ;H, 3,85; N, 7,20

Point de fusion :180-182°C
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[11.1.2.d. Synthése du 6-méthyl-benzothiazole-2-thiolate de potassium

(B7)
N
L=
H;C S
(B7)

A une solution dd85 (0,50 g, 2,76 mmol) dans 20 ml de THF anhydre est ajoutée une

solution de potasse (0,11 g, 2,76 mmol, 1 équivalent) dans 20 ml d’éthanol. La solution est
portée a 40°C pendant 3h. Les solvants sont alors éliminés sous vide.
Le solide obtenu correspond a 0,59 g de B7 (2,70 mmol, Rdt : 97,8%)

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,d, ppm) : 2,28 (s, 3H, Ch), 6,90 - 7,00 (m, 1H,

Ar), 7,14 - 7,17 (m, 1H, Ar), 7,18 - 7,26 (m, 1H, Ar)

RMN '3C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 21,3 (CH), 116,6 (CH,), 119,7 (CH.,),

125,9 CHar), 129,9 (G), 137,1 (G-N), 153,2 (N=G,-S), 184,5 (G-SK)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 219 [M[, 182 [M-K+1]

Analyse élémentaire (gHeKNS,) : Calc.%: C, 43,80 ;H, 2,76 ; N, 6,39
Exp.% : C, 43,74 ; H, 2,37 ; N, 5,94
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[11.1.2.e. Synthése du 5-éthylthio-1,3,4-thiadiazole-2-thibBY

CZH5SX87/SH

N—N (T3)
A une solution de 2-chloro-5-éthylthio-1,3,4-thiadiaz@®0 g, 11,11 mmol) dans 60

ml d’éthanol est ajoutée de la thiourée (2,39 g, 33,33 mmol, 3,00 équivalents). Le mélange
réactionnel est chauffé a reflux pendant trois heures puis est refroidi dans un bain de glace.

Une solution diluée d’acide chlorhydrique (50 ml & 5%) est ajoutée sous agitation. Le
mélange réactionnel est filtré et la phase aqueuse est extraite au chloroforme (2 x 100 ml). La
phase organique est séchée sur sulfate de sodium. Apres filtration et concentration du filtrat
sous pression réduite, le solide obtenu est recristallisé dans I'éthanol pour conduire a 1,56 g de
dérivé (8,72 mmol, Rdt : 78,5%).

Caractérisation

Aspect : Poudre orange
RMN *H (300,13 MHz, DMSO,5, ppm) : 1,31 (t, J = 9,0Hz, 3H, G 3,16 (q, J =
9,0Hz, 2H, CH), 7,03 (s, 1H, SH)
RMN *C (75,46 MHz, DMSQ;, &, ppm) : 14,9 (CH), 28,2 (CH), 162,1 (G.-S),
188,3 Car-SH)
Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 179 [M+1]
I.R. (cm?) : vspy = 2528
Analyse élémentaire (GHgN.S;) : Calc.% : C, 26,95 ; H, 3,39 ; N, 15,71
Exp.% : C, 25,73 ; H, 3,56 ; N, 16,77
Point de fusion :102104°C
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[11.1.2.f. Synthése du 5-éthyl-1,3.4-thiadiazole-2-thiddj

CzH5\<S7/SH

N—N (T4)

A une solution de 2-chloro-5-éthyl-1,3,4-thiadiaz(le80 g, 12,16 mmol) dans 30 ml
d’éthanol est ajoutée de la thiourée (2,94 g, 38,68 mmol, 3,20 équivalents). Le mélange
réactionnel est chauffé a reflux pendant trois heures puis est refroidi dans un bain de glace.

Une solution diluée d’acide chlorhydrique (50 ml a 5%) est ajoutée sous agitation. Le
mélange est extrait au chloroforme (2 x 50 ml). La phase organique est séchée sur sulfate de
sodium. Apres filtration et concentration du filtrat sous pression réduite, le solide obtenu est
recristallisé dans I'éthanol pour conduire & 1,65 g de con{ids&0 mmol, Rdt : 92,0%).

Caractérisation

Aspect : Poudre orange
RMN *H (200,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,19 (t, J = 7,5Hz, 3H, G 2,00 (q, J =
7,5Hz, 2H, CH), 7,03 (s, 1H, SH)
RMN *°C (75,46 MHz, DMSQ 3§, ppm) : 12,7 (CH), 24,4 (CH), 166,0 (G,-S),
189,4 Car-SH)
Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 146 [M+1]
I.R. (cm?) : vspy = 2523
Analyse élémentaire (GHgN,S,) @ Calc.% : C, 32,85 ; H, 4,14 ; N, 19,16
Exp.% : C, 31,63 ; H, 4,00 ; N, 20,52
Point de fusion :68-70°C
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II1.1.3. Synthése des aminothiols

[11.1.3.a. Synthése du 2-(benzothiazol-2-ylamino)éthanethsd) (

N
©i N NHCH,CH,SH, HCl
s (B8)

A une solution de 2-chlorobenzothiazole (1,50 g, 8,87 mmol) dans 15 ml de THF

anhydre est ajoutée de la cystéamine (0,70 g, 9,00 mmol, 1,01 équivalents). Le mélange est
chauffé a reflux pendant trois heures.

La cystéamine n'ayant pas réagi est éliminée par filtration sous argon. Apres
concentration du filtrat sous pression réduite, on obtient un résidu visqueux jaune repris dans
un mélange THF/pentane (1/3). Le solide obtenu aprés filtration correspond a 0,55 g de
composg?2,61 mmol, Rdt : 29,4%).

Caractérisation

Aspect : Poudre orange

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 3,18 (t, J = 6,0Hz, 2H, GiSH), 3,36 (s,

1H, SH), 3,58 (t, J = 6,0Hz, 2H, NHGH 7,29-7,98 (m, 4H, £H2), 8,40 (s, 1H, NH)

RMN *°C (75,46 MHz, DMSO, §, ppm) : 29,5 (NHCH), 38,8 (CHSH), 120,9

(CHar), 125,9 (CH,), 125,8 (CH,), 134,6 (G-N), 152,2 (N=G;-S), 164,5 (G-NH)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 211 [M+1]

LLR. (cm™) : vnu = 3444,vs = 2446

Analyse élémentaire (GH10N2S,) : Calc.% : C,51,40; H,4,79; N, 13,32
Exp.% : C, 51,73 ; H, 4,29 ; N, 13,49

Point de fusion :174-176°C
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[11.1.3.b. Synthése du 2-(6-méthylbenzothiazol-2-ylamino)éthanethiol
(B9)

N
/O: \>—NHCHZCH25H, HCI
HaC >

(B9)

A une solution de 2-chloro-6-méthylbenzothiazole (2,00 g, 10,92 mmol) dans 20 ml de
THF anhydre est ajoutée de la cystéamine (0,85 g, 11,04 mmol, 1,01 équivalents). Le mélange
est chauffé a reflux pendant trois heures.

La cystéamine n'ayant pas réagi est éliminée par filtration sous argon. Apres
concentration du filtrat, sous pression réduite, on obtient un résidu visqueux jaune repris par
10 ml de THF. Le solide obtenu apreés filtration correspond a 0,98 g de corfhddénmol,

Rdt : 39,7%).

Caractérisation

Aspect : Poudre Orange

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 2,43 (s, 3H, Ch), 3,26 (t, J = 6,0Hz, 2H,

NHCH,), 3,36 (s, 1H, SH), 3,64 (t, J = 6,0Hz, 2H, £SH)), 7,30 - 7,83 (m, 3H,

CeHs), 8,47 (s,1H, NH)

RMN **C (75,46 MHz, DMSO,8, ppm) : 21,4 (CH), 30,4 (NHCH), 38,6 (CHSH),

121,3(CHar), 122,0 (CH,), 128,2 (CH,), 134,9 (G,), 135,3 (Gr-N), 151,1 (N=G,-

S), 164,4 (G,-NH)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 225 [M+1]

IL.R. (cm™) : vnu = 3434,vsy = 2580

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

Point de fusion :170-172°C
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111.1.3.c. Synthése du 2-(6-éthoxybenzothiazol-2-ylamino)éthanethiol

B10
N
\>—NHCHZCH25H, HCl
C,H:O S

(B10)

A une solution de 2-chloro-6-éthoxybenzothiazol®@2), 9,39 mmol) dans 20 ml de
THF anhydre est ajoutée de la cystéamine (0,759 g, 9,86 mmol, 1,05 équivalents). Le mélange
est chauffé a reflux pendant trois heures.

La cystéamine n'ayant pas réagi est éliminée par filtration sous argon. Apres
concentration du filtrat, sous pression réduite, on obtient un résidu visqueux jaune repris par
10 ml de THF. Le solide obtenu apres filtration correspond a 0,905 g de confpds®
mmol, Rdt : 33,2%).

Caractérisation

Aspect : Poudre orange

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,34 (t, J = 6,0Hz, 3H, G 3,19 (t, J =

6,0Hz, 2H, CHSH), 3,34 (s, 1H, SH), 3,56 (t, J = 6,0Hz, 2H, NHEGHL05 (g, J =

6,0Hz, 2H, CHCH), 7,02 - 7,84 (m, 3K), 8,42 (s, 1H, NH)

RMN 3C (75,46 MHz, DMSO,5, ppm) : 15,1 (CH), 31,2 (NHCH), 38,4 (CHSH),

64,2(CHsCH>), 106,0 (CH,), 116,0 (CH.), 122,2 (CH,), 136,7 (Gi), 147,4 (G-N),

156,5 N=Car-S), 162,4 (G-NH)

Spectre de masse m/z = 255 [M+1]

Analyse élémentaire (¢H1sN.0S,) : Calc.% :C,51,94; H,5,55; N, 11,01
Exp.% : C, 51,85; H,5,98; N, 10,67
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[11.1.3.d. Synthése  du  2-(5-éthylthio-1,3,4-thiadiazol-2-ylamino)
éthanethiol T5)

S
C,oH5S NHCH,CH,SH, HCI
\( ?/
N—N (T5)

A une solution de 2-chloro-5-(éthylthio)-1,3,4-thiadiazole (3,00 g, 16,66 mmol) dans
20 ml de THF anhydre est ajoutée de la cystéamine (1,35 g, 17,49 mmol, 1,05 équivalents).
Le mélange est maintenu a reflux pendant trois heures.

Apres retour a température ambiante, la cystéamine n’ayant pas réagi est filtrée sous
argon. La concentration du filtrat sous pression réduite conduit & un résidu visqueux jaune,
lequel est repris dans 20 ml d’'un mélange THF/pentane (1/3). Le solide obtenu est filtré. Il
correspond a 1,37 g de composé attendu (7,10 mmol, Rdt : 42,6%)

Caractérisation

Aspect : Poudre orange

RMN H (300,13 MHz, DMSO,8, ppm) : 1,38 (t, J = 6,00Hz, 3H, GH 3,19 (t, J =

6,00Hz, 2H, CHSH), 3,29 (q, J = 6,00Hz, 2H, GEH3), 3,36 (s, 1H, SH), 3,55 (t, J =

7,20Hz, 2H, NHCH), 8,32 (s, 1H, NH)

RMN **C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 15,0 (CH), 31,2 (GH,CHs), 38,6

(NHCH,), 39,1 (CHSH), 164,1 (G), 166,2 (G,)

Spectre de masse (El, CHG) : m/z = 222 [M+1]

I.R. (cm?) : vnu = 3375,vsy = 2539

Analyse élémentaire (GH11N3Ss) : Calc.% : C, 32,55; H, 5,01 ; N, 18,98
Exp.%: C, 32,22 ;H,4,85; N, 19,47

242



Partie 1V, Chapitre 2 : Les Benzothiazoles et les Thiadiazoles

[11.1.3.e. Synthése du 2-(5-éthyl-1,3,4-thiadiazol-2-ylamino)éthane
thiol (T6)

S
CoHs NHCH,CH,SH, HCI
T

(T6)

A une solution de 2-chloro-5-éthyl-1,3,4-thiadiazole (3,00 g, 20,27 mmol) dans 20 ml
de THF anhydre est ajoutée de la cystéamine (1,64 g, 21,29 mmol, 1,05 équivalents). Le
mélange est maintenu a reflux pendant trois heures.

Apres retour a température ambiante, la cystéamine n’ayant pas réagi est filtrée sous
argon. La concentration du filtrat sous pression réduite conduit ensuite a un résidu visqueux
jaune, lequel est repris dans 20 ml d’'un mélange THF/pentane (1/3). Le solide obtenu est
filtré. Il correspond a 1,16 g de composé attendu (5,14 mmol, Rdt : 25,4%)

Caractérisation

Aspect : Poudre orange

RMN H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,37 (t, J = 6,00Hz, 3H, G} 3,06 (q, J =

6,00Hz, 2H, CHCH,), 3,43 (s, 1H, SH), 3,61 (t, J = 6,00Hz, 2H,/8H), 3,80 (t,J =

6,00Hz, 2H, NHCH), 8,62 (s, 1H, NH)

RMN '3C (75,46 MHz , DMSO,d, ppm) : 14,0 (CH), 23,8 (CH), 32,9 (NHCH),

39,8 CH,SH), 164,3 (G-aryl), 172,8 (G-aryl)

Spectre de masse : m/z = 188 [M+1]

I.R. (cm™) : vsy = 2036,unn = 3372.

Analyse élémentaire (GH12N303PS;) :  Calc. % : C, 23,91 ; H, 4,01 ; N, 13,94
Exp.% : C, 23,54 ; H, 4,87 ; N, 13,45
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II1.2. Les Dérivés Organométalliques

[ll.2.1.a. Synthése du diméthylbis(6-methylbenzothiazol-2-ylthio)
silane (B1}

N
H—s
H3C/©:S>7 \ CHs

Si

\
JOS s
H;C S

(B11)

Voie A2
Le protocole décrit pour la voie A2, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
2,00 g deB5 (11,03 mmol) dans 50 ml de THF anhydre
1,17 g de triéthylamine (11,58 mmol, 1,05 équivalents)
0,74 g de dichlorodiméthylsilane (5,79 mmol, 0,50 équivalents)
dans 20 ml de THF anhydre.
On récupére 2,19 g de produit (5,25 mmol, Rdt : 95,2%).

Caractérisation

Aspect : Poudre jaune

RMN *H (300,13 MHz, DMSO, 8, ppm) : 0,12 (s, 6H, CkSi), 2,35 (s, 3H, CH,
7,187,26 (m, 2H, Ar), 7,45-7,56 (m, 4H, Ar)

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO,3, ppm) : 0,7 (CHSI), 21,2 (CH-Ar), 112,6 (CH,),
112,7(CHa), 125,4 (CH,), 127,9 (G/), 134,3 (Gr-N), 158,6 (N=G,-S), 173,7 (G
S)

Spectre de masse (DCI, THF) : m/z = 419 [M+1]
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[11.2.1.b. Synthése  du diméthylbis(6-methylbenzothiazol-2-ylthio)
germaneB12)

N
[ )
HsC O\ f

Ge

IS
H,C S

(B12)

Voie A2
Le protocole décrit pour la voie A2, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
2,00 g deB5 (11,03 mmol) dans 50 ml de THF anhydre
1,17 g de triethylamine (11,58 mmol, 1,05 équivalents)
1,00 g de dichlorodiméthylgermane (5,79 mmol, 0,50 équivalents)
dans 20 ml de THF anhydre.
On récupeére 2,40 g de produit (5,18 mmol, Rdt : 93,9%).

Caractérisation

Aspect : Poudre jaune

RMN 'H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 0,51 (s, 6H, CkGe), 2,35 (s, 3H, CH),
7,157,26 (m, 2H, A), 7,45-7,58 (m, 4H, Ar

RMN C (75,46 MHz, DMSO,5, ppm) : 0,6 (CHGe), 21,2 (CH-Ar), 112,6 (CH,),
112,6 CHar), 122,1 (CH,), 128,6 (G,), 134,3 (G,-N), 158,5 (N=GS) , 171,0 (&-S)
Spectre de masse (DCI, THF) : m/z = 464 [M]
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[11.2.1.c. Synthése  du  dihexylbis(6-methylbenzothiazol-2-ylthio)
silane (B13

N,
=
HyC S \ /”'C6Hl3

Si

(B13)
Voie A2
Le protocole décrit pour la voie A2, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
2,00 g deB5 (11,03 mmol) dans 50 ml de THF anhydre
1,17 g de triéthylamine (11,58 mmol, 1,05 équivalents)
1,55 g de dichlorodn-hexylsilane (5,79 mmol, 0,50 équivalents)
dans 20 ml de THF anhydre.
On récupeére 2,06 g de produit (3,69 mmol, Rdt : 66,9%).
Voie B2
Le protocole décrit pour la voie B2, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
2,00 g deB5 (11,03 mmol) dans 50 ml de THF anhydre
1,98 g de bis(diéthylamino)di-hexylsilane (5,79 mmol, 0,50 équivalents)
dans 20 ml de THF anhydre.
On récupére 2,99 g de produit (5,36 mmol, Rdt : 97,2%).

Caractérisation

Aspect : Poudre jaune

RMN H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 0,88 - 0,95 (m, 6H, CiHCH,), 1,12 - 1,52
(m, 16H, CH), 1,62 - 1,72 (m, 4H, CH, 2,21 (s, 6H, Ch), 7,15-7,24 (m, 2H, Ar
7,24-7,33 (m, 4H, Ar

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,1 (CHSI), 14,2 (CH), 16,3 (CH), 31,0
(CHs-Ar), 31,7 (CH), 31,7 (CH), 33,0 (CH), 111,8 (CH,), 121,5 (CH,), 128,3
(CHay), 130,2 (Gy), 134,9 (Gy), 138,1 (G,-N), 155,1 (N=CS) 168,4 (G-S)

Spectre de masse (FAB, DMSO) m/z = 467 [M-GH1d]*, 389 [M-CioHot+1]"
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IV, Ewvaluation in vitro

IV.1. Evaluation des Dérivés Organiques

L’ensemble de I'étude antiradicalaire vis-a-vis de 'ABTS des compB4éaB9 et
T3 &aT6 a été réalisé par Caroline Prouillac durant sa thése. Aussi, nous nous intéresserons
essentiellement a I'évaluation de la protection vis-a-vis de la peroxydation lipidique des
composésB4 aB9, T3a T6, Cal a Ca37 (Cal a Ca37 étant des composés synthétisés en
guantités suffisantes durant la thése de Caroline Prouillac pour réaliser les tests désirés ; leur

synthese n’est donc pas exposeée ici).

% de protection % de protection

N° Structure LogP | 116 Déviation 24 Déviation
UM Standard | pM Standard

N,
B4 ©i \>7SH 3,42 | 49,30 2,51 -0,30 0,39
S

N
\

B5 J@[> SH 1300|5231 462 | 3379 431
H;C S

N
N—sH
B6 /C[S 3,63 | 20,11 1,73 -0,67 2,39
C,Hs0

N
Cal ©i \>7NHC(O)CH2CH3 2,79 | 53,32 1,89 2,74 3,66
S

CH,CH,SSOH

N—N
Ca34 / 2,54 | 21,61 1,22 -1,94 2,65
H3CH2CS/QS)§NH

Tableau 39 Variations des propriétés antioxydantes (test de peroxydation lipidique) des

benzothiazoles et des thiadiazoles organiques

Parmi 'ensemble des benzothiazoles et des thiazoles testés, seuls quelques composés
présentent des propriétés de protection vis-a-vis de la peroxydation lipidique (Tableau 39).
Dans la famille des thiols, les composg4 et B5 présentent de bonnes propriétés de

protection a 116uM (50% de protection), alors que le comp@®® est deux fois moins
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efficace. Lorsque l'on s’intéresse a la protection apR4, seul B5 reste actif (34% de
protection). D’autres composeés présentent des propriétés de protection. LGatigeotege
a 50% de la peroxydation lipidique dans notre modele, malgré son inactivité vis-a-vis de
'ABTS. Dans la série des amides, ce composé est le seul actif. Les moléalile€a3 ne
variant que par la partie R (R=H, Me ouHzO respectivement), on peut supposer que la
variation des propriétés de protection ne dépend que de la variation de la lipophilie de la
molécule (logP). Il faut aussi noter que le sulforaéd4 présente aussi une légére activité
protectrice a 11GM.

La famille des thiols B4 a B6) présentant une forte activiteis-a-vis de la
peroxydation lipidique ainsi que dans les différents tests réalisés (ABTS, protection de la

thymidine etc.), ont été testés in vivo chez la souris.

IV.2. Evaluation des Dérivés Organométalliques

Déviation % de protection % de protection
N° | TEAC _ _
Standard| 116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standard
B5 | 3,66 0,21 52,3 4,6 33,8 4,3
B7 | 2,88 0,08 -1,9 1,7 -2,0 2,1
B13| 1,30 0,02 49,4 0,1 18,9 3,6

Tableau 40 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des dérivés
organométalliques de B5 (tests a I'ABTS et de peroxydation lipidique)

Tout d’abord, nous remarquons que la formation du sel de potaB&iyarmet une
légere augmentation des propriétés antiradicalairdd5dd@ableau 40). Cependant, par cette
modification, la molécule est rendue nettement plus hydrophile, ce qui limite son activité vis-
a-vis de la peroxydation lipidique. Par contre, [lintroduction d'un groupement
organomeétallique B13) permet une nette diminution du TEAC. Cette augmentation du
caractére antiradicalaire est a priori due a la présence de deux motifs «6-
méthylbenzothiazole-2-thioB6) » surB13. Cependant, on observe que le comBis®est 3
fois plus actif queB5, aussi, 'augmentation du caractére antiradicalaire serait également due
a une contribution du précurseur organométallique. Le pourcentage de protection vis-a-vis de
la peroxydation lipidique est po®13 le méme a 118M (mais est plus faible a 24M) que
pour B5.
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V. Evaluation in vivo
V.1. Evaluation Toxicologique

Les dérivés organiques les plus intéressants selon les tests décrits précédemment, ainsi
gu’un dérivé organométallique, ont été évalunégivo chez la souris selon le protocole décrit
au chapitre 3 de la partie 2. Les résultats sont donnés dans le tableau ci-dessous (Tableau 41).

Les DLsotoxiasheured)’ONt pas pu étre déterminées par manque de solubilité des produits, dans la

plupart des cas.

N° DL sctox/asr (Mg/kg) DLsctoxiasr (Mmol/kg)
B4 >960 >5,75
B5 >520 >2.87
B8 >616 >2.50
B9 >1456 >5.60
T3 866 4,87
T4 >680 >4,66
T6 >736 >3,27
B13 >130 >0,23

Tableau 41 Evaluation toxicologique in vivo des benzothiazoles et de thiadiazoles

V.2. Evaluation du Pouvoir Radioprotecteur

L’étude radiopharmacologique a permis de mettre en évidence [lefficacité des
benzothiazoles et des thiadiazoles en termes de protection vis-a-vis des rayonnements
ionisants (Tableau 42). De maniere générale, les benzothiazoles sont plus actifs que les
thiadiazoles. De plus, il faut noter que les thidg €tB5) sont plus actifs que I'aminothiol
B8. Le compose le plus actif de cette série est le composé B5, offrant une treés forte protection
a 8,2 Gy lorsqu'il est injecté 20 minutes avant irradiation (100% de survie a 30 jours). Ce
composé permet aussi une protection tres importante lorsqu’il est injecté 90 minutes avant
lirradiation (80% de survie a 30 jours). Aucun de ces composés ne permet une protection a
10,2 Gy.

B13, dérivé organométallique d&5, permet aussi une protection importante a 8,2 Gy
lorsqu’il est injecté 20 minutes avant irradiation (67% de survie a 30 jours). Ce pourcentage
de survie, bien que moins important que pB&r suppose tout de méme une activité tres
importante deB13 étant donné la dose tres faible de composé injectée (0,12 mmol/kg) en
comparaison a celle utilisée pour tesdBr qui est environ dix fois plus importante (1,44

mmol/kg).
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% de survie
N© Modeéle | Posologiel Posologie Délai Dose: Dose:
Murin | (mg/kg) | (mmol/kg) | d’injection (IP) |DL100|DL100+2Gy,
Swiss —
480 2,87 90 60 0
CD1
B4
240 1,44 20 90 -
B6D2F1
480 2,87 20 100 -
Swiss —
260 1,44 90 80 0
B5 CD1
B6D2F1 260 1,44 20 100 0
Swiss —
308 1,25 90 60 0
B8 CD1
B6D2F1| 308 1,25 20 60 0
Swiss —
T3 349 1,96 90 0 0
CD1
Swiss —
T4 340 2,33 90 30 0
CD1
Swiss —
T6 268 1,19 90 0 0
CD1
Swiss —
B13 65 0,12 20 67 0
CD1

Tableau 42 Evaluation radiopharmacologique des benzothiazoles et de thiadiazoles

VI, Conclusion

Ainsi, I'étude sur les dérivés de benzothiazole et de thiadiazole a permis de définir une
nouvdle classe d’agents radioprotecteurs. J'ai ainsi réalisé, pour cette étude, la synthese et
I'évaluationin vitro etin vivo d'une série de 13 dérivés du benzothiazole et de 6 dérivés du
thiadiazole. L’étude d’une trentaine de composés issus des travaux de C. Prouillac a aussi été
complétée par le test de peroxydation lipidique. De cette étude, ressortent principalement les
thiols dérivés du benzothiazole, offrant des résultats intéresgantétro et in vivo.
L’introduction du précurseur organométallique a permis de mettre en évidence son effet sur
les propriétés antiradicalaires. Enfin, le comp&¥3 reste trés actif en radioprotection

chimique.
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Chapitre 3 :
Les Naphtolimides

I. Caractéristiques et Propriéteés

L’anhydride naphtalique posseéde une fonction naphtalene sur laquelle est greffé un
anhydride. Ce composé présente un site réactif, sur lequel il est possible d’introduire par
déshydratation des composés présentant des fonctions amines primaires. Ce type de molécule
est, comme pour I'anhydride phtalique, grandement utilisé pour la protection des fonctions
amines primaires en synthese organique. Ainsi, NOUs noOus sommes intéressés aux
naphtalimides qui présentent des propriétés intéressantes. De plus, a partir des anhydrides

naphtaliques, nous avons obtenus un autre dérivé, la naphtolactame (Figure 102).

R
Ox__0.__0 | O
! l l .
I\ﬁ';?{gﬁ?& Naphtalimides Naphtolactame

Figure 102 :Les dérivés de I’Anhydride Naphtalique

Propriétés Biologiques des Naphtalimides

De nombreuses propriétés sont accordées aux naphtalimides et aux naphtolactames.
Ces dernieres ont, entre autres, été étudiées comme antagonistes des récepteurs a la sérotonine
ainsi que comme pharmacophdt®s'®”! Les naphtalimides sont connus pour leurs propriétés
anti-tumorales. Cependant, ces composés sont cytotoxiques non seulement pour les cellules

tumorales mais aussi pour les cellules s&iffed?.
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Les dérivés de l'anhydride naphtaligue possedent des propriétés radioprotectrices
intéressantes. Les naphtalimides ont été étudiés pareRiperdans les années?8?*! Les
propriétés radioprotectrices de ces composés peuvent s’expliquer de différentes fagons. Entre
autres, ils sont connus pour leur potentiel pour réaliser des mono- ou bis-intercalations au
niveau de '’ADN et ainsi pouvoir protéger de tres prés 'ADN par capture des radicaux se
formant?®®,

De plus, le second type de dérivés de l'anhydride naphtalique présenté ici, les
naphtolactames, serait capable d’agir sur le transport de I'oxygene et donc pourrait induire
une hypoxie qui peut limiter I'effet oxygene et la production de radicaux dans I'organisme

apres irradiation.

I1. Synthése

I1.1. Les Dérivés Organiques

I1.1.1. Synthése des naphtalimides N1 a N4

Nous désirons tout d’abord introduire des amino-alcools et des amino-mercaptans dans
I'anhydride naphtalique par déshydratation. L’hydroxylamine et la cystéamine ont été

introduites en utilisant de la pyridine ou du DMF sur tamis moléctf¥i&igure 103) :

0 o O
NHZR
O Pyridine N1
DMF N2

Reflux, 8h R= OH N1
R= CH,CH,SH, N2

Figure 103 :Synthese des Naphtalimides N1 et N2
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Les deux autres amino-alcools ont été introduits par déshydratation a I'aide d’'un Dean
Starck (Figure 104) :

(0) o) 0]
NHZR
O Toluene, Dean Stark

Reflux, night

R= CHZCHon N3
R= CH,CH,CH,0H, N,

Figure 104 :Synthése des Naphtalimide N3 et N4

I1.1.2. Synthése du sulfonate N5

Un sulfonate a été synthétisé selon le protocole décrit par Cammidd& @tal
structure RX de ce composé est donnée en annexe (Figure 105)

Cl)H

O
@) N 0) 0]
030 > ¢
—_— N—O—SOCH3
toluéne, Et;N O g
reflux 1h

Figure 105 :Synthése de N5

I1.1.3. Synthése de la naphtolactame N6

Par traitement en milieu basique du sulfonate, on réalise une décarboxylation qui est
suivie d'une cyclisation en milieu acide pour donner la naphtolaé8h{Bigure 106) :

'10
o
o

O

CHs |1yNaOH, H;0 NH
2) HCI, HyO

Figure 106 :Synthése de N6

O=UJ=O
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I1.2. Les Dérivés Organométalliques

Plusieurs composés organomeétalliques ont été synthétisés et caractérisés selon les

protocoles décrits précédemment.

11.2.1. Synthése des dialkylgermanes et silanes correspondants

Les dérives organométalliques de type dialkylgermane et dialkylsilane ont été

synthétisés selon les voies A2 et B2 décrites au chapitre 2 de la partie 2 (Tableau 43).

!
i
O _N_ _O ClLMR/, O \ R
2 (C2H5)3N O /
> M
0] \
0 RS
o8
R = CH,CH,CH,OH 0]
R = CH,CH,SH M = Ge
M=Si
R= M R'=R” Voie N°
OH Si CH3 A2 N7
CH,CH,SH Ge N-CeH13 A2 et B2 N8
S CHs A2 N9
CH,CH,CH,OH Si Ph A2 N10
Ge CH3 A2 N11

Tableau 43 Synthése des dialkylgermanes et des dialkylsilanes

11.2.2. Synthése des trialkylgermananes et silanes correspondants

Les dérivées organométalliques de type trialkylgermane et trialkylsilane ont été
synthétisés selon la voie A3 décrite au chapitre 2 de la partie 2 (Tableau 44).
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R 0
O« _N_ _O  CIMR,R" 7\ R
(CoHs)aN L /
N—M—R"
THF <\ ) (R
0
R = OH M= Ge
R = CH,CH,CH,0OH M = Si
R = CH,CH,SH
R= M R=R” N°
OH Si CoHs N12
Si CHs, N13
Si Ph N14
CH,CH,CH,OH Ge CHa N15
Ge Ph N16

Tableau 44 Synthese des trialkylgermanes et des triaignes

I1.3. Données RX
Les structures desomposs N4 et N14 ont été obtenue@-igure 107). Ces deux
strucures permettent de confirmer I'obtention de deux composés. Nous pouvons al
remarquer que l'introduction d'un groupement organalique n’induit aucune variation ¢
la longueur de la liaison ©- del'alcool portant Q (1,42 A). Une Iégére modification ¢
langle G-C;-O3(112,7°) (respectivement 14-C;5-03 (108,98°)) est observée lors

l'introduction du précursesilicié.

Figure 107 : Structure de N4 et dd14

(les données completes ds structuresont données en Annext«
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III. Protocoles de Syntheése

I11.1. Les Dérivés Organiques

II1.1.1. Synthése des naphtalimides

[11.1.1.a. Synthése du 2-hydroxybenzoisoquinoline-1,3-didx#) (
O
Q N—OH
O ¢} (N1)

A une solution d’anhydride-1,8-naphtalique (10,00 g, 50,50 mmol) dans 500 ml de

pyridine anhydre sont ajoutés le chlorhydrate d’hydroxylamine (5,23 g, 75,75 mmol, 1,5
équivalents) et KCO; (10,45 g, 75,75 mmol, 1,5 équivalents). Le mélange est porté a reflux
pendant 1 nuit sur tamis moléculaire. La solution noircit. La solution est laissée revenir a
température ambiante, puis le tamis est éliminé par filtration. Aprés évaporation a sec, le
produit est recristallisé a chaud dans I'éthanol absolu.

On récupére 9,56 g de produit par filtration (44,87 mmol, Rdt : 88,9%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanc casseé

RMN *H (300,13 MHz, DMSO, 8, ppm) : 7,86 (t, J = 7,4Hz, 2K)), 8,46 (t, J =

9,1Hz, 4Hy,), 10,75 (s, 1H, OH)

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 122,8 (G,), 126,7 (CH,), 127,8 (G,),

131,3 CHar), 131,8 (Gy), 135,0 (CH,), 161,3 (C=0)

Spectre de masse (FAB, DMSO) : m/z = 214 [M+1]

I.R. (cm™) : von = 3482,3vco = 1707,2 et 1661,8

Analyse élémentaire (gH7/NO53) : Calc.% : C, 67,61;H,3,31; N, 6,57
Exp.% :C, 67,37 ;H, 2,77 ; N, 6,45
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[11.1.1.b. Synthése du  2-(2-mercaptoéthyl)-benzoisoquinoline-1,3-
dione (N2)
O
Q NCH,CH,SH

O 0 (N2)

A une solution d’anhydride-1,8-naphtalique (10,00 g, 50,5 mmol) dans 500 ml de

DMF anhydre sont ajoutés 1,1 équivalents de cystéamine (4,28 g, 55,5 mmol). Le mélange est
porté a reflux pendant 1 nuit sur tamis moléculaire. La solution noircit.

Ensuite, on laisse la solution revenir & température ambiante, puis on élimine le tamis
par filtration. On ajoute alors 500 ml d'eau au mélange réactionnel. Le précipité obtenu est
récupéré par filtration puis lavé a I'éthanol. On recristallise le produit a chaud dans I'éthanol

absolu. Le précipité blanc correspond a 10,64 g de produit (41,4 mmol, Rdt : 81,9%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanc casseé

RMN 'H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,20 (s, 1H, SH), 3,09 (t, J = 6,5Hz, 2H,
CH,SH), 4,40 (t, J = 5,7Hz, 2H, GN), 7,88 (dd, J = 8,1Hz, 24), 8,35 - 8,51 (m,
4Har)

RMN 2C (75,46 MHz, DMSO,3, ppm) : 21,8 (CHN), 42,8 (G4,SH), 122,4 (G),
127,6 CHa), 127,8 (G, 131,2 (CHy), 131,7 (G.), 134,8 (CH,), 163,7 (C=0)
Spectre de masse (El)m/z = 257 [M[

Spectre de masse (DCI, CkCl,): m/z = 258 [M+1], 275 [M+NH]",

292 M"‘N2H7]+
I.R. (cm?) : vsy = 2584,3yco = 1694,3 et 1657,2
Analyse élémentaire (GsH11NO,S) : Calc.% : C,65,35;H,4,31; N, 5,44

Exp.% : C, 65,31;H,4,48;N, 5,21
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[11.1.1.c. Synthése du 2-(2-hydroxyéthyl)benzoisoquinoline-1,3-dione
(N3)

0
OH
Oatvs
0

A une solution d’anhydride-1,8-naphtalique (5 g, 25,23 mmol) dans 300 ml de toluéne

(N3)

est ajouté 2,00 équivalents d’éthanolamine (3,08 g, 50,46 mmol). Le mélange est porté a
reflux pendant 2 jours dans un Dean Starck (la quantité d’eau récoltée est alors constante).

On laisse la solution revenir a température ambiante, puis le solvant est évaporé a sec.
Le résidu obtenu est recristallisé a chaud dans I'éthanol absolu. Le précipité blanc récupéré
apres refroidissement sous forme d’aiguilles fines correspond a 5,94 g de produit attendu
(24,64 mmol, Rdt : 97,7%).

Caractérisation

Aspect : Cristaux blancs (aiguilles)

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,5, ppm) : 3,63 (t, , J = 6,3Hz, 2H, GBH), 4,12 (t, J

= 6,6Hz, 2H, NCHCH,), 4,84 (s, 1H, OH), 7,76 (t, J = 8,2Hz, 2H 8,34 (td, J =

9,1Hz, 4Hx,)

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO,3, ppm) : 40,0 (GH,N), 58,3 (GH,0H), 122,5 (G),

127,5 CHa), 127,7 (Gy), 131,0 (CH,), 131,6 (G,), 134,5 (CH,), 163,9 (C=0)

Spectre de masse (DCI, THF) : m/z = 242 [M+1]259 [M+NH,]*

I.R. (cm™) : von = 3483,9vc0 = 1695,8 et 1630,3

Analyse élémentaire (G4H11NO3) : Calc.%: C,69,70;H,4,60; N, 5,81
Exp.% : C, 69,79 ; H, 4,48 ; N, 5,78
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[11.1.1.d. Synthése  du  2-(3-hydroxypropyl)benzoisoquinoline-1,3-
dione (N4)

O
(0]

A une solution d’anhydride-1,8-naphtalique (5 g, 25,23 mmol) dans 300 ml de toluéne

(N4)

sont ajoutés 2,00 équivalents de propanolamine (3,79 g, 50,46 mmol). Le mélange est porté a
reflux pendant 2 jours dans un Dean Starck (la quantité d’eau récoltée est alors constante).

On laisse la solution revenir a température ambiante, puis on évapore a sec. Le résidu
obtenu est recristallisé a chaud dans I'éthanol absolu. Le précipité blanc récupéré apres
refroidissement sous forme d’aiguilles fines correspond a 6,08 g de produit attendu (23,83
mmol, Rdt : 94,5%).

Caractérisation

RMN *H (300,13 MHz, DMSO, 3, ppm) : 1,80 (p, J = 7,4Hz, 2H, GBH,CHb,),

3,51(t, J = 6,2Hz, 2H, CLCH,OH), 4,08 (t, J = 4,5Hz, 2H, NGBH,), 4,53 (s, 1H,

OH), 7,80 (t, J = 8,1Hz, 2k, 8,53 (td, J = 8,3Hz, 44)

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 31,5 (CHCH,CH,), 38,0 (GH.N), 59,5

(CH,0OH), 122,4 (G,), 127,6 (CH,), 127,7 (G,), 131,0 (CH,), 131,6 (G/), 134,6

(CHa,), 163,8 (C=0)

Spectre de masse (FAB, DMSO) : m/z = 256 [M]

I.R. (cm™) : von = 3423,0vco = 1693,8 et 1643,0

Analyse élémentaire (@H13NO3) : Calc.%: C, 70,58 ; H, 5,13 ; N, 5,49
Exp.% : C, 69,96 ; H, 5,03 ; N, 5,39
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II1.1.2. Synthése du 1,3-dioxobenzoisoquinolin-2-yl[ 4-méthylbenzéne
sulfonate (N5)

0 (N5)

Une solution d’anhydride-1,8-naphtalique (2,00 g, 10,1 mmol) et chlorhydrate
d’hydroxylamine (0,77 g, 11,1 mmol, 1,1 équivalents) dans la pyridine anhydre (50 ml) est
portée a reflux pendant 1h. Apres retour a température ambiante, on ajoute par portions, avec
précaution, le chlorure de p-toluene sulfonyle (2,11 g, 11,1 mmol, 1,1 équivalents). On porte a
reflux le mélange réactionnel pendant 1h.

Le mélange est ajouté a 350 ml d’eau. On récupeére ensuite le précipité formé par
filtration puis on le lave avec une solution & 0,5 N de soude dans I'eau pour éliminer le N-
hydronaphtalamide résiduel. On recristallise alors le produit dans le toluene.

On récupere 2,97 g de produit (8,1 mmol, Rdt : 80,2%).

Caractérisation

Aspect : Aiguilles jaunes

RMN *H (300,13 MHz, DMSO, 8, ppm) : 2,34 (s, 3H, Ch), 7,53 (d, J = 8,0Hz,

2Har), 7,90 - 7,98 (m, 4K}), 8,49 - 8,58 (m, 4K)

RMN *3C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 21,8 (CH), 122,4 (G,), 127,9 (CH.,),

129,4 (CHa/), 130,7 (CH,), 132,0 (G,), 132,2 (CH,), 136,0 (CH,), 147,2 (G,

160,2 C=0)

Spectre de masse (FAB, DMSO) : m/z = 368 [M+1]

I.R. (cm?) : veo = 1693,6 et 1644,8

Analyse élémentaire (GgH13NOsS) : Calc.%: C, 62,12 ; H, 3,57 ; N, 3,81
Exp.% : C, 62,79 ; H, 3,10 ; N, 3,81
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II1.1.3. Syntheése du benzoindol-2-one (N6)
(L
NH
7

Une solution de sulfonat®5 (2,50 g, 6,81 mmol) est portée a ébullition dans un

meélange eau/éthanol (175 ml/750 ml) pendant 2h en présence de NaOH (2,72 g, 68,11 mmol,
10 équivalents). On élimine I'éthanol par distillation. Aprés retour a température ambiante, on
ajoute a froid 35 ml d'acide chlorhydrique concentré. On laisse précipiter pendant la nuit. Le
solide est récupéré par filtration, lavé a I'eau et séché a 100°C. On recristallise le produit dans
le toluene. Le produit est récupéré sous forme d'aiguille jaune.

On récupere 1,08 g de produit (6,41 mmol, Rdt : 94,1%).

Caractérisation

Aspect : Aiguilles jaunes

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 7,00 (d, J = 6,8Hz, 14), 7,45 - 7,51 (m,

1Ha), 7,57 (d, J = 8,3Hz, 14), 7,78 (t, J = 8,2Hz, 1K), 8,02 (d, J = 6,9Hz, 1H),

8,13 ¢, J =8,1Hz, 1K), 10,81 (s, 1H, NH)

RMN **C (75,46 MHz, DMSO,5, ppm) : 106,6 (CH,), 119,9 (CH,), 124,2 (CH,),

126,1(Car), 127,4 (Gy), 129,3 (CH,), 129,4 (G,), 129,5 (CH,), 131,3 (CH,), 138,6

(Car), 169,3 (C=0)

Spectre de masse (FAB, DMSO) : m/z = 170[M+1]

I.R. (cm?) : vnu = 3195,4yc0 = 1738,3

Analyse élémentaire (¢H;NO) : Calc.% : C, 78,09 ; H, 4,17 ; N, 8,28
Exp.% :C, 77,41 ;H, 4,97 ; N, 7,98
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II1.2. Les Dérivés Organométalliques

111.2.1. Synthése des dialkylgermanes et silanes

[11.2.1.a. Synthése  du  2-2'-(diméthylsilanediyl)bis(oxy)bis(benzo

isoquinoline-1,3-dione (N7

o)

\ CH;,

Si

/ "CH;

© (N7)

O??

Voie A2
Le protocole décrit pour la voie A2, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deN1 (4,69 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
0,50 g de triéthylamine (4,92 mmol, 1,05 équivalents)
0,33 g de dichlorodiméthylsilane (2,58 mmol, 0,55 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupeére 1,11 g de produit (2,31 mmol, Rdt : 98,5%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN 'H (300,13 MHz, DMSO, 3, ppm) : 0,10 (t, 6H, CH), 7,91 (dd, J = 7,3Hz,
4Hp), 8,42 - 8,53 (M, 8H)

RMN *3C (75,46 MHz, CDC}, 8, ppm) : 0,9 (CH), 122,9 (G,), 126,8 (G,), 127,6
(CHas), 128,1 (CH,), 131,3 (CH,), 131,9 (G,), 133,0 (CH,), 135,1 (CH,), 135,9
(CHa,), 161,4 (C=0)

RMN #°Si (59,63 MHz, DMSO,3, ppm) : -21,07

Spectre de masse (DCI, THF) : 500 [M+Ni*

I.R. (cm?) : veo = 1708,0 et 1660,9

Analyse élémentaire (GeH18N20eSi) : Calc.% : C, 64,72 ; H, 3,76 ; N, 5,81

Exp.% : C, 64,80 ; H, 3,69 ; N, 4,92
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[11.2.1.b. Synthése du 2-2'-(2,2’-(dn-hexylgermanediyl)bis(sulfane
diyDbis(éthane-2,1-diyl))bis(benzoisoquinoline-1,3-dioN&X

O

N—CH,CH,S

”

n-CgHyz
/
0 Ge

0 / n-CeHy3

N—CCH,S

”

0 (N8)
Voie A2
Le protocole décrit pour la voie A2, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deN2 (3,89mmol) dans 60 ml de THF anhydre
0,41 g de triéthylamine (4,08 mmol, 1,05 équivalents)
0,67 g de dichlorodn-hexylgermane (2,14 mmol, 0,55 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupére 0,85 g de produit (1,12 mmol, Rdt : 57,6%).
Voie B2
Le protocole décrit pour la voie B2, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deN2 (3,89mmol) dans 60 ml de THF anhydre
0,83 g de N,N,N’,N’-tétraéthyl-1,1-di-hexylgermanediamine (2,14 mmol,
0,55 équivalents) dans 30 ml de THF anhydre.
On récupeére 1,38 g de produit (1,82 mmol, Rdt : 93,6%).

Caractérisation

Aspect : Poudre beige

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 0,81 - 0,86 (m, 6H, CHCH,), 1,21 - 1,39

(m, 16H, CH), 1,53 - 1,84 (m, 4H, C}), 2,83 (t, J = 6,4Hz, 4H, GH 4,15 (t, J =

6,5Hz, 4H, CH), 7,78 (t, J = 7,0Hz, 4k, 8,33 (dd, J = 8,1Hz, 89

RMN *3C (75,46 MHz, CDC}, 8, ppm) : 12,3 (CH), 14,3 (CH), 21,8 (CHN), 22,4

(CHy), 31,2 (CH), 32,7 (CH), 42,8 ((H,SH), 123,1 (&), 128,5 (CH,), 128,8 (G,),

132,1 CHa,), 132,7 (G/), 135,3 (CH,), 166,6 (C=0)

Spectre de masse (FAB, DMSO) : m/z = 671 [MgB13]*

I.R. (cm?) : veo = 1708,2 et 1680,8

Analyse élémentaire (GoH4GeN,O,4S,) : Calc.% : C, 63,58 ; H, 6,14 ; N, 3,71
Exp.% : C, 63,38 ; H, 7,68 ; N, 3,19
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[11.2.1.c. Synthése du 2-2'-(3,3-(dimethylsilanediyl) bis(oxy)bis
(propane-3,1-diyl))bis(benzoisoquinoline-1,3-dioh®Y

O

N—CH,CH,CH,0

0 si7 b
0 “CH,

N—CH,CH,CH,0

0 (N9)
Voie A2
Le protocole décrit pour la voie A2, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,13 g deN4 (4,44 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
0,47 g de triéthylamine (4,66 mmol, 1,05 équivalents)
0,31 g de dichlorodiméthylsilane (2,44 mmol, 0,55 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupeére 1,19 g de produit (2,14 mmol, Rdt : 96,4%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,8, ppm) : 0,10 - 0,20 (m, 6H, C§, 1,79 (p, J =

7,0Hz, 4H, CHCH,CH,), 3,52 (t, J = 6,2Hz, 4H, GI@H), 4,13 (t, J = 7,2Hz, 4H,

CH,N), 7,88 (dd, J = 7,3Hz, 44, 8,48 (g, J = 7,9Hz, 8t)

RMN *¥C (75,46 MHz, CDCL, &, ppm) : 0,6 (CHy), 31,5 (CHCH,CH,), 38,1

(CH.N), 59,5 (CHO), 122,6 (CH,), 127,7 (G,), 127,9 (CH,), 131,2 (G/), 131,8

(CHar), 134,8 (Gy), 163,8 (C=0)

RMN #Si (59, 63 MHz, DMSO,, ppm) : -18,53

Spectre de masse (DCI, THF) : m/z = 567 [M+1]

I.R. (cm?) : veo = 1696,0 et 1653,3

Analyse élémentaire (GsH1gN>) : Calc.% : C,80,32;H,7,19; N, 12,49
Exp.% : C, 80,84 ;H, 7,12 ; N, 12,68
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[11.2.1.d. Synthése du 2-2'-(3,3’-(diphénylsilanediybis (oxy)bis
(propane-3,1-diyl))bis@-benzoisoquinoline-1,3-dion&lL0)

' —CH,CH,CH,0 /@

Sl

—CH,CH,CH,0 C

(N10)
Voie A2
Le protocole décrit pour la voie A2, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,13 g deN4 (4,44 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
0,47 g de triéthylamine (4,66 mmol, 1,05 équivalents)
0,61 g de dichlorodiphénylsilane (2,44 mmol, 0,55 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupére 1,39 g de produit (2,01 mmol, Rdt : 90,1%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,95 (quint., J = 6,6Hz, 4H, GAH,CH,),

3,86(t, J = 6,1Hz, 4H, CbDH), 4,18 (t, J = 7,0Hz, 4H, GN), 7,21-7,27 (m, 4K) ,

7,33- 7,38 (m, 2H,), 7,48 (dd, J = 7,7Hz, 44, 7,79 (t, J = 7,5Hz, 4K), 8,40 (q, J =

8,1Hz, 8Hy,)

RMN *3C (75,46 MHz, CDC}, &, ppm) : 31,0 (CHCH,CH,), 37,8 (CHN), 59,5

(CH;0), 61,7 (CHO), 1225 (G,), 127,5 (G,), 128,0 (G,), 128,3 (G,), 128,4

(CHar), 130,7 (CH,), 131,0 (CH,), 131,1 (CH,), 131,7 (G,), 131,8 (CH,), 132,8

(CHar), 134,1 (CH,), 134,5 (CH,), 134,7 (CH,), 134,8 (CH,), 163,8 (C=0)

RMN #°Si (59, 63 MHz, DMSO 8, ppm) : -32,46 ppm

Spectre de masse (DCI, THF) : 708 [M+NH]"

I.R. (cm?) : veo = 1700,0 et 1659,9

Analyse élémentaire (G2H3sN20¢Si) : Calc.% : C, 73,02 ; H, 4,96 ; N, 4,06
Exp.% : C, 72,80 ; H, 5,09 ; N, 4,56
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[11.2.1.e. Synthése du 2-2’-(3,3-(diméthylgermanediyl)bis (oxy)bis

(propane-3,1-diyl))bis(benzoisoquinoline-1,3-diohNd.1)

_CH2CH2CH20

\ Q
o
F

_CH2CH2CH20

(N11)
Voie A2
Le protocole décrit pour la voie A2, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,13 g deN4 (4,44 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
0,47 g de triéthylamine (4,66 mmol, 1,05 équivalents)
0,42 g de dichlorodiméthylgermane (2,44 mmol, 0,55 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupeére 1,25¢g de produit (2,05 mmol, Rdt : 92,3%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 0,51 (s, 6H, Ch), 1,80 (p, J = 6,9Hz, 4H,

CH,CH,CHy), 3,53 (t, J = 5,5Hz, 4H, GIOH), 4,13 (t, J = 7,0Hz, 4H, GN), 7,86

(dd, J = 7,5Hz, 4k), 8,43 (g, J = 8,0Hz, 84)

RMN *°C (75,46 MHz, CDCh, &, ppm) : 5,1 (CH), 31,5 (CHCH,CH,), 38,1

(CH:N), 59,5 (CHO), 122,5 (CH,), 127,6 (Gv), 127,9 (CH,), 131,1 (G/), 131,1

(CHa), 134,7 (Gy), 163,8 (C=0)

Spectre de masse (DCI, THF) : 612 [M]

I.R. (cm?) : veo = 1695,7 et 1643,4

Analyse élémentaire (G;H30GeN,Og) :  Calc.% : C, 62,88 ; H, 4,95 ; N, 4,58
Exp.% : C, 63,04 ;H,4,74 ; N, 4,19
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111.2.2. Syntheése des trialkylgermanes et silanes

[11.2.2.a. Synthése du 2-(triéthylsilyloxy)benzoisoquinoline-1,3-dione

N12
0
Q N—OSi(CH,CHs)s
W

(N12)

Voie A3
Le protocole décrit pour la voie A3, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,00 g deN1 (4,69 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
0,50 g de triéthylamine (4,92 mmol, 1,05 équivalents)
0,70 g de chlorotriéthylsilane (4,66 mmol, 1,05 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupeére 1,07 g de produit (3,27 mmol, Rdt : 69,72%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 0,44 (q, J = 8,0Hz, 6H, G} 0,89 (t, J =
7,4Hz, 9H, CHy), 7,89 (dd, J = 8,2Hz, 24), 8,50 (td, J = 9,7Hz, 44

RMN '3C (75,46 MHz, DMSO, 3, ppm) : 6,2 (CH), 7,3 (CH), 122,9 (G/), 126,8
(CHa), 127,8 (Gy), 131,2 (CH,), 131,3 (CH,), 131,9 (G,), 135,1 (CH,), 161,3
(C=0)

RMN #°Si (59, 63 MHz, DMSO 8, ppm) : 13,03

Spectre de masse (DCI, THF) : m/z = 328 [M+1]

I.R. (cm?) : veo = 1707,2 et 1661,8
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[11.2.2.b. Synthése du 2-(3-(triméthylsilyloxy)propyl)benzoisoquino
line-1,3-dione N13)

Voie A3
Le protocole décrit pour la voie A3, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,13 g deN4 (4,44 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
0,47 g de triéthylamine (4,66 mmol, 1,05 équivalents)
0,50 g de chlorotriméthylsilane (4,66 mmol, 1,05 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupére 1,30 g de produit (3,98 mmol, Rdt : 89,6%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN *H (300,13 MHz, DMSO, 3, ppm) : -0,01 (s, 9H, CH), 1,87 (p, J = 6,7Hz,

2H, CH,CH,CHy), 3,68 (q, J = 6,1Hz, 2H, GBH), 4,16 (t, J = 7,0Hz, 2H, GN),

7,89 (d, J = 7,4Hz, 2i}), 8,51 (q, J = 8,3Hz, 4k)

RMN **C (75,46 MHz, CDCE, &, ppm) : -0,1 (CH), 30,9 (CHCH,CH,), 38,1

(CH:N), 59,5 (CHO), 122,6 (G/), 127,7 (CH,), 131,1 (G,), 131,3 (CH,), 131,8

(Car), 134,7 (CH,), 163,9 (C=0)

RMN #°Si (59, 63 MHz, DMSO 8, ppm) : 16,59

Spectre de masse (DCI, THF) : m/z = 328 [M+1]345 [M+NH,]"

I.R. (cm?) : veo = 1703,0 et 1657,7

Analyse élémentaire (GgH21NO3SI) : Calc.% : C, 66,02 ; H,6,46 ; N, 4,28
Exp.% : C, 66,89 ; H, 6,54 ; N, 4,02
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[11.2.2.c. Synthése du 2-(3-(triphéthylsilyloxy)propyl)benzoisoquino
line-1,3-dione N14)

Zﬁg@

Le protocole décrit pour la voie A3, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,13 g deN4 (4,44 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
0,47 g de triéthylamine (4,66 mmol, 1,05 équivalents)

Voie A3

1,37 g de dichlorodiméthylgermane (4,66 mmol, 1,05 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupére 2,11 g de produit (4,12 mmol, Rdt : 92,8%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN H (300,13 MHz, DMSO,8, ppm) : 1,95 (p, J = 6,5Hz, 2H, GEH,CH,), 3,87

(t, J = 6,2Hz, 2H, CKOH), 4,20 (t, J = 6,9Hz, 2H, CN), 7,32 - 7,42 (m, 8W) , 7,43

- 7,53 (m, 7H,) 7,87 (t, J = 8,1Hz, 2K), 8,47 (g, J = 7,3Hz, 44)

RMN *3C (75,46 MHz, CDC}, &, ppm) : 31,0 (CHCH,CH,), 37,8 (CHN), 59,5

(CH,0), 122,6 (G,), 127,6 (Gi), 128,4 (G,), 130,6 (CH,), 131,1 (CH,), 131,8

(CHar), 134,1 (CH,), 134,8 (CH,), 135,2 (CH), 163,9 (C=0)

Spectre de masse (DCI, THF) : 514 [M+1]

IL.R. (cm™) : veo = 1697,2 et 1660,5

Analyse élémentaire (GzH27/NO3SI) : Calc.% :C,76,41;H,4,49; N, 2,97
Exp.% : C, 76,54 ; H, 5,07 ; N, 2,68
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[11.2.2.d. Synthése du 2-(3-(triméthylgermyloxy)propyl)benzoisoquino
line-1,3-dione N15)

O (N15)

Voie A3
Le protocole décrit pour la voie A3, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,13 g deN4 (4,44 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
0,47 g de triéthylamine (4,66 mmol, 1,05 équivalents)
0,72 g de chlorotriméthylgermane (4,66 mmol, 1,05 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupeére 1,59 g de produit (4,26 mmol, Rdt : 95,9%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 0,26 (s, 9H, Ch), 1,81 (p, J = 7,3Hz, 2H,

CH,CH,CH,), 3,52 (q, J = 5,4Hz, 2H, GB), 4,12 (t, J = 7,5Hz, 2H, GN), 7,88 (t, J

= 8,1Hz, 2HAr), 8,48 (g, J = 7,3Hz, 4HAr)

RMN **C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 0,7 (CH), 31,5 (CHCH.CH,), 38,1

(CHzN), 59,5 (CHO), 122,5 (G), 127,6 (CH,), 127,7 (G/), 131,1 (CH,), 131,7

(Car), 134,6 (CH,), 163,8 (C=0)

Spectre de masse (DCI, THF) : m/z = 372 [M]

I.R. (cm™) : veo = 1695,6 et 1652,1

Analyse élémentaire (@GgH21:GeNQOs) : Calc.% : C, 58,12 ; H, 5,69 ; N, 3,77
Exp.% : C, 58,75 ; H, 5,67 ; N, 3,50
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[11.2.2.e. Synthése du 2-(3-(triphénylgermyloxy)propyl)benzoisoquino
line-1,3-dione N16)

(0
G0,

Le protocole décrit pour la voie A3, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
1,13 g deN4 (4,44 mmol) dans 60 ml de THF anhydre
0,47 g de triéthylamine (4,66 mmol, 1,05 équivalents)

Voie A3

1,58 g de chlorotriphénylgermane (4,66 mmol, 1,05 équivalents)
dans 30 ml de THF anhydre.
On récupére 2,35 g de produit (4,21 mmol, Rdt : 94,8%).

Caractérisation

Aspect : Poudre blanche

RMN *H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 1,80 (p, J = 7,1Hz, 2H, G8H,CH,), 3,52

(q, J = 5,2Hz, 2H, CKDH), 4,13 (t, J = 7,3Hz, 2H, GN), 7,35 - 7,47 (m, 11K) ,

7,85-7,91 (m,4H,), 7,89 (t, J = 7,3Hz, 2K), 8,49 (q, J = 8,1Hz, 4

RMN 3C (75,46 MHz, CDC}, &, ppm) : 31,5 (CHCH,CH,), 38,1 (CHN), 59,5

(CH,0), 122,5 (Gy), 127,6 (G), 127,7 (G,), 130,5 (CH,), 131,1 (CH,), 131,7

(CHar), 134,6 (CH,), 135,3 (CH,), 163,8 (C=0)

Spectre de masse (DCI, THF) : m/z = 560 [M+1]

I.R. (cm?) : veo = 1697,5 et 1654,7

Analyse élémentaire (GsH,7GeNQs) :  Calc.% : C, 71,00 ; H, 4,88 ; N, 2,51
Exp.%:C, 71,12 ;H, 4,61 ; N, 3,81
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IV, Evaluation in vitro

IV.1. Evaluation des Propriétés Antiradicalaires et
Antioxydantes

La plupart des composés de cette famille prént des propriétés antioxydantes
antiradicalaires trop faibles pour étre mesurnous sommes ici limitégar la solubilité de
produits). Parmi les dérivés organiques, siN2 semble posséder des propri€
antiradicalaires convenables pour notre € ce qui confirme lintérét des thiols po
I'inhibition radicalaire.De plus, on voit tout de méme apparaitre un effet intére sur les
propriétés d’inhibition du radical cation AB™ lors de lintroduction desprécurseurs
organomeétaltjues. En effet,on observe une chute du TEAC, c-a-dire une nette
augmentation des propriétés antiradicalaires pour certains dérivés organométiN10 et
N14) en comparaison avec leur dérivé organigue peN4. La présence de deux motifs
type «N4 » sur la molécul®1C permet une amélioration de I'activité en comparaison
moléculeN14 qui présent@in seul motif« N4». Nous devons aussi noter que les sila
PhSiOH, (Si1) et PRSIOH (Si2) étudiés ici ne possedent pas de propriétés antiradica
La stratégie « sulfonate (N5) inactive les propriétés antiradicalaires N1. Cette
inactivation peut étre due a la résistance de la liax O-S »empéchant la libération ¢
principe actif.

TEAC (ABTS)
100
O T T T T -l T ‘l T 'l T 'I T T 1

N10 N2 N14 N4 N1 N5

Graphigue 17 Variationsdes propriétés antiradicalaires dasaphtalimides (test a 'ABT

% de protection % de protectio

N° | LogP _ Sviati
ogP| 116 Déviation Standard 24 Déviation

UM UM Standar

N3 | 1,47 | 42,C 0,5 1,2 0,9
N4 | 1,57 | 32,4 2,6 -1,3 1,1

Tableau 45 Variations des propriétés antioxydantdes naphtalimide
(test de peroxydation lipidique)
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Partie 1V, Chapitre 3: Les Naphtalimide

En considérant les propriétés de protectiora-vis de la peroxydation lipidique, ¢
observe quseuls deux composN3 etN4 permettent une protection a 1uM (Tableau 45).
Cependantaucune protection n'est observée auM. Ces observationlaissent supposer
limportance de la fonction alcool primaire libre, nécessaire a la protection dans ce 1
De plus, cette fonction doitre portée par une chaine alkylay lien direct enti I'alcool et
'azote N-OH ne permettant aucune protectitN1). De ces observations, un mécanis
possible d’inhibition des radicaux pourrait étre 'oxydation de la fonction terminale alc
la naphtalimideréduisant ainsi les lipoperoxydes inducs de la peroxydation lipidiqu

Aucun des deux silanols ne permet de protectior-avis de la peroxydatio
lipidique.

IV.2. Evaluation des Propriétés de Protection de la
Thymidine

Les tests suivantsont un extrait des tests réalisés par I'équipe du CEA deay.
Seuls quelques résultats obtenus avec cette famille de composés seront p

Un second intérét de l'utilisation (précursews organométalliques est I'effet sur
protection de la thymidineGraphique 1). En effet, on observe qugque que soit le type
d’irradiation utilisé, on aune nette augmentation (environ 10%) de la protection
thymidine par les molécules présentant précurseurorganométallique N10 et N14) en
comparaison avec leurs dérivés organiques p: (N1 etN4). Deplus, le test des silanols
montré que ces compospsermettent une protection de la thymidine. Ainsi, 'augment:

d’efficacité due auxprécursets organométalliques peut s’expliquer par l'addition
propriétés de protection des silana celles des composés organiques.

Protection de la thymidine

§ 40.00

© 30.00 -

o M Irradiation Y
o 20.00 -

L M Fenton

o 10.00 - o

2 Irradiation UV
S 0.00 -

8

5 N5 N1 N4 Si2 Sil N14 N10

(@]

a

Graphique 18 Variations despropriétés de protection de la thymid
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Partie 1V, Chapitre 3: Les Naphtalimide

IV.3. Evaluation de la Protection Cellulaire

Les tests suivantsont un extrait des tests réalisés par I'équipe 'ULP de
StrasbourgSeuls quelques résulteobtenus avec cette famille de composés seront pré:

Tout d’abord, nous pouvons remarc, a partir de I'évaluation de la toxicité cellule,
que seul le composédN1 présente une certaine toxicité cellul (Graphique 19).
L’introduction d’'un groupetent organomeétallique suM4 n’induit aucune toxicit (N10 et
N14).

Toxicité cellulaire

1000000

800000
. 600000
400000
200000
Si BN NI
NT N4 N1 N14 N10

Graphiqgue 19 Variations de la toxicité cellulaire des naphtalimic

UA

De plus, les deux composés organigN1l et N4 ne permettent aucune protecti
Cependant, l'introduction derécureurs organométalliques influe sur la protection cellule
Nous observonalors une augmentation du pouvoir radioprotecteur N1C en comparaison
avec N4(Graphique 20).

8 Gy
350000
300000 e PBS
250000
L. 200000 }\ —=Na
S 150000 N1
100000 \\!\\ N10
50000 & w
0 : : . . .
0 2 4 6 8 10
temps (j)

Graphigue 20 Variationsdes propriétés radioprotectrices cellulaires naphtalimides
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Partie 1V, Chapitre 3 : Les Naphtalimides

IV.4. Conclusion

Ainsi, I'évaluation des dérivés des naphtalimides a montré que bien que ces composés
soient, pour la plupart, inactifs vis-a-vis du test a 'ABTS et de la peroxydation lipidique,
guelques composésN10 et N14) permettent de montrer un effet des groupements
organosiliciés sur les propriétés antiradicalaires. Cet effet du précurseur organométallique est
aussi observable lors du test de protection de la thymidine réalisé par I'équipe du CEA de
Saclay. Les premiers résultats de protection cellulaire obtenus par I'équipe de I'Université
Louis Pasteur de Strasbourg semblent également aller dans le sens d’'une augmentation de
I'effet radioprotecteur par I'introduction des précurseurs organométalliques.

V. Conclusion

Dans cette partie, nous avons synthétisé 16 naphtalimides organiques et
organométalliques. Ces composés, bien que ne présentant pas de propriétés radioprotectrices
marquées, ont permis d’avancer dans la compréhension de l'effet « organométallique »
observé lors d'études précédentes en radioprotection chimique. Les premiers éléments
expliquant la baisse de la toxicité et 'augmentation des propriétés radioproteicinces
par l'introduction de précurseurs organométalliques seraient respectivement la baisse de la
toxicité cellulaire et 'augmentation du pouvoir de protection de la thymidine et peut-étre des
cellules. Cette augmentation des propriétés de protection pourrait elle-méme s’expliquer par

'augmentation des propriétés de piégeage des radicaux observeée lors du test a 'ABTS.
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Partie V : Perspectives

PouwtieV :

Pevspectives
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Partie V, Chapitre 1 : Les Dithiols

Les Dithiols

I. Caracténistiques, Proprietés et

Synthése

Comme évoqué dans la partie 2, de nombreuses molécules contenant du soufre ont été
étudiées pour la radioprotection chimique. Entre autres, les dérivés du 1,2-dithiol-3-thione
apparaissent comme des radioprotecteurs potéftiél Nous nous intéresserons a une
structure proche, le 4,5-dimercapto-1,3-dithiole-2-thione, largement utilisé en recherche en
électronique pour ses propriétés de transfert électronique.

La synthese d’un composé organogermanié issu de ce dérivé a été réalisée a partir du
2-thioxo-1,3-dithiole-2-thione, selon le schéma réactionnel suivant (Figure 108) :

@)

s~ “Ph
. SI 2 MeONa ( I Voie Al ¢ i I “ nCeH13
:s s pPh  MeOH Voie BI /" “n-CgHys
\[( -2 PhCO,Me

o) D1 D2

Figure 108 :Synthése de D1 et @&

La premiére étape consiste en une méthanolyse du thioester menant au sel de sodium
du 2-thioxo-l,3-dithiole-4,5-bis(thioalate). L’hydrolyse acide de ce dérivé conduit alors au
4,5-dimercapto-1,3-dithiole-2-thionB1. Ce composé est alors conservé sous argon. Il a
ensuite été utilisé pour la synthése du composédiith les deux protocoles classiques.
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Partie V, Chapitre 1 : Les Dithiols

I1.®Protocoles de Syntheése

[I.1.1.a. Synthése du 4,5-dimercapto-1,3-dithiole-2-thione)(D1

s
s= I
5" SH (p1)

A une solution sous agitation de S,S'-2-thioxo-1,3-dithiole-4,5-diyl dibenzothioate

SH

(4,00 g, 9,85 mmol) dans le méthanol (100 ml) est ajouté doucement du méthanolate de
sodium (5,48 g, 98,54 mmol, 10 équivalents). Le mélange devient rose puis bordeaux. La
réaction est trés exothermique.

Apres 2 heures d’agitation, on évapore le méthanol a sec. Le résidu est trituré pendant
1 nuit dans un mélange dichlorométhane/pentane (2/1). Puis le précipité est récupéré par
filtration puis est lavé avec 2x20 ml d’eau puis 2x20 ml d’acétone avant d'étre séché par
2x20 ml d'éther. Le produit est récupéré sous forme de poudre (1,04 g, 5,26 mmol, Rdt:
53,3%).

Caractérisation

Aspect : Poudre beige claire

RMN H (300,13 MHz, DMSO,3, ppm) : 3,15 (s, 2H, SH)

RMN *3C (75,46 MHz, CDCE, 8, ppm) : 126,0 (Gy)

Spectre de masse (DCI, THF) : m/z = 199 [M+1]

I.R. (cm?) : vsy = 2361,7 et 2358,2

Analyse élémentaire (GH.Ss) : Calc.% : C, 18,16 ; H, 1,02
Exp.% : C, 19,08 ; H, 2,13
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Partie V, Chapitre 1 : Les Dithiols

[1.1.1.b. Synthése du 2, 2-di-hexyl-[1,3]dithiolo[4,5][1,3,2]dithia
germole-5-thione?2)

S
S -C.H
S== I \Ge/\n 61113
S S/ I’Z-C6H13
Voie Al

Le protocole décrit pour la voie Al, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
0,50 g deD1 (2,52 mmol) dans 30 ml de THF anhydre
0,52 g de triéthylamine (5,18 mmol, 2,05 équivalents)

(D2)

0,83 g de dichloro-dn-hexylgermane (2,65 mmol, 1,05 équivalents)
dans 15 ml de THF anhydre.
On récupére 0,94 g de produit (2,14 mmol, Rdt : 84,9%).

Voie B1
Le protocole décrit pour la voie B1, au chapitre 2 de la partie 2, est réalisé avec :
0,50 g deD1 (2,52 mmol) dans 30 ml de THF anhydre
1,03 g de bis(diéthylamino)ai-germane (2,65 mmol, 1,05 équivalents)
dans 15 ml de THF anhydre.
On récupeére 1,06 g de produit (2,41 mmol, Rdt : 95,6%).

Caractérisation

Aspect : Poudre noire
RMN H (300,13 MHz, DMSO,5, ppm) : 0,78 - 0,90 (m, 8H), 1,10 - 1,75 (m, 18H)
RMN *°C (75,46 MHz, DMSO, 8, ppm) : 11,5 (CH), 13,8 (CH), 23,8 (CH), 33,6
(CHy), 125,4 (G,)
Spectre de masse (FAB, DMSO) m/z = 441 [M+1]
Analyse élémentaire (GoH12N2S,) : Calc.% : C, 41,01 ; H, 5,97

Exp.% : C, 40,32 ; H, 7,33
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Partie V, Chapitre : Les Dithiols

III. Evaluation in vitro

Par manque de solubilité, le compd2 n’a pas plétre etudié ici. Le composD1,

hY

précurseur organigue dB2 a quant a lui montré des propriétés antiradicalaire
antioxydantes faiblesTableau46) :

% de protection | % de protectio
Déviatior — —
N° | TEAC LogP | 116 | Deviation | 24 | Déviation
Standar
UM | Standard | uM | Standard
D1 | 4,38 0,3( 3,58 0,6 0,9 0,6 1,1

Tableau 46 Propriétés antradicalaires et antioxydantes (D1

Cependant, l'intérét de ce composé apparait au regard des tests réalisés par l¢
Saclay. Lors du test de protection dethymidine, il a été montré que le compcD1
permettait une protection intéressante-a-vis d’'une irradiation UV Graphique 2). Ce
composé est cependant inactif lors d’'une dégradation radicalaire de la thymidine te
celle réalisée lors de la réaction de Fenton. Cette inactivité peut s’expliquer par les pr

antiradicalaires trés faibles D1.

Protection de la thymidine

M Fenton

Irradiation UV

Pourcentage de Protection
B R NN
owvwowowu
NITTTErrr

Graphigue 21 Variations des propriétés de protection de la thymir
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Partie V, Chapitre 1 : Les Dithiols

L’étude sur cultures cellulaires réalisée par I'Université Louis Pasteur de Strasbourg a
montré queD1 n’était pas toxique et permettait une protection intéressante des cellules a 8 Gy
avec une croissance nettement plus importante&ijcir post-irradiation pour les cellules
traitées paD1 en comparaison avec les cellules non traitées (Graphique 22). Ces résultats

restent a confirmer par d’autres études cellulaires.

0 Gy 8 Gy
2000 ———— 1500 ————
1500
1000 - o
< 1000 —A\y—,\ < VW
500 T % == controle 500 - & == controle
04+ o1
D1 D1
4 9 4 9
temps (j) temps (j)

Graphique 22 Toxicité cellulaire et effet radioprotecteur in vitro de D1

IV, Conclusion

Au regard de ces premiers résultats, il semblerait que le 4,5-dimercapto-1,3-dithiole-2-
thione puisse avoir un intérét en radioprotection chimique. Il reste cependant a optimiser cette
molécule par modification de la structure étudiée ici ainsi qu’'a développer des composés plus
hydrophiles.
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Conclusion

L’'objectif de ce travail était la synthése et I'évaluation de nouveaux composes
antioxydants organiques et organométalliques pour la radioprotection. Ce travail s’inscrivait
dans le cadre d’'un Programme d’Etudes Amont (PEA) financé par la Direction Générale de

I’Armement.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous avons présenté les effets des
rayonnements ionisants sur I'organisme et ainsi justifié la nécessité de la mise en place d’une
radioprotection chimique. La présentation des effets des rayonnements nous a permis de
définir quelques axes pouvant orienter la recherche de nouveaux composés radioprotecteurs et
permettre une meilleure compréhension de la radioprotection chimique. Les deux axes
principaux étudiés ont été la synthése et le développement de molécules antioxydantes et la

modification de molécules présentant déja des propriétés radioprotectrices connues.

La seconde partie de notre travail a été consacrée a définir les différents tests réalisés
en collaboration avec d’autres équipes.

Il a ensuite été développé, dans les parties 3 et 4, deux grands types de molécules :

Des molécules antioxydantes

* Les acides pulviniques sont issus d’'un travail réalisé en collaboration avec
I'équipe de Thierry Le Gall du CEA de Saclay et I'équipe d’Alain Wagner de
'ULP de Strasbourg. Ces composés sont, pour la majorité d’entre eux, trés
fortement antioxydants. Leur pouvoir radioprotecteur est cependant limité. Ces
composés pourraient étre un traitement complémentaire dans le but
d’améliorer les propriétés d’'une molécule fortement active en radioprotection.
Au cours de ce travail sur les acides pulviniques, il a aussi été possible
d’évoquer une relation structure/activité antioxydante.

* Les acides salicyliques, sous la forme d’acide thiosalicylique, sont, comme les
acides pulvinigues, des molécules qui présentent d’intéressantes propriétées
antioxydantes.

 Les dérivés du thiadiazole permettent une protection antioxydante et

antiradicalaire intéressante.
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Des molécules radioprotectrices

* La synthese et I'étud@ vivo de I'efficacité a court et long terme des dérivés
de la NMI ont permis de confirmer un effet fortement radioprotecteur de ce
type de molécules considérées comme des composés de référence en
radioprotection chimique.

» Les dérivés du benzothiazole sont des composés antioxydants dont certains
dérivés donnent une radioprotection assez intéressante a 8,2 Gy
(DL1ooir 30jourg-  Cependant, aucune activité radioprotectrice n’a pu étre
montrée a 10,2 Gy (Disoir 30jourst 2 GY), ce qui limite I'utilisation de ce type
de composés en radioprotection chimique.

* Les dérivés des naphtalimides sont des composés ne présentant pas de
propriétés antiradicalaires. Une légere activité radioprotectrice a été montrée
in vitro pour certains dérivés. Cette activité peut étre due aux propriétés
d’intercalation de 'ADN de ce type de molécule. De plus, grace a cette
famille de composé, il a été possible de développer I'influence des précurseurs
organométalliques sur les propriétés biologiques des composés.

Une derniére famille de composés a aussi été développée. Cette famille correspond a
une nouvelle classe de radiosensibilisateurs qui a été découverte durant ce travail. Ces
radiosensibilisateurs pourraient permettre un meilleur traitement des cancers radiorésistants

par radiothérapie. Ces composés sont actuellement en cours d’étude a 'ULP de Strasbourg.

L’ensemble de nos résultats suggére tout d’abord que des molécules présentant
seulement des propriétés antioxydantes ne permettent pas nécessairement une radioprotection
chimique efficace. Cependant, couplée a une seconde activité (anti-apoptotique, activateur de
la prolifération cellulaire, etc.), les propriétés antiradicalaires pourraient permettre une
meilleure protection.

La réelle limitation au développement de nouveaux radioprotecteurs est de définir
guels testdn vitro sont réellement prédicteurs de l'efficacité vivo, d’abord sur modeéle
rongeur puis sur modele primate non humain. En effet, actuellement, aucun test ne permet de
prédire de facon simple et fiable la probabilité de protectiovivo. Bien que le test
d’irradiation des TK6 réalisé par I'ULP de Strasbourg semble étre un point essentiel de

I'étudein vitro, la réalisation de ce test de maniére courante est actuellement limitée par les
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moyens humains qu’il demande. Idéalement, ce test devrait étre développé afin de le réaliser
en screening. Ce test reste cependant insuffisant car, dans certains cas, des molécules se
révélent inactives dans ce test et activesivo. Aussi, la recherche d’autres tests apparait
comme essentielle (irradiation de plasmides, etc.). De plus, un score « radioprotection »,
résultant de la combinaison de plusieurs teststro basés sur des mécanismes réactionnels

différents, pourrait constituer un bon prédicteur.
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Partie VI, Annexe 1 : Evaluation in vitro

Annexe 1 :

Evaluatiov ivv vitro-

I. Evaluation des Dérivés d’ Acides
Pulviniques

IV.2. Annexe : Evaluation des Dérivés d’Acides
Pulviniques

I1V.2.1. Modification des acides pulvinigues selon R;, R, = H, R; =

COZMB
ABTS Peroxydation lipidique
o % de protection % de protection
Déviation _ _
N° | TEAC LogP Déviation Déviation
Standard 116 uM 24uM
Standard Standard
C083| 0,48 0,01 26,0 4,3 6,8 0,9 26,0
C093| 6,51 0,31 -14,6 2,3 -11,0 3,8 0,3
C095| 15,40 3,11 -0,02  -25,3 6,2 -12,9 2,6
co62| 17,71 5,44 -0,3 -52,7 0,1 -35,4 0,8
Co72| 18,51 0,49 0,65 33,9 0,9 -14,8 3,6
C074| 18,70 3,09 1,08 -145 2,0 -7,3 1,4
C070| 46,19 5,48 -4,2 2,2 -6,1 25 -4,2

Tableau Al Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes sejon R

(Tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)
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IV.2.2. Modification des acides pulviniques selon R), R; = CsHa-
OMe, R; = COMe

ABTS Peroxydation lipidique
Déviation % de protection % de protection
N° | TEAC LogP

Standard 116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standard
C050| 1,06 0,15 -0,21 11,2 1,5 -1,0 9,1
C049| 1,16 0,23 -0,15 -4,1 2,0 -6,9 6,9
C053| 1,24 0,02 0,84 7,9 2,0 0,5 5,4
C039| 1,56 0,10 0,84 32,1 1,8 6,7 0,5
c038| 1,67 0,30 1,23 -15,9 3,0 -5,9 6,1
co44 | 2,47 0,23 0,53 -4,7 0,3 -5,4 4,1
C051| 2,69 0,24 1,16 8,0 2,9 3,2 1,2
C0o46 | 2,75 0,30 2,15 -67,3 2,6 -5,5 4,6
C052| 3,86 0,23 2,22 4,7 0,5 19 0,3
co45| 3,97 0,25 1,79 1,0 5,6 1,2 3,6
co48| 6,18 0,68 2,15 76,3 1,4 37,8 3.1
C043| 9,59 3,25 -0,31] 44,2 0,1 13,9 0,9
co47| 12,11 6,68 -0,31 49,5 3,1 18,0 6,0

Tableau A2 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes sejon R

(Tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)

IV.2.3. Modification des acides pulviniques selon R), R; = CsHa-
O_‘Me, R3 = COZMB

ABTS Peroxydation lipidique
Déviation % de protection % de protection
N° | TEAC LogP
Standard 116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standard
co78| 1,12 0,19 ND 12,8 1,0 2,6 1,0
Cl12| 1,37 0,02 3,34 -2,49 0,84 -3,98 0,61
co14| 2,12 0,92 0,69 -11,2 1,3 -6,9 3,9
C096 | 2,63 0,24 1,15 9,7 4,7 -3,5 3,5
P2 3,33 0,30 0,01f -0,89 0,58 -4,07 3,66
P1 6,48 0,44 0,84 67,0 0,9 244 1,3

Tableau A3 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes sefon R

(Tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)
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IV.2.4. Modification des acides pulviniques dissymétriques selon R;,
R; = CH;, Ry = CsHa-OMe

ABTS Peroxydation lipidique
N° | TEAC Déviation LogP % de'prot.ection % de' p_roFection
Standard 116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standard
B098| 0,68 0,18 3,72 -8,0 1,0 -4,6 1,0
B0O74| 0,72 0,07 2,00 68,6 1,2 57,4 0,5
B042| 0,82 0,01 -1,02 2,0 2,9 -0,4 1,2
B0O38| 1,76 0,11 -0,56 ND ND ND ND
B019| 1,84 0,68 -1,04 2,5 4,4 -2,6 3,8
B041| 2,05 0,56 -0,53 2,2 11 1,9 2,3
B012| 2,31 0,24 -1,43 6,0 0,3 -0,2 1
B002| 3,09 0,16 0,04 9,5 2,0 2,4 0,8
B010| 3,50 1,03 0,7 ND ND ND ND
B052| 8,83 1,34 -042 ND ND ND ND
B0O08| 9,54 0,35 0,6 ND ND 19,5 1,3
B040| 10,07 0,29 -0,69 4,4 2,4 -0,3 2,0
P5 | 10,09 1,79 -1,05 53 1,8 0,9 1,9
B018| 10,28 0,58 -1,53 5,9 53 -3,6 5,0
Tableau A4 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes sejon R
(Tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)
I1.2.5. Autres acides pulviniques testés
ABTS Peroxydation lipidique
Déviation % de protection % de protection
N° | TEAC LogP __ _
Standard 116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standard
C055| 0,61 0,23 -0,08 10,3 3,7 2,3 51
C020| 0,92 0,05 0,58 64,6 0,8 39,9 4,0
C054| 1,07 0,30 0,97 3,3 3,2 15 1,7
B023| 1,35 0,01 0,97 214 3,8 4,5 2,2
C067| 2,60 0,38 -1,54 ND ND ND ND
C098| 2,61 0,24 -1,72 -26,4 0,9 -14y 2,1
B0O53| 3,46 0,22 0,18 ND ND ND ND
B047| 71,08 0,77 0,17, 11 1,6 -1,5 1,7
C077| ND ND -0,18| 25,7 0,4 6,8 1,7

Tableau A5 Autres acides pulviniques testés

(Tests a I'ABTS et de peroxydation lipidique)
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IV.3. Annexe : Evaluation in vitro des Dérivés
du méthyl  2-(4-alkyl-3-hydroxy-5-0x0-2,5-
dihydrofuran-2-yl)-2-fydroxyacetate

Modification selon R;, R = OH, R3 = CO:Me

ABTS Peroxydation lipidique
Déviation % de protection % de protection
N° | TEAC LogP

Standard 116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standard
c082| 0,60 0,02 -0,82 23,6 2,5 14,8 3,9
C092| 1,54 0,15 0,05 -17 4,2 -14,6 7,6
C042| 1,55 0,09 -0,56 -5,0 1,7 -6,6 2,0
C069| 1,94 0,20 -0,43 54,2 3 13,7 3.4
C097| 2,16 0,11 1,17 9,9 4,3 -5 5,2
C094| 2,94 0,48 -0,28 -17,8 8.6 -10,5 4.9
Co71| 4,91 1,42 0,4 10,6 6,0 -6,2, 1,2
C073| 24,63 4,37 0,11 -4,2 1,8 -26,4 4,1
C076| 35,76 20,05 -1,97 -2,7 2,4 -2,3 3,2
C061 | 43,34 8,33 -0,56 59 0,1 -5,7 1,2
C064 | 82,69 34,80 -2,7 0.4 2,1 -4,4 3.1

Tableau A6 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des méthyl 2-(4-alkyl-3-hydroxy-5-oxo-
2,5-dihydrofuran-2-yl)-2-hydroxyacetate selon(Rests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)

IV.4. Annexe : Evaluation in vitro des Dérivés
du 4-hydroxyfuran-2(5H)-one

17.4.2. Modification selon R;, R =Rz =H, X =0

ABTS ABTS
Déviation Déviation
N° | TEAC N° | TEAC

Standard Standard
Cco56| 0,35 0,01 B046| 2,78 0,10
coss| 0,63 0,08 Cco086| 3,07 0,24
B090 | 1,10 0,03 C091| 4,36 0,30
co8s8| 2,51 0,24 C089| 5,00 0,61
B049 | 2,65 0,43 C090| 5,03 1,30

Tableau A7 Variations des propriétés antiradicalaires selop(Rest a 'ABTS)
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IV.7. Annexe: Evaluation in vitro Des
Flavanoides

IV.7.1. Modification des flavanoides selon Ry, R> = CeHs-OMe, X =O

ABTS Peroxydation lipidique
Déviation % de protection % de protection
N° | TEAC LogP

Standard 116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standard
B0O56| 0,83 0,15 2,58 -0,4 7,3 -9,0 2,7
B084| 1,63 0,28 2,45 2,9 8,0 -6,9 2,8
B085| 2,17 0,18 2,74 -2,6 0,7 -5,0 1,6
B083| 2,24 0,16 2,45 3,0 2,3 -10,7 1,0
B079| 2,31 0,13 3,14 -2,1 1,8 -6,5 4,1
B0O78| 2,38 0,27 3,81 2,8 4.3 -9,2 3,8
B080| 5,18 0,18 2,74 1,7 1,7 3,4 3,4
BO57| ND - 2,45 -2,8 2,0 -6,4 3,4
B081| ND - 3,01 -1,3 2,0 -4,5 5,0
B082| ND - 3,06 28,0 3,0 -0,6 2,3

Tableau A8 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des flavanoides selon R

(Tests a I'ABTS et de peroxydation lipidique)

I1.7.2. Modification des flavanoides selon R, R; =H, X = O

ABTS Peroxydation lipidique
Déviation % de protection % de protection
N° | TEAC LogP

Standard 116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standard
B096| 0,66 0,07 2,37 4,4 1,9 -3,8 14
B056| 0,83 0,15 1,17 3.8 1,0 -7,5 0,2
B086| 1,30 0,28 2,45 -0,6 1,8 -10,3 4.9
B097| 3,28 0,25 2,58 0,3 1,7 -2,9 5,6
B095| 3,71 0,29 3,14 5,9 4,6 -0,6 2,5
B087| 3,94 0,30 3,53 -4.,4 2,9 -6,0 4,5

Tableau A9 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des flavanoides selon R

(Tests a I'ABTS et de peroxydation lipidique)
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II.Evaluation des
["Acide Salicylique

Deérives

de

IV.1. Annexe : Les Dérivés Organiques

ABTS Peroxydation lipidique

Déviation % de protection % de protection
N° | TEAC LogP

Standard 116 uyM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standarg
SC1 | Inactif - 2,27 60,2 0,9 20,7 4.9
SC2 | Inactif - 1,69 -0,6 11 0,1 1,2
SC3 | Inactif - 1,69 0,9 0,2 1,2 1,0
SC4 | 105,03 4,21 2,56 1,5 1,2 1,8 1,7
SC5| Inactif - 2,03 1,5 2,6 0,8 0,8
SC6| 0,71 0,03 1,78 4.4 2,4 -1,7 3,2
S1 ND - 0,84 0.8 1,6 0,6 1,7
S2 | 0,63 0,01 0,95 2,1 1,5 0,5 0,5
S3 | Inactif - 5,69 -2,6 5,5 -5,1 4.4

Tableau A10 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des dérivés organiques de I'acide

salicylique (Tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)

IV.2. Annexe : Les Dérivés Organométalliques

Peroxydation lipidique
s % de protection % de protection
N 116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standarg
S5 1,77 1,84 1,56 1,47
S6| 0,75 0,31 0,04 0,84
S8 | -22,64 1,10 -8,55 2,72
S9| -9,04 3,44 -7,48 2,00

Tableau Al1l Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des dérivés organométlliques de

I'acide salicylique (Tests de peroxydation lipidique)
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III. Evaluation des Dérivés de la
NMI

ABTS Peroxydation lipidique

Déviation % de protection % de protection
N° | TEAC LogP

Standard 116 uM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standarg
IC1 | inactif - 2,53 -2,6 0,8 -1,4 2,0
11 2,58 0,01 2,63 -0,1 14 -0,2 0,3
15 1,63 0,03 3,2 -0,3 0,2 1,7 0,7
16 0,61 0,09 3,64 -5,7 2,6 -6,5 15
18 | 17,26 0,21 4,07 -7,1 5,6 -7,2 3,5

Tableau A12 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des dérivés de la NMI

(Tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)

IV, FEvaluation des Dérivés de

Benzothiazoles et de Thiadiazoles

IV.1. Annexe : Evaluation in vitro des Dérivés

Organiques
Peroxydation lipidique
% de protection % de protection
N° Structure LogP Déviation Déviation
116 uM 24 uM
Standard Standard
N
B7 @[ \>—NHCH2CH2SH, HCI 3,04 -6,47 1,33 -4,62 3,48
S
N,
B8 /@i \>7NHCH2CHZSH, HCl | 3,53 | 17,51 1,03 2,24 4,86
S
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Partie VI, Annexe 1 : Evaluation in vitro

C,HsS SH
T3 \( Y 345 | -6,41 6,34 -4,96 5,62

T4 \( Y 294 | 0,59 0,4 1,1 4,0

C,HsS NHCH,CH,SH, HC
T5 \< ?/ 308 | -482 4,02 -3,45 4,84
N—N

N
Ca2 /@i \>—NHC(O)CH2CH3 3,28 -0,28 1,0 1,8 1,0
S

N
Ca3 /Q:\}m““ﬂ“ 3,00 | -0,50 0,6 13 038
C,HsO s

C,HsS NHC(O)CH,CHs
Ca4d \( Y 2,83 | -0,98 2,2 11 2,0

C,H; NHC(O)CH,CH,
Ca5 X Y 231| 063 2,0 0.9 1,6

CHZCHZOH

Ca2l O: 2,52 1,10 15 2,1 11
>——NH, HBr

CHZCH OH

Ca22 /@[ : 3,00 -3,91 0,6 -4.,4 2,3
NH, HBr

CHZ(‘HZOH

Ca23 /@[ > 273 | 147 11 0,9 1,5
NH, HBr
C,HsO

CH,CH,OH

N—N
Ca24 / 1,98 2,86 2,2 -1,0 0,9
H_‘CHZCS/QS/\%NH

CHZCHon

N—N

Ca25 /Q % 1,14 1,05 0,8 0,1 1,3
HyCH,C

CHZCHZSSO3H

Ca31l C[ : 308 | 208 14 0,7 1.9
NH, HBr

CHZCH SSO;H

Ca32 /@i) 357 | 111 16 0.4 08
NH, HBr
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CH,CH,SSO;H

|
Ca33 /@[N> 329| 035 17 16 0,7
NH, HBr
CHsO s

CH,CH,SSO;H

/
Ca35 7_N 1,71 | 1,31 1,9 1,2 2,6
H3CHZC/<S)\NH

CH,CH,SPO;H,
/

N—N

Ca36 / 2,90 -0,93 0,5 0,2 1,8
H3CHZCS/QS%NH

CH,CH,NHCH,CH,SPO,H,

|
Ca37 /CEN - 32 | -4,03 12 -2,3 2.3
CoHsO s

Tableau A13 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des dérivés organiques des

benzothiazoles et des thiadiazoles (Test de peroxydation lipidique)

V. Evaluation des Naphtalimides

IV.1. Annexe : Les Dérivés Organiques

ABTS Peroxydation lipidique
% de protection % de protectior]
Déviation — —
N° TEAC LogP | 116 | Déviation | 24 Déviation
Standard
uM | Standard | uM | Standard
N1 19,70 0,34 1,92 -2,2 0,5 -34 1,9
N2 3,68 0,14 2,30 -1,7 1,4 -1,0 2,0
N3 Inactif - 1,47 | 42,0 0,5 1,2 0,9
N4 Inactif - 157 | 32,4 2,6 -1,3 11
N5 81,26 20,42 3,88 -4.% 15 -6,0 1,9
N6 101,92 27,67 1,8 0,1 2,2 0,p 11
Sil | Inactif - ND -1,3 0,6 -1,2 0,7
Si2 | Inactif - ND -0,4 15 -0,8 1,8

Tableau Al4 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des dérivés organiques des

naphtalimides et des silanols (Tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)
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IV.2. Annexe : Les Dérivés Organométalliques

ABTS Peroxydation lipidique

Déviation % de protection % de protection
N° TEAC

Standard| 116 pM | Déviation Standard 24 uM | Déviation Standarg
N7 >18,8 - -1,6 3,9 0,5 1,7
N8 >23,1 - -1,4 0,7 -1,4 0,7
N9 >45,0 - -2,1 0,7 -2,0 1,1
N10| 16,88 0,47 -6,9 1,4 -6,9 3,7
N11| >10,5 - -7,1 2,3 -5,6 2,6
N12 | >106,51 - -0,1 3,2 -0,4 3,5
N13 | >13,84 - -5,3 7,7 -7,9 3,5
N14 | 4,42 0,01 -6,5 1,2 -8,5 4.9
N15| >86,8 - -11,5 3,6 9,1 4,5
N16| >16,4 - -6,3 2,4 -1,2 4,2

Tableau A15 Variations des propriétés antiradicalaires et antioxydantes des dérivés organométalliques des
naphtalimides (Tests a 'ABTS et de peroxydation lipidique)
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Partie VI, Annexe 2 : Protocoles des tests in vitro (CEA de Saclay, ULP de Strasbourg)

Arnmnmexe 2 :
Tests inv vitro,

CtA de Saclay et
ULP de Strasbourg

I. Test de (@Protection de Ila
Thymidine

I.1. @Principe

Ce testin vitro a été mis au point au laboratoire par F. Taran (CEA/SCBM) en collaboration avec les
équipes de C. Créminon et D. Boquet (CEA/SPI) et de S. Pin et J.-P. Renault (CEA/SIS2M).

Ce test consiste a évaluer la protection de la thymidine, nucléoside de ’ADN, par un agent antioxydant,
lorsqu'elle est soumise a un stress oxydant : irradigtiamadiation UV a 254 nm en présence de peroxyde
d’hydrogéne ou stress de type Fenton*{FeO,). La thymidine intacte est ensuite quantifiée par un dosage
immuno-enzymatique qui fait appel a un anticorps spécifique de la thymidine. Ce test est réalisé dans des

plaques a 96 puits.
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Stress {1} — thymidine dégradée — antigéne traceur

oxydant

f

QO o OO

= o’/J\N‘ - anticorps
Q Ho\{’j Anti-thymidine

Compétition
Transfert de liaison

et dilution s?a
o O

E
—-

Lavage

Figure Al :Principe du Test

Le test est réalisé en deux étapes successives, effectuées dans deux plaques différentes (Figure Al).
Dans un premier temps, une solution de thymidine (Ag) et une solution de I'agent protecteur a étudier sont
introduites dans les puits de la plaque I. Ensuite, le mélange est soumis a un stress oxydant. Au cours de cette
étape d’oxydation, la thymidine va étre plus ou moins dégradée suivant la capacité de protection du composé
introduit.

Ensuite, une quantité bien définie de solution de chaque puits de la plaque | est transférée dans la plaque
Il. Cette plaque a été recouverte au préalable d'anticorps de chévre capables de reconnaitre les
immunoglobulines de souris. Dans les puits de la plague Il sont ajoutés l'anticorps Ac, qui est une
immunoglobine de souris reconnaissant spécifiguement la thymidine, et I'antigene traceur (Ag*), qui est un
analogue de la thymidine comportant un enzyme, l'acétylcholinestérase. L’anticorps (Ac) se fixe sur la phase
solide et la compétition vis-a-vis des sites de liaison de Ac s’établit entre Ag (la thymidine intacte) et Ag*. Au
bout de deux heures a température ambiante, I'équilibre est atteint et une phase de lavage permet d'éliminer
toutes les espéces non fixées sur la phase solide.

On ajoute alors dans chaque puits le réactif d’Ellman, constitué d’acétylthiocholine et d’'acide 5,5-
dithiobis(2-nitrobenzoique), ou DTNB (Figure A2). La réaction enzymatique avec ce produit conduit a la
formation d'un thiol aromatique de couleur jaune, détecté a 414 nm. La mesure de l'absorbance permet de

déduire la concentration d'adduit [Ac-Ag*] dans chaque puits et la quantité de thymidine intacte.
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Partie VI, Annexe 2 : Protocoles des tests in vitro (CEA de Saclay, ULP de Strasbourg)

Q | |
* AChE o +
)J\S/\/ N\\ )J\O_ " - S/\/N\\ + 2H'
H,0
acétylthiocholine
S NO,
ozNQs
| | + “0,C C02
//N+\/\S—S/\/N\\ . 2 DTNB
S/\/N\\
+ rlf
) ON S g N SQNoz
S NO, _
~0,C CO;
1 €0 414 nm
nm

Figure A2 :Le Réactif d’Ellman

Principe du dosage par compétition : Dans un mélange Ag/Ag*/Ac, si la concentration en anticorps Ac
est inférieure a la concentration totale en antigene (Ag et Ag*), il y aura compétition pour les sites de liaison de
I'anticorps, avec formation simultanée de complexes anticorps-antigéne (Ac-Ag) et anticorps-antigéne traceur
(Ac-Ag*) selon les deux réactions équilibrées suivantes :

Kd

Ac + Ag Ac-Ag

Kd*

Ac + Ag* Ac-Ag*

Les concentrations initiales en anticorps (Ac) et en antigéne traceur (Ag*) sont fixées. L'augmentation
de la concentration en antigéne (Ag) entraine donc I'augmentation de la concentration en complexe (Ac-Ag), au
détriment du complexe (Ac-Ag*). De ce fait, la concentration [Ac-Ag*] est inversement proportionnelle a la

concentration [Ag] dans le milieu.
Le pourcentage de protection de la thymidine (P) est calculé selon la formule suivante :
P = ([Thdhntiox— [Thdy) / ([Thd]ini — [Thd],,) x 100
Avec : [Thd], = concentration initiale en thymidine
[Thd]ox = concentration en thymidine mesurée en I'absence d'agent de protection

[Thd]antiox = concentration en thymidine mesurée en présence de I'agent de protection

Les tests ont été réalisés au CEA-Saclay par S. Laurent, B. Nadal (SCBM) et S. Pin (SIS2M, laboratoire

de radiolyse) en collaboration avec M. C. Nevers (SPI) et I'Institut Curie d’Orsay.
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1.2. @rotocole

Composition du tampon EIA: [K,PQ] = 0,08 M, [KH,PQ,] = 0,02 M, [NaCl] = 0,15 M, [BSA] = 145 uM,
[NaN;] = 1,5 mM

Solution de lavage: [tween 20] = 0,05% de tween 20 (v/v), tampon phosphate a 10 mM (pH = 7,4) dans l'eau.
Réactif d'Ellman : [DTNB] = 250 puM, [acétylthiocholine] = 76 mM, [NaCl] = 1,45 M, tampon phosphate 10

mM (pH 7,4). L’absorbance a 414 nm est lue par un lecteur de plaque Labsystem Multiskan Biochromatique.

Préparation des plaques CAS :

Cette étape consiste a adsorber sur la surface des puits des anticorps polyclonaux de chevre dirigés
contre les immunoglobulines de souris. Dans chaque puits sont disposés 200 pl d'une solution d’anticorps
(AFFinipure, Goat Anti-Mouse IgG+IgM, H+L) a 5 pg/ml dans le tampon phosphate 50 mM (pH 7,4). Aprés 16
heures a température ambiante, la plague est lavée avec la solution de lavage. Dans chaque puits sont introduits

300 pl de tampon EIA. Ensuite la plaque est recouverte d’'un film adhésif.

Dosage par compétition de la thymidine :

Dans une plaque CAS sont introduits 50 ul de la solution de thymidine a doser dans le tampon EIA et
50 ul d'une solution d’anticorps mAb72 contre TAMT a 9,6 ng/ml dans le tampon EIA, 50 ul d’une solution de
traceur enzymatique AMT-AChE a 2 UEIll/ml dans le tampon EIA. Le témoin LNS (liaison non spécifique) est
déterminé par la mesure de I'absorbance d’un mélange de 50 pl de la solution du traceur enzymatique et de 100
pl de tampon EIA. Le signalBest obtenu en I'absence de thymidine par le mélange de 50 pl de la solution
d'anticorps, de 50 ul de la solution du traceur enzymatique et de 50 ul de tampon EIA. La plaque est agitée
pendant 2 heures a température ambiante, lavée 3 fois avec une solution de lavage, puis 200 pl du réactif

d’Ellman sont additionnés. Aprés une heure d’agitation, I'absorbance a 414 nm est lue dans chaque puits.

1.2.1. Protocole général par irraditionV :

Plaque | :plague en quartz

Plaque 96 puits de 300 (firradiation Institut Curie d’Orsay)
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1 2 3 4 5 & 7 1 9 10 11 12
A Tox Tox | Tex Tex
B TO:-: TO:-: TO:-: Tﬂ:':
C T [y T oot T [y T o
o Tox _ Tex | Tex ) Tex
. Tex Antioxydants T | T Antioxydants Tox
F TO:-: TO:-: TO:-: Tﬂ:':
G’ T [y T oot T [y T o
H Tox Tox | Tox Tex

Témoins Tox : expérience en I'absence d’agent protecteur (calibrage du
Colonnes 3 a 5 et 8 a 1Gtude des agenfwotecteurs (2 puits par moléc

testée).

Colonnes 1 et 12 vide.Colonnes 2, 6, 7 et 11Tox : 75 pul de thymidine a 30 uM dans le tampon phosphate
pH 7,4, a 50 mM, 75 pl d’eaolonnes 3 a 5 et 8 a 1075 pl de thymidine a 30 uM dans le tampon phosphate
pH 7,4 a 50 mM, 3,75 ul d’agent protecteur a 2 mM dans I'eau, 71,25 ul d’eau.

Irradiation gamma pendant 135 minutes (340 Gy) avec deux ouvertures de l'irradiateur aprés 45 et 90 minutes, a
I'aide d’un irradiateur IBL-637*¢’Cs), Institut Curie d’Orsay.

Plaque cylindrique(irradiation CEA/SIS2M)

Puits 1, 7, 13 et 19 Tox : 75 pl de thymidine a 30 uM dans le tampon phosphate pH 7,4, a 50 mM, 75 pl d’eau.
Autres puits : 75 ul de thymidine a 30 uM dans le tampon phosphate pH 7,4 a 50 mM, 3,75 ul d'agent

protecteur a 2 mM dans 'eau, 71,25 ul d’eau.

Irradiation gamma pendant 30 minutes (180 Gy) a laide dirradiateur GammacCell 3000 ‘E@s, (
CEA/SIS2M).
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Plague Il :plague CAS

1 2 3 4 5 & 7 8 8 1w 1 12
Al Ins [ 28 | 28 | Tex Tex
B s | 14 | 14 | Tex Tex
c sl 7 | 7 | T Tex
D NS | 35 | 35 | Tex , Tex
E B | 175 | 175 | Tex Antioxydants Tex
F B | 057|087 | Tex Tex
G Bs | 0.44 | 044 | Tox Tex
H B | 022|022 | Tex Tex

Colonne 1 :vide. Colonne 2 :50 pl de tampon EIA dilué 2 foi€olonnes 3 et 4 50 pl de thymidine (a
concentration variable) dans le tampon EIA dilué 2 Bislonnes 5 & 12 25 ul de tampon EIA, addition de 25

pl des solutions des puits deplaque |

Colonnes 2 a 12 50 pl de mAb72 a 9,6 ng/ml dans tampon EIA (sauf LNS, 50 ul de tampon EIA), 50 pl
d’AMT-AChE a 2 UEII/ml dans le tampon EIA.

Agitation pendant 2h a 20°C. Lavage trois fois par du tampon de lavage. Addition de 200 ul du réactif d’Ellman.

Lecture de la densité optique a 414 nm aprés 1h.

1.2.2. Protocole général du test par VV/H>0; :

1 2 3 4 5 6 1 8 9 1® 1 1

A LNs | 560 | 560

B LNs | 280 | 280

c Be | 140 | 140

Dy Be | 70 | 70 _

E Ba 35 15 Antioxydants

F B: [17.5]17.3

G Tex | 8,75 | 8,75

H Ter | 44 | 4.4

Témoins LNS, B, et colonnes 3 et 4 dosage par compétition de la thymid
(calibrage du test, concentration en pM)moins Tox : expérience e
'absence d'agent protecteur (calibrage du teStlonnes 5 a 12 #tude de

agents protecteurs (2 puits par molécule testée).

Plague | :96 puits de 300 pl.

Colonne 1 :vide.Colonne 2 :LNS et B : 100 pl d’eauTox : 50 pul de thymidine a 140 uM dans le tampon
phosphate pH = 7,4 a 50 mM, 25 ul d’eau, 25 ul @+ 20 mM dans I'eauColonnes 3 et 4 50 ul de
thymidine (concentration variable) dans le tampon phosphate pH 7,4 a 50 mM, 50 uCdlesumes 5 a 12 :

50 pl de thymidine a 140 uM dans le tampon phosphate pH 7,4 a 50 mM, 25 ul d’agent protecteur dans I'eau, 25
ul de HO, a 20 mM dans I'eau.

Irradiation & 254 nm, 1,75 J/énirradiateur Bio-Sun 3W, Vilbert Lourmat (Marne la Vallée).
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Plague Il :plague CAS

Colonne 1 :vide.Colonnes 2 a 12 50 ul de tampon EIA, addition de 5 pl des solutions des puitsgladae

[, 50 ul de mAb72 a 9,6 ng/ml dans le tampon EIA (sauf LNS, 50 pl de tampon EIA), 50 pl d’AMT-AChE a 2
UEIll/ml dans le tampon EIA.
Agitation pendant 2h a 20°C. Lavage trois fois par du tampon de lavage. Addition de 200 ul du réactif d’Eliman.

Lecture de la densité optique a 414 nm aprés 1h.

1.2.3. ®Protocole général du test par stress Fenton :

Tex | 8,75 | 873
Tex | 4.4 | 4.4

1 1 3 4 5 6 7 8 % W 11 12
A LS | 560 | 360
B LS | 280 | 280
C B: | 140 | 140
Dy B. | 70| 70 _
E Ea 15 35 Antioxydants
F By |17.5|17.3
G
H|

Témoins LNS, B,, et colonnes 3 et 4 dosage par compétition de la thymid
(calibrage du test, concentration pMEmoins Tox : expérience en I'absen
d’'agent protecteur (calibrage du tesfolonnes 5 a 12 :étude des ager

protecteurs (2 puits par molécule testée).

Plague | :96 puits de 300 pl.

Colonne 1 :vide.Colonne 2 :LNS et By : 110 ul d’eau. Tox : 50 ul de thymidine a 140 uM dans le tampon
phosphate pH 7,4 a 50 mM, 25 ul d’eau, 25 ul de Fe/EDTA a 2,8 mM dans I'eau, 10 4008 F¥0 mM dans
I'eau.Colonnes 3 et 4 50 pl de thymidine (concentration variable) dans le tampon phosphate pH 7,4 a 50 mM,
60 ul d’eauColonnes 5 a 12 25 pl d’agent protecteur dans I'eau, 25 pul de Fe/EDTA a 2,8 mM dans l'eau, 50
pl de thymidine a 140 uM dans le tampon phosphate pH 7,4 a 50 mM, 10 pDgda H70 mM dans I'eau.

Agitation pendant 30 minutes a 20°C.

Plague Il :plague CAS

Colonne 1 :vide.Colonnes 2 a 12 50 ul de tampon EIA, addition de 5 pl des solutions des puitsladae
[, 50 pl de mAb72 a 9,6 ng/ml dans le tampon EIA (sauf LNS, 50 ul de tampon EIA), 50 pul d’AMT-AChE a 2

UEIl/ml dans le tampon EIA.
Agitation pendant 2h a 20°C. Lavage trois fois par du tampon de lavage. Addition de 200 ul du réactif d’Eliman.

Lecture de la densité optique a 414 nm aprés 1h.
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Partie VI, Annexe 2 : Protocoles des tests in vitro (CEA de Saclay, ULP de Strasbourg)

11, Test de Protection Cellulaire

I1.1. Principe

Ce tesiin vitro a été mis au point par P. Bischoff et A. Le Roux de I'ULP de Strasbourg.

Ce test consiste a évaluer la protection cellulaire par un agent antioxydant lorsque des cellules sont
soumises a une irradiation. La quantité de cellules ayant survécu a lirradiation est quantifiée par fluorimétrie
selon le test a I'Alamarblde Ce test est réalisé dans des flacons de 12,5 ml. La lecture au fluorimétre est

réalisée dans des plaques 96 puits (Falcon 3072).

I1.2. Protocole de Toxicité Cellulaire

Deux flacons sont préparés par ajout de 5 ml d’'une solution contenant 200 000 cellules/ml.

Une solution méere de composé a tester est préparée dans du PBS a la concentration souhaitée. 0,5 ml de
cette solution mére sont ajoutés au premier flacon. Dans le second flacon, 0,5 ml de PBS sont ajoutés.

Au bout de 24h, le milieu de culture est éliminé puis des plaques sont préparées. Pour cela, le contenu
des flacons est centrifugé a 200 rpm pendant 10min dans des tubes de 15 ml a fond conique. Les cellules sont
remises en suspension et récupérées par ajout de 5 ml de milieu de culture frais. 4 plaques 96 puits (Falcon 3072)
sont alors préparées par ajout de 5 x [@fuits.

Au bout de 2, 4, 7 et 9 jours, on ajoute [#0d’Alamarblué® par puits. On incube alors la plaque
pendant 4h avant lecture au fluorimétre.

Les courbes de survie cellulaire sont alors tracées.

I1.3. Protocole de Protection Cellulaire

Deux flacons sont préparés par ajout de 5 ml d’'une solution contenant 200 000 cellules/ml.

Une solution méere de composé a tester est préparée dans du PBS a la concentration souhaitée. 0,5 ml de
cette solution mére sont ajoutés au premier flacon. Dans le second flacon, 0,5 ml de PBS sont ajoutés.

Les deux flacons sont alors irradiés par des Rayons X a la dose de 8 Gy.

Au bout de 24h, le milieu de culture est éliminé puis des plaques sont préparées. Pour cela, le contenu
des flacons est centrifugé a 200 rpm pendant 10min dans des tubes de 15 ml a fond conique. Les cellules sont
remises en suspension et récupérées par ajout de 5 ml de milieu de culture frais. 4 plaques 96 puits (Falcon 3072)

sont alors préparées par ajout de 5 xafguits.

Au bout de 2, 4, 7 et 9 jours, on ajoute [#0d’Alamarblué® par puits. On incube alors la plaque
pendant 4h avant lecture au fluorimetre.

Les courbes de survie cellulaire sont alors tracées.
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

Armnexe 3 :

Dovwnees

Cristallographiques

L’ensemble des données collectées du cristal et des détails de 'affinage sont répertoriées dans les pages
suivantes. Les cristaux ont été prélevés a température ambiante et enduits d'une couche d’huile. Un cristal a été
sélectionné pour lanalyse sur un diffractométre Bruker-AXS CCD 1000 (longueur d'onde 0,71073 A,
température 273(2) K) et une correction d’absorption semi-empirique a été utilisée. La structure a été résolue par
les méthodes directes (SHELXS-97) et les paramétres ont été affinés par la méthode des moindres éarrés sur F

Les valeurs R sont définies comme RIGE,+ OF.[ S0F,OetwR2 = EW(Fe2. F2)2 / Sw(Fy2)2)*° [208-210]
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

I. Composés de Référence

WR-1065, 2-(3-aminopropylamino)éthanethiol

Echelle® de
CsHiu N2 S collecte des | 2,78 to 26,37°
données
Masse Echelles des -8=h=8
) 134,24 o
moléculaire indiceshkl -13<k<6
-12<1<13
Systeéme Réflections
] _ - - 4182
cristallographique Monoclinic recueillies
Groupe Réflections .
b P2(1)/c o 1504 [R(int) =
d’espace indépendantes 0,0251]
Paramétres a=6,8695(9) A o =90° Précision 90.80¢
o y 0
de maille b =10,4604(13) A| B =101,520(2) autour de @
¢ =10,4510(13) A y=90°
Max/min de 1,000000 and
Volume 735,86(16) R
transmission 0,7421601
Données 1504
Groupe _
) 4 Contraintes 0
formulaire Z
Parametres 89
o Qualité
Densité ]
) 1,212 Mg/nt d’ajustement 1,039
(calculée)
sur F2
Coefficient Indices finaux R1 =0,0340
. 0,347 mnt
d'absorption R[I>2a(1)] wR2 = 0,0837
Indices R R1 = 0,0462
F(000) 296 ]
(toutes données) wR2 = 0,0891
Dimension _ 0,331 and -
_ 0,1x0,1x0,5mrh Ap (min/max) 3
du cristal 0,172 e.A
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

I1. Dérivés des Acides Pulvinigues

Acide 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2-ylidéne)-
2-(4-éthoxyphénylacétique

Echelle® de
Formule
Ca4 Has Og collecte des 5,12 to 24,71°
brute
données
Masse 249 45 Echellesdes | -17sh=17
moléculaire ’ indices hkl -19<k<19
-23<1<23
Systeéme Réflections
) _ - - 54694
cristallographique Monoclinic recueillies
Groupe Réflections .
P P2(1)ic o 7826 [R(int) =
d’espace indépendantes 0,3140]
Paramétres a = 14,9658(6) A o =90° Précision 06,09
de maille b =16,6154(6) A B =109,171(3)° autour de © o
c =19,7340(8) A y = 90°
Max/min de
Volume 4635,0(3) R o
transmission
Données 7826
Groupe .
) Contraintes 0
formulaire Z
Parametres 595
o Qualité
Densité ]
) 1,268 Mg/nt d’ajustement 0,711
(calculée)
sur F?
Coefficient Indices finaux R1 =0,0501
_ 0,095 mnt
d'absorption R[I>2a(1)] wR2 = 0,0593
Indices R R1 = 0,2456
F(000) 1872 i
(toutes données) wR2 = 0,0877
Dimension 0,322 and -
. 0,30 x 0,20 x 0,05 m Ap (min/max) 3
du cristal 0,267 e.A
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

Longueur de Liaison (A) Angle (°)

O(1)-C(2) | 1,376(5) C(2-0(1)-C(1)| 116,9(h)

O(1)-C(1) | 1,419(5)] C(10)-0(4)-C(11) 107,9(4)

0(2)-C(9) | 1,271(5)] C(17)-0(7)-C(20) 116,7(B)

0(3)-C(9) | 1,266(5)] O(1)-C(2)-C(3)| 125,4(5)

O(4)-C(10) | 1,388(4) O(1)-C(2)-C(7)| 114,6(5)

O(4)-C(11) | 1,425(5) C(3)-C(2)-C(7)| 120,0(4)

0(5)-C(11) | 1,219(5)| C(2)-C(3)-C(4)| 119,0(5)

0(6)-C(12) | 1,308(5) C(5)-C(4)-C(3)| 122,0(5)

O(7)-C(17) | 1,372(4)] C(6)-C(5)-C(4)| 117,9(5)

O(7)-C(20) | 1,445(4) C(6)-C(5)-C(8)| 120,2(5)

C(2)-C(3) | 1,377(5)| C(4)-C(5)-C(8)| 122,0(4)

C(2)-C(7) | 1,386(6)] C(5)-C(6)-C(7)| 121,0(5)

C(3)-C(4) | 1,399(5)] C(2)-C(7)-C(6)| 120,2(5)

C(4)-C(5) | 1,385(6)] C(10)-C(8)-C(9)] 122,6(4)

C(5)-C(6) | 1,382(5)] C(10)-C(8)-C(5)] 119,6(4)

C(5)-C(8) | 1,498(5)] C(9)-C(8)-C(5)| 117,8(k)

C(6)-C(7) | 1,392(5)] 0O(3)-C(9)-02)| 122,0(1)

C(8)-C(10) | 1,346(5) O(3)-C(9)-C(8)| 123,1(b)

C(8)-C(9) | 1,497(5)| 0(2)-C(9)-C(8)| 114,9(5)

C(10)-C(12) | 1,482(5) C(8)-C(10)-0(4) 118,1(4)

C(11)-C(13) | 1,435(5) C(8)-C(10)-C(12) 135,3(4)

C(12)-C(13) | 1,370(5)] O(4)-C(10)-C(12) 106,6(4)

C(13)-C(14) | 1,471(5) O(5)-C(11)-0(4] 117,4(4)

C(14)-C(15) | 1,396(5) O(5)-C(11)-C(13) 133,2(5)
C(14)-C(19) | 1,398(5) O(4)-C(11)-C(13) 109,4(4)
C(15)-C(16) | 1,388(5) O(6)-C(12)-C(13) 127,9(4)
C(16)-C(17) | 1,381(5) O(6)-C(12)-C(10) 122,7(4)
C(17)-C(18) | 1,366(5) C(13)-C(12)-C(10) 109,4(4)
C(18)-C(19) | 1,397(5)] C(12)-C(13)-C(11) 106,6(4)

C(12)-C(13)-C(14) 128,5(4

C(11)-C(13)-C(14) 124,9(4

C(15)-C(14)-C(19) 117,5(4

C(15)-C(14)-C(13)| 120,3(4

C(19)-C(14)-C(13)] 122,2(4

C(16)-C(15)-C(14) 121,0(4

C(17)-C(16)-C(15) 120,3(4

C(18)-C(17)-0(7)| 125,0(4

C(18)-C(17)-C(16)] 120,04

O(7)-C(17)-C(16)| 115,0(4

C(17)-C(18)-C(19)] 120,1(4

C(18)-C(19)-C(14) 121,1(4
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2-ylidéne )
N-(3-hydroxypropyl)propanamide
&
\ ___,._liJ? €13
. Ch cio , \51 1 /
CT_

NN,/ -\Cr?

! I s @ Yoo C14 —..-'Lr_:\1
o1
(% ) a : cis
, C.c‘\\ —_— s i .OE‘ \ c17 |
c3 o, —
e e 06
Echelle® de
Formule CiHioN G, collecte des | 2,09 to 25,34°
brute données
Masse Echelles des 9<h<9
_ 333,3 o
moléculaire indiceshkl -17<k<17
-17<1<17
Systéme Réflections
. . - N 13847
cristallographique Monoclinic recueillies
Groupe Réflections .
P P2(L)/c T 2817 [R(int) =
d’espace indépendantes 0,0862]
Parameétres a=8,0258(5) A a=90° Précision
_ _ . 100,0%
de maille b =14,7149(7) A B =118,302(4) autour de ©
c =14,8327(9) A y=90°
Max/min de
Volume 1542,32(16) A o
transmission
Données 2817
Groupe _
4 Contraintes 0
formulaire Z
Parameétres 224
» Qualité
Densité )
) 1,436 Mg/nt d’ajustement 1,011
(calculée)
sur F2
Coefficient Indices finaux R1 =0,0488
_ 0,109 mnit
d'absorption R[I>20(1)] wR2 =0,1070
Indices R R1=0,1110
F(000) 704
(toutes données) wR2 = 0,1369
Dimension 0,230 and -
_ 0,6 x 0,08 x 0,06 mt Ap (min/max) 3
du cristal 0,273 e.A
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

Longueur de Liaison (A) Angle (°)

C(1)-0(1) | 1,425(3)] O(1)-C(2)-C(3)] 125,2(B)

C(2-0(1) | 1,374(4)| 0O(1)-C(2)-C(7)| 115,5(8)

C(2)-C(3) | 1,383(4)] C(3)-C(2)-C(7)| 119,3(B)

C(2-C(7) | 1,389(4)] C(2)-C(3)-C(4)| 119,7(B)

C(3)-C(4) | 1,389(4)] C(3)-C(4)-C(5)| 121,8(3)

C(4)-C(5) | 1,400(4)] C(4)-C(5)-C(6)| 117,1(B)

C(5)-C(6) | 1,401(4)] C(4)-C(5)-C(8)| 121,9(8)

C(5)-C(8) | 1,476(4)] C(6)-C(5)-C(8)| 120,9(B)

C(6)-C(7) | 1,376(4)] C(7)-C(6)-C(5)| 121,1(B)

C(8)-C(9) | 1,365(4)] C(6)-C(7)-C(2)| 120,9(8)

C(8)-C(10) | 1,447(4)] C(9)-C(8)-C(10) 106,3(8)

C(9)-0(4) | 1,319(3)] C(9)-C(8)-C(5)| 129,3(B)

C(9)-C(11) 1,481(4) C(10)-C(8)-C(5)] 124,4(B)

C(10)-0(3) | 1,218(3)] O(4)-C(9)-C(8)| 126,8(8)

C(10)-0(2) | 1,397(4)] O(4)-C(9)-C(11) 123,9(8)

C(11)-C(12) | 1,353(4)] C(8)-C(9)-C(11] 109,3(3)

C(11)-0(2) | 1,390(3)] 0O(3)-C(10)-0(2) 117,7(B)

C(12)-C(14) | 1,486(4)] O(3)-C(10)-C(8] 132,7(3)

C(12)-C(13) | 1,507(4)] 0O(2)-C(10)-C(8)  109,6(2)

C(14)-0(5) | 1,266(3)] C(12)-C(11)-0(2) 117.,8(2)

C(14)-N(1) | 1,329(4)] C(12)-C(11)-C(9) 135,8(8)

C(15)-N(1) | 1,465(4)] O(2)-C(11)-C(9) 106,4(R)

C(15)-C(16) | 1,522(4)] C(11)-C(12)-C(14) 122,0(3)

C(16)-C(17) | 1,524(4)] C(11)-C(12)-C(18) 120,2(3)

C(17)-0(6) | 1,435(4)] C(14)-C(12)-C(13) 118,0(3)

O(5)-C(14)-N(1) | 118,7(3

0(5)-C(14)-C(12)| 123,13

N(1)-C(14)-C(12) | 118,2(3

N(1)-C(15)-C(16) | 112,0(3

C(15)-C(16)-C(17) 113,8(3

0(6)-C(17)-C(16)| 111,5(3

C(2)-0(1)-C(1) | 118,1(2

C(11)-0(2)-C(10)| 108,5(2

C(4)-C(5)-C(8) | 121,93
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

N-butyl-2-(3-fydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-
oxofuran-2-ylidéne)Jpropanamide

Echelle® de
Formule
CigHa1 N G5 collecte des | 5,12 to 28,28°
brute
données
Masse Echellesdes | -21sh=21
) 331,36 o
moléculaire indiceshkl 9<k=<11
-28<1<31
Systeéme Réflections
) _ : - 39082
cristallographique Orthorhombic recueillies
Groupe i Réflections 4108 [R(int) =
d’espace indépendantes 0,0648]
Paramétres a = 16,4064(5) A a=90° Précision
. _ A — ano 99,4%
de maille b = 8,6169(3) B=90 autour de ©
c = 23,5664(7) A y=90°
Max/min de 0,9885 and
Volume 3331,64(18) A
transmission 09443
Données 4108
Groupe .
) 8 Contraintes 0
formulaire Z
Parametres 229
. Qualité
Densité ]
) 1,321 Mg/nt d’ajustement 1,036
(calculée)
sur F?
Coefficient Indices finaux R1 =0,0428
_ 0,097 mnt
d'absorption R[I>2a(1)] wR2 = 0,0975
Indices R R1=0,0721
F(000) 1408 )
(toutes données) wR2 =0,1108
Dimension 0,206 and -
. 0,6 x 0,14 x 0,12 mfn Ap (min/max) 3
du cristal 0,182 e.A
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

Longueur de Liaison (A) Angle (°)
O(1)-C(2) | 1,3689(16 C(2)-0(1)-C(1) 117,17(22)
0O(1)-C(1) 1,428(2) C(11)-0(2)-C(9)]  108,33(10)
0(2)-C(11) | 1,3902(15) C(14)-N(1)-C(15) 123,20(13)
0(2)-C(9) | 1,4000(16 0O(1)-C(2)-C(7) 115,77(22)
0O(3)-C(9) | 1,2096(16 0(1)-C(2)-C(3) 124,94(13)
0(4)-C(10) | 1,3145(16 C(7)-C(2)-C(3) 119,29(12)
0(5)-C(14) | 1,2579(17 C(2)-C(3)-C(4) 119,76(13)
N(1)-C(14) | 1,3302(17 C(3)-C(4)-C(5) 121,75(212)
N(1)-C(15) | 1,4638(18 C(4)-C(5)-C(6) 117,23(22)
C(2)-C(7) 1,385(2) C(4)-C(5)-C(8) 121,94(141)
C(2)-C(3) | 1,3883(19 C(6)-C(5)-C(8) 120,83(12)
C(3)-C(4) | 1,3907(19 C(7)-C(6)-C(5) 121,04(14)
C(4)-C(5) 1,395(2) C(6)-C(7)-C(2) 120,90(1B)
C(5)-C(6) | 1,4075(18 C(10)-C(8)-C(9 106,54(11)
C(5)-C(8) | 1,4702(18 C(10)-C(8)-C(5 129,08(12)
C(6)-C(7) | 1,3767(19 C(9)-C(8)-C(5) 124,38(111)
C(8)-C(10) | 1,3676(18 0(3)-C(9)-0(2)| 117,75(13)
C(8)-C(9) 1,446(2) 0(3)-C(9)-C(8) 132,90(1B)
C(10)-C(11)| 1,4751(19 0(2)-C(9)-C(8) 109,35(11)
C(11)-C(12)| 1,3541(18 0(4)-C(10)-C(8 126,82(12)
C(12)-C(14)| 1,4886(19) 0O(4)-C(10)-C(11) 124,08(12)
C(12)-C(13)| 1,503(2) C(8)-C(10)-C(11) 109,10(312)
C(15)-C(16)| 1,515(2)| C(12)-C(11)-O(2) 117,13(12)
C(16)-C(17)| 1,530(2)| C(12)-C(11)-C(10) 136,18(13)
C(17)-C(18)] 1,513(2)| 0O(2)-C(11)-C(10) 106,67(11)
C(11)-C(12)-C(14) 121,60(13)
C(11)-C(12)-C(13) 119,67(12)
C(14)-C(12)-C(13) 118,73(11)
O(5)-C(14)-N(1) | 119,51(13
0(5)-C(14)-C(12)| 123,56(12)
N(1)-C(14)-C(12) | 116,92(13
N(1)-C(15)-C(16) | 111,40(13
C(15)-C(16)-C(17) 112,53(13)
C(18)-C(17)-C(16) 113,87(13)
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2-ylidéne)-
N-(3-hydroxypropyl)-2-(4-méthoxyphénylacétamide

Echelle® de
Formule
CosHxs N Oy collecte des | 5,12 to 24,71°
brute
données
Masse 225 4 Echelles des 9<h<9
moléculaire ’ indiceshkl -22<k<22
-30<1<31
Systéme Réflections
. ) . o 42159
cristallographique Orthorhombic recueillies
Groupe Pbea Réflections 3434 [R(int) =
d’espace indépendantes 0,2512]
Parameétres a=17,9666(4) A a=90° Précision 99.1%
o y 0
de maille b =19,0797(10) A B=90 autour de ©
Cc = 26,6423(16) A y=90°
Max/min de 1,000000 and
Volume 4049,6(4) R o
transmission 0,680767
Données 3434
Groupe _
8 Contraintes 0
formulaire Z
Parameétres 290
» Qualité
Densité )
) 1,396 Mg/nt d’ajustement 0,993
(calculée)
sur F2
Coefficient Indices finaux R1 =0,0579
. 0,104 mnt
d'absorption R[I>20(1)] wR2 =0,1017
Indices R R1 =0,1449
F(000) 1792
(toutes données) wR2 =0,1338
Dimension 0,238 and -
_ 0,5 x 0,03 x 0,03 mf Ap (min/max) 3
du cristal 0,253 e.A
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

Longueur de Liaison (A) Angle (°)

0(1)-C(2) | 1,377(#)| C(2)-0)-C)| 117,9(8)

O(1)-C(1) | 1,429(#)] C(10)-0(2)-C(9) 108,2(B)

0(2)-C(10) | 1,392(4)] C(16)-0(3)-C(19) 116,8(3)

0(2)-C(9) | 1,397(4)] C(20)-N(1)-C(21) 122,8(B)

0(3)-C(16) | 1,376(4)] C(3)-C(2)-0(1)| 125,0(4)

O(3)-C(19) | 1,434(4) C(3)-C(2)-C(7)| 120,0(4)

0(4)-C(10) | 1,220(4)] 0O(1)-C(2)-C(7)| 115,1(B)

0(5)-C(12) | 1,322(4)] C(2)-C(3)-C(a)| 119,7()

0(6)-C(20) | 1,256(4)] C(3)-C(4)-C(5)| 121,8(B)

O(7)-C(23) | 1,434(4)] C(4)-C(5)0-C(6)| 116,9(B)

N(1)-C(20) | 1,335(4)] C(4)-C(5)-C(8)| 122,0(8)

N(1)-C(21) | 1,466(4)] C(6)-C(5)-C(8)| 121,0(8)

C(2)-C(3) | 1,374(5) C(7)-C(6)-C(5)| 121,9(B)

C(2)-C(7) | 1,404(5)] C(6)-C(7)-C2)| 119,7(k)

C(3)-C(4) | 1,389(5)] C(9)-C(8)-C(5)| 119,7(B)

C(4)-C(5) | 1,402(5)] C(9)-C(8)-C(20)| 120,1(B)

C(5)-C(6) | 1,402(5)] C(5)-C(8)-C(20)] 120,1(B)

C(5)-C(8) | 1,489(4)] C(8)-C(9)-0(2)| 116,9(B)

C(6)-C(7) | 1,373(5)|] C(8)-C(9)-C(12)] 137,3(B)

C(8)-C(9) | 1,353(4)] 0O(2)-C(9)-C(12)] 105,8(B)

C(8)-C(20) | 1,490(5) O(4)-C(10)-0(2) 117,4(8)

C(9)-C(12) | 1,479(5) O(4)-C(10)-C(11) 132,1(3)

C(10)-C(11) | 1,437(5) 0O(2)-C(10)-C(11) 110,5(3)

C(11)-C(12) | 1,370(5) C(12)-C(11)-C(10) 105,7(3)

C(11)-C(13) | 1,470(5) C(12)-C(11)-C(13) 129,5(3)

C(13)-C(18) | 1,399(5) C(10)-C(11)-C(18) 124,8(3)

C(13)-C(14) | 1,400(5) O(5)-C(12)-C(11) 126,8(3)

C(14)-C(15) | 1,380(5)] O(5)-C(12)-C(9) 123,4(3)

C(15)-C(16) | 1,391(5) C(11)-C(12)-C(9) 109,8(3)

C(16)-C(17) | 1,380(5) C(18)-C(13)-C(14) 116,8(3)

C(17)-C(18) | 1,382(5) C(18)-C(13)-C(11) 121,4(3)

C(21)-C(22) | 1,522(5)] C(14)-C(13)-C(11) 121,8(3)

C(22)-C(23) | 1,517(5) C(15)-C(14)-C(13) 121,5(3)

C(14)-C(15)-C(16) 120,2(4

0(3)-C(16)-C(17)| 124,7(3

0(3)-C(16)-C(15)| 115,7(3

C(17)-C(16)-C(15)] 119,6(3

C(16)-C(17)-C(18) 119,8(3

C(17)-C(18)-C(13) 122,1(3

0(6)-C(20)-N(1) | 118,3(3

0(6)-C(20)-C(8) | 123,8(3

N(1)-C(20)-C(8) | 117,9(3

N(1)-C(21)-C(22) | 112,9(3

C(23)-C(22)-C(21)| 114,2(3

0(7)-C(23)-C(22)| 112,2(3
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

III. Dérivés des Flavanoides

S-fluoro-3-(4-méthoxyphényl)chroman-2,4-dione

-

L F1
C.“.__..

Qs 04 \c:a G185
i
New on s’ A\
c14
ca c4 cs / \ — / 1
I_r_--‘ X — C 3
o1 CE‘/. r ./" \ -—""E"/ o 1
q-..ﬂ ~y T ,’-d i =4 03
/ ) cé / cs
1Y c7 ®)
c1 02
Echelle® de
Formule
CisH11 F Oy, HO collecte des | 2,22 to 25,33°
brute
données
Masse 204,26 Echelles des 9<h<9
moléculaire ’ indiceshkl -17<k<18
-14<1<14
Systéme Réflections
. ) . o 15131
cristallographique Monoclinic recueillies
Groupe Réflections .
P P2(1)/c T 2456 [R(int) =
d’espace indépendantes 0,0344]
Parameétres a =7,71760(10) A a=90° Précision
o 100,0%
de maille b =15,0310(3) A | B =105,4610(10) autour de ©
c =12,0156(2) A y=90°
Max/min de
Volume 1343,41(4) R o
transmission
Données 2456
Groupe .
) 4 Contraintes 2
formulaire Z
Parameétres 207
s Qualité
Densité )
) 1,504 Mg/nt d’ajustement 1,016
(calculée)
sur F2
Coefficient Indices finaux R1 =0,0313
_ 0,121 mnt
d'absorption R[I>20(1)] wR2 =0,0782
Indices R R1 =0,0425
F(000) 632 )
(toutes données) wR2 = 0,0853
Dimension 0,213 and -
. 0,28 x 0,22 x 0,14 min Ap (min/max) 3
du cristal 0,181 e.A
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

Longueur de Liaison (A) Angle (°

C(1)-0(1) | 1,4369(18 0O(1)-C(2)-C(7) 124,57(13)
C(2)-0(1) | 1,3674(18 0(1)-C(2)-C(3) 115,83(13)
C(2)-C(7) 1,390(2) C(7)-C(2)-C(3) 119,60(14)
C(2)-C(3) 1,397(2) C(4)-C(3)-C(2) 120,28(1B)
C(3)-C(4) 1,377(2) C(3)-C(4)-C(5) 121,10(1B)
C(4)-C(5) 1,398(2) C(6) -C(5)-C(4) 117,88(1B)
C(5)-C(6) 1,393(2) C(6) -C(5)-C(9) 120,63(1B)
C(5)-C(9) 1,489(2) C(4) -C(5)-C(9) 121,43(1B)
C(6)-C(7) 1,388(2) C(7) -C(6)-C(5) 121,74(1B)
C(8)-0(2) | 1,2221(17 C(6) -C(7)-C(2) 119,40(13)
C(8)-0(3) | 1,3773(18 0(2) -C(8)-0(3)| 115,53(12)
C(8)-C(9) | 1,4408(19 0(2) -C(8)-C(9) 125,61(13)
C(9)-C(10) 1,371(2) 0O(3) -C(8)-C(9) 118,86(12)
C(10)-O(4) | 1,3339(16 C(10) -C(9)-C(8 120,03(13)
C(10)-C(11)| 1,454(2) C(10) -C(9)-C(5 123,15(12)
C(11)-C(12)| 1,4000(19 C(8) -C(9)-C(5) 116,71(12)
C(11)-C(16)| 1,407(2) 0(4) -C(10)-C(9 124,11(13)
C(12)-0(3) | 1,3767(17) O(4) -C(10)-C(11) 115,73(12)
C(12)-C(13)| 1,386(2) C(9) -C(10)-C(11) 120,16(12)
C(13)-C(14)| 1,380(2)| C(12)-C(11)-C(16) 115,15(13)
C(14)-C(15)] 1,391(2)| C(12)-C(11)-C(10) 118,13(13)
C(15)-C(16)| 1,372(2)| C(16)-C(11)-C(10) 126,73(13)
C(16)-F(1) | 1,3477(16) O(3)-C(12)-C(13) 115,96(12)

0O(3) -C(12)-C(11)| 120,81(13)

C(13) -C(12)-C(11) 123,23(14)

C(14) -C(13)-C(12) 118,73(14)

C(13) -C(14)-C(15) 120,68(14)

C(16) -C(15)-C(14) 118,96(15)

F(1) -C(16)-C(15)| 117,38(13)

F(1) -C(16)-C(11)| 119,38(13)

C(15) -C(16)-C(11) 123,24(14)

C(2) -0(1)-C(1) 117,75(11
C(12) -O(3)-C(8) | 121,88(11)
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

3-(4-méthoxyphényl)chroman-2,4-dione

Echelle® de
Formule
Ci6 Hi2 Oy, HO collecte des 2,24 10 31,89°
brute
données
Masse 286,27 Echelles des | -11<h<11
moléculaire ’ indiceshkl -22<k<21
-17<1<14
Systéme Réflections
) . - - 20413
cristallographique Monoclinic recueillies
Groupe Réflections .
P P2(1)/c T 4495 [R(int) =
d’espace indépendantes 0,0311]
Parameétres a=7,657(5) A a=90° Précision 99.5%
o y 0
de maille b =14,970(10) A B =106,23(5) autour de ©
c=11,922(11) A y=90°
Max/min de
Volume 1312,1(18) & o
transmission
Données 4495
Groupe .
) 4 Contraintes 2
formulaire Z
Parametres 198
» Qualité
Densité )
) 1,449 Mg/nt d’ajustement 1,056
(calculée)
sur F2
Coefficient Indices finaux R1 =0,0528
_ 0,108 mnt
d’absorption R[I>20(1)] wR2 = 0,1353
Indices R R1 = 0,0860
F(000) 600 i
(toutes données) wR2 =0,1524
Dimension 0,469 and -
. 0,25 x 0,22 x 0,16 min Ap (min/max) 3
du cristal 0,268 e.A
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

Longueur de Liaison (A) Angle (°

C(1)-0(1) | 1,423(2)| O(1)-C(2)-C@B)| 124,62(13)

C(2)-0(1) | 1,3624(19] O(1)-C(2)-C(7)| 115,73(13)

C(2)-C(3) | 1,380(2) | C(3)-C(2)-C(7)| 119,64(1h)

C(2)-C(7) | 1,389(2)| C(2)-C(3)-C(4)| 119,55(1k)

C(3)-C(4) | 1,391(2)| C(5)-C(4)-C(3)| 121,44(1B)

C(4)-C(5) | 1,385(2)| C(4)-C(5)-C(6)| 118,03(14)

C(5)-C(6) | 1,394(2)| C(4)-C(5)-C(8)| 120,52(1p)

C(5)-C(8) | 1,481(2)| C(6)-C(5)-C(8)| 121,39(1B)

C(6)-C(7) | 1,375(2)| C(7)-C(6)-C(5)| 121,01(1k)

C(8)-C(10) | 1,363(2)| C(6)-C(7)-C(2)| 120,32(13)

C(8)-C(9) | 1,436(2) | C(10)-C(8)-C(9)] 119,88(14)

C(9)-0(3) | 1,2034(19] C(10)-C(8)-C(5)  123,31(13)

C(9)-0(2) | 1,379(2)| C(9)-C(8)-C(5)| 116,73(1p)

C(10)-0(4) | 1,322(2)] O(3)-C(9)-0(2)] 115,71(13)

C(10)-C(11)| 1,448(2)] O(3)-C(9)-C(8)| 125,87(1l4)

C(11)-C(16)| 1,384(2)| 0O(2)-C(9)-C(8)| 118,42(13)

C(11)-C(12)| 1,389(2)| O(4)-C(10)-C(8) 124,46(14)

C(12)-C(13)| 1,372(2)| O(4)-C(10)-C(11) 114,87(12)

C(13)-C(14)| 1,379(3)| C(8)-C(10)-C(11) 120,66(13)

C(14)-C(15)| 1,376(3)| C(16)-C(11)-C(1?) 118,69(15)

C(15)-C(16)] 1,394(2)| C(16)-C(11)-C(10) 117,45(13)

C(16)-0(2) | 1,364(2) | C(12)-C(11)-C(10) 123,85(14)

C(13)-C(12)-C(11)| 120,24(16

C(12)-C(13)-C(14) 120,31(16

C(15)-C(14)-C(13)| 121,04(1§

C(14)-C(15)-C(16)| 118,13(1§

0(2)-C(16)-C(11)| 121,74(14

0(2)-C(16)-C(15)| 116,67(14

C(11)-C(16)-C(15) 121,59(14

C(2)-0(1)-C(1) | 117,56(12

C(16)-0(2)-C(9) | 121,69(12
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

IV. Dérivés de [ Acide Salicylique

3-cyclohexyl-2-(cyclohexylimino )-benzothiazin-4-one

Echelle® de
Formule
CaoHsN20 S collecte des 5,21 to 28,28°
brute
données
Masse 242 49 Echelles des | -13sh=13
moléculaire ’ indices hk -15<k<15
-21<1<21
Systéme o Réflections 24919
cristallographique Triclinic recueillies
Groupe bl Réflections | 8723 [R(int) =
d’espace indépendantes 0,0376]
Paramétres a=9,8057(2) A o = 89,4970(10)° Précision
o 98,4%
de maille b =11,6266(3) A [3 =80,0800(10) autour de ©
c =15,8942(3) A y = 89,3220(10)°
. X Max/min de 0,9812 and
olume 735,86(16 -
(16) transmission 0,8943
Données 8723
Groupe _
) 4 Contraintes 0
formulaire Z
Parametres 433
o Qualité
Densité 3 ]
§ 1,275 Mg/m d'ajustement 1,016
(calculée)
sur F2
Coefficient 1 Indices finaux R1=0,0435
0,190 mm
d'absorption R[I>2a(1)] wR2=0,0981
Indices R R1=0,0686
F(000) 736 )
(toutes données) wR2=0,1107
i i 0,368 and
Dimension 0,60 x 0,40 x 0,10 mm Ap (min/max) .
du cristal -0,315 e.A
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

L ongueur de Liaison (A) Angle (° Angle (°

S(1)-C(7) | 1,7519(16)  C(7)-S(1)-C(8)] 101,75(f) C(27)-S(2)-C(28)  102,7p(7)

S(1)-C(8) | 1,7858(14) C(1)-N(1)-C(8)| 124,72(12) C(21)-N(3)-C(28) 125,07(12)

O(1)-C(1) | 1,2227(18] C(1)-N(1)-C(9)| 115,91(12) C(21)-N(3)-C(29) 116,13(11)

N(1)-C(1) | 1,3927(19)  C(8)-N(1)-C(9)| 118,95(11) C(28)-N(3)-C(39) 118,45(11)

N(1)-C(8) | 1,4162(18] C(8)-N(2)-C(15) 121,64(12) C(28)-N(4)-C(35) 121,66(13)

N(1)-C(9) | 1,5002(18) O(1)-C(1)-N(1)| 120,37(14) 0O(2)-C(21)-N(B)  120,44(13)

N(2)-C(8) | 1,2576(18] O(1)-C(1)-C(2)| 120,23(14) 0O(2)-C(21)-C(22) 119,79(13)

N(2)-C(15) | 1,4717(19) N(1)-C(1)-C(2)| 119,36(18) N(3)-C(21)-C(32) 119,73(13)

C(1)-C(2 | 1,485(2) | C(7)-C(2)-C(3)| 118,86(14) C(27)-C(22)-C(p3) 118,79(14)

C(2-C(7) | 1,387(2)| C(7)-C(2-C(1)| 123,91(14) C(27)-C(22)-C(p1) 123,86(13)

C(2)-C(3) | 1,403(2)| C(3)-C(2)-C(1)| 117,10(14) C(23)-C(22)-C(p1) 117,22(14)

C(3)-C(4) | 1,377(2) | C(4)-C(3)-C(2)| 120,99(16) C(24)-C(23)-C(p2) 121,14(16)

C(4)-C(5) | 1,387(3)| C(3)-C(4)-C(5)| 119,52(16) C(23)-C(24)-C(p5) 119,43(15)

C(5)-C(6) | 1,377(2)| C(6)-C(5)-C(4)| 120,58(15) C(26)-C(25)-C(4) 120,72(15)

C(6)-C(7) | 1,400(2) | C(5)-C(6)-C(7)| 119,99(16) C(25)-C(26)-C(p7) 119,63(15)

C(9)-C(14) | 1,526(2)| C(2)-C(7)-C(6)| 120,03(15) C(22)-C(27)-C(26) 120,25(14)

C(9)-C(10) | 1,526(2)| C(2)-C(7)-S(1)| 122,80(11) C(22)-C(27)-S[2) 122,84(11)

C(10)-C(11)| 1,534(2)| C(6)-C(7)-S(1)| 117,14(13) C(26)-C(27)-S(2) 116,87(12)

C(11)-C(12)] 1,523(3)] N(2)-C(8)-N(1)| 119,52(12) N(4)-C(28)-N(8) 119,29(13)

C(12)-C(13)] 1,520(3)| N(2)-C(8)-S(1)| 122,38(11) N(4)-C(28)-S(2)  122,03(12)

C(13)-C(14)] 1,533(2)] N(1)-C(8)-S(1)| 117,86(10) N(3)-C(28)-S(2)  118,46(10)

C(15)-C(16)] 1,523(3)| N(1)-C(9)-C(14) 112,89(13) N(3)-C(29)-C(34) 112,65(12)

C(15)-C(20)] 1,528(3)| N(1)-C(9)-C(10) 113,15(13) N(3)-C(29)-C(30) 113,73(13)

C(16)-C(17)] 1,520(2)| C(14)-C(9)-C(10) 112,40(13) C(34)-C(29)-C(30) 112,33(12)

C(17)-C(18)] 1,517(3)| C(9)-C(10)-C(11) 109,86(14) C(29)-C(30)-C(31) 109,67(13)

C(18)-C(19)] 1,520(3)| C(12)-C(11)-C(10) 111,27(15) C(32)-C(31)-C(30) 111,72(14)

C(19)-C(20)| 1,521(2)| C(13)-C(12)-C(11) 111,33(15) C(33)-C(32)-C(31) 110,90(13)

S(2)-C(27) | 1,7501(16) C(12)-C(13)-C(14) 111,51(16) C(32)-C(33)-C{34) 110,77(14)

S(2)-C(28) | 1,7827(14) C(9)-C(14)-C(13) 109,05(14) C(29)-C(34)-C[33) 109,54(13)

0(2)-C(21) | 1,2258(18) N(2)-C(15)-C(16) 109,13(15) N(4)-C(35)-C(36) 108,51(17)

N(3)-C(21) | 1,3909(19] N(2)-C(15)-C(20) 108,24(14) N(4)-C(35)-C(40) 108,82(14)

N(3)-C(28) | 1,4179(18] C(16)-C(15)-C(20) 110,92(13) C(36)-C(35)-C(40) 110,86(14)

N(3)-C(29) | 1,4996(17) C(17)-C(16)-C(15) 112,39(14) C(37)-C(36)-C(35) 112,49(16)

N(4)-C(28) | 1,2586(19] C(18)-C(17)-C(16) 111,38(16) C(36)-C(37)-C(38) 111,48(19)

N(4)-C(35) | 1,469(2) | C(17)-C(18)-C(19) 111,43(13) C(37)-C(38)-C(39) 110,81(15)

C(21)-C(22)| 1,487(2)| C(18)-C(19)-C(20) 110,91(14) C(40)-C(39)-C(38) 111,31(16)

C(22)-C(27)| 1,389(2)| C(19)-C(20)-C(15) 111,98(15) C(39)-C(40)-C(35) 112,35(16)

C(22)-C(23)] 1,400(2)

C(23)-C(24)] 1,381(2)

C(24)-C(25)] 1,386(3)

C(25)-C(26)] 1,381(2)

C(26)-C(27)| 1,404(2)

C(29)-C(34)] 1,521(2)

C(29)-C(30)] 1,530(2)

C(30)-C(31)] 1,531(2)

C(31)-C(32)] 1,526(3)

C(32)-C(33)] 1,523(2)

C(33)-C(34)] 1,534(2)

C(35)-C(36)] 1,519(3)

C(35)-C(40)] 1,526(3)

C(36)-C(37)] 1,516(3)

C(37)-C(38)] 1,518(3)

C(38)-C(39)] 1,519(3)

C(39)-C(40)] 1,512(3)
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

1. Dérivés du Benzothiazole

6-MéthylBenzothiazole-2-thiol

C13

Echelle® de
F(t))rmule CgHeNS,, CiH100 collecte des | 2,94 t0 22,39 °
rute .
données
Masse 254,38 Echelles des 125 EE ig
moléculaire indiceshkl 22<1<22
. Systeme_ Orthorhombic Reflec_ﬂpns 21967
cristallographique recueillies
Groupe Pbca Réflections 2478 [R(int) =
d’espace indépendantes 0,0883]
Parameétres a=10331 A o =90,0° Précision
de maille b =14,061 A B =190,0° tour de 8 100,0%
c=18,634 A y=90,0° autour de
Max/min de
Volume 2706,8 K transmission
Groupe Données 2478
formulai?e Z 8 Contraintes 0
Parametres 148
s Qualité
Densité 3 ..
(calculée) 1,248 Mg/m d'ajustement 0,967
sur F?
Coefficient -1 Indices finaux R1 =0,0404
d’absorption 0,374 mm R[I>20()] | WR2=0,0995
Indices R R1=0,0673
F(000) 1080 (toutes données) wR2 =0,1089
. . 3
Dimension 0,25 x 0,075 x 0,025 mm i 0,567 and -
du cristal Ap (min/max) 0451 e A
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

Longueur de Liaison (A) Angle (°)

S(2)-C(8) | 1,7083)] C(5)-S(1)-C(8) 90,41(12)

S(1)-C(5) | 1,747(3)] C(2)-C(1)-C(6)]  119,0(2

S(1)-C(8) | 1,774(3)] C(10)-0(1)-C(12) 113,0(2)

— "—

C(1)-C(2) | 1,376(4)] C(13)-C(12)-0(1)  110,0(2

C(1)-C(6) | 1,396(3)] N(1)-C(8)-S(2)] 125,1(2

O(1)-C(10) | 1,498(3)] N(1)-C(8)-S(1)| 113,27(19)

O(1)-C(12) | 1,506(3)] S(2)-C(8)-S(1)| 121,65(15)

C(12)-C(13) | 1,497(4) C(8)-N(1)-C(6)] 111,92

C(8)-N(1) | 1,3153)] C(1)-C(2)-C(3)| 122,002

N(1)-C(6) | 1,398(3)] C(4)-C(5)-C(6)] 121,3(2

C(9)-C(10) | 1,489(4) C(4)-C(5)-S(1)|  130,2(2

C(2)-C(3) | 1,397(4)] C(6)-C(5)-S(1)] 108,47(19)

C(5)-C(4) | 1,393(4)] C(5)-C(4)-C(3)] 119,02

C(5)-C(6) | 1,396(3)] C(4)-C(3)-C(2)| 119,2(2

C(7)-C(3) | 1,506(4)] C(4)-C(3)-C(7)] 121,3(2

C(#)-C(3) | 1,395(4)] C(2)-C(3)-C(7)] 119,52

C(9)-C(10)-0(1) | 110,6(2)

C(1)-C(6)-C(5) | 119,5(2)

C(1)-C(6)-N(1) | 124,5(2)

C(5)-C(6)-N(1) | 115,9(2)

334



Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

VI. Dérivés des Naphtalimides

1,3-dioxobenzoisoquinolin-2-yl 4-méthylbenzénesulfonate

Echelle® de
Formule
CioHisNGs S collecte des | 5,14 to 26,37°
brute
données
Masse 267 36 Echelles des | -16<h<16
moléculaire ’ indiceshkl -12<k<11
-16<1<16
Systéme Réflections
. ) - o 18603
cristallographique Monoclinic recueillies
Groupe Réflections 3348 [R(int) =
P2(1)/n o
d’espace indépendantes 0,0650]
Paramétres a=12,9566(4) A a=90° Précision 99.20¢
o y 0
de maille b =9,6089(3) A B=97,347(2) autour de @
c =13,3686(4) A y = 90°
Max/min de 0,9955 and
Volume 1650,71(9) R
transmission 0,9348
Données 3348
Groupe _
4 Contraintes 0
formulaire Z
Parameétres 236
o Qualité
Densité ]
) 1,478 Mg/nt d’ajustement 1,037
(calculée)
sur F2
Coefficient Indices finaux R1=0,0447
_ 0,228 mnt
d’absorption R[I>20(1)] wR2=0,0992
Indices R R1=0,0960
F(000) 760
(toutes données) wR2=0,1274
Dimension 0,289 and
_ 0,30 x 0,20 x 0,02 mM Ap (min/max) 3
du cristal -0,342 e A
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

Longueur de Liaison (A) Angle (°)
S(1)-0(2) | 1,4194(19 0(2)-S(1)-0(1) 120,14(13)
S(1)-0(1) 1,424(2) 0(2)-S(1)-0(3) 107,33(21)
S(1)-0(3) | 1,6596(19 0(1)-S(1)-0(3) 106,24(11)
S(1)-C(5) 1,747(3) 0(2)-S(1)-C(5) 109,24(13)
0O(3)-N(1) 1,398(3) 0(1)-S(1)-C(5) 112,04(1B)
0(4)-C(8) 1,216(3) 0(3)-S(1)-C(5) 99,69(11)
0(5)-C(19) 1,207(3) N(1)-O(3)-S(1) 114,97(15)
N(1)-C(8) 1,406(3) 0O(3)-N(1)-C(8) 115,6(2
N(1)-C(19) 1,418(3) 0O(3)-N(1)-C(19) 115,5(2
C(1)-C(2) 1,514(4) C(8)-N(1)-C(19) 128,9(2
C(2)-C(7) 1,381(4) C(7)-C(2)-C(3) 118,3(3
C(2)-C(3) 1,392(4) C(7)-C(2)-C(1) 121,2(3
C(3)-C(4) 1,389(4) C(3)-C(2)-C(1) 120,5(3
C(4)-C(5) 1,377(4) C(4)-C(3)-C(2) 121,13
C(5)-C(6) 1,396(4) C(5)-C(4)-C(3) 118,9(3
C(6)-C(7) 1,372(4) C(4)-C(5)-C(6) 121,2(3
C(8)-C(9) 1,469(4) C(4)-C(5)-S(1) 118,7(2
C(9)-C(10) 1,377(4) C(6)-C(5)-S(1) 120,1(2
C(9)-C(14) 1,420(4) C(7)-C(6)-C(5) 118,5(3
C(10)-C(11)| 1,400(4) C(6)-C(7)-C(2) 122,1(3
C(11)-C(12)| 1,364(4) 0(4)-C(8)-N(1) 120,3(3
C(12)-C(13)| 1,420(4) 0(4)-C(8)-C(9) 125,6(3
C(13)-C(15)| 1,418(4) N(1)-C(8)-C(9) 114,1(2
C(13)-C(14)| 1,418(4) C(10)-C(9)-C(14 120,0(3)
C(14)-C(18)| 1,420(4) C(10)-C(9)-C(8 119,4(3)
C(15)-C(16)| 1,371(4) C(14)-C(9)-C(8 120,6(2)
C(16)-C(17)| 1,392(4) C(9)-C(10)-C(11 120,4(3)
C(17)-C(18)| 1,386(4)| C(12)-C(11)-C(10) 120,9(3)
C(18)-C(19)| 1,460(4)| C(11)-C(12)-C(18) 120,6(3)
C(15)-C(13)-C(14)  118,8(3)
C(15)-C(13)-C(12)  122,6(3)
C(14)-C(13)-C(12)  118,6(3)
C(13)-C(14)-C(18)  119,3(2)
C(13)-C(14)-C(9) 119,4(2)
C(18)-C(14)-C(9) 121,3(3)
C(16)-C(15)-C(13)  120,7(3)
C(15)-C(16)-C(17)  120,8(3)
C(18)-C(17)-C(16)  120,5(3)
C(17)-C(18)-C(14)  120,0(3)
C(17)-C(18)-C(19) 119,1(3)
C(14)-C(18)-C(19) 120,9(2)
0(5)-C(19)-N(1) 119,7(3)
0(5)-C(19)-C(18) 126,3(2)
N(1)-C(19)-C(18) 114,0(2)
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

2-(3-hydroxypropyl)benzoisoquinoline-1,3-dione

c15 c9

Echelle® de
Formule
CisHizN O; collecte des | 5,13 to 24,71°
brute
données
Masse 255 26 Echelles des -4=h<5
moléculaire ’ indiceshkl -13<k<13
-26<1<26
Systéme Réflections
. . L o 15208
cristallographique Monoclinic recueillies
Groupe Réflections ,
P P2(1)/n B 2072 [R(int) =
d’espace indépendantes 0,1308]
Paramétres a=4,8409(3) A a=90° Précision 99, 10¢
o y 0
de maille b =11,1474(6) A B =195,311(4) autour de ®
c=22,7547(11) A y=90°
Max/min de 0,9981 and
Volume 1222,65(12) A o
transmission 0,9798
Données 2072
Groupe .
) 4 Contraintes 0
formulaire Z
Parameétres 173
o Qualité
Densité )
) 1,387 Mg/nt d’ajustement 0,991
(calculée)
sur F?
Coefficient Indices finaux R1=0,0447
_ 0,097 mnt
d’absorption R[I>20(1)] wR2=0,0829
Indices R R1=0,1205
F(000) 536 .
(toutes données) wR2=0,1073
Dimension 0,209 and
. 0,21 x 0,05 x 0,02 min Ap (min/max) 3
du cristal -0,215 e.A
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

Longueur de Liaison (A Angle (°)

N(1)-C(5) | 1,390(3)] C(5)-N(1)-C(4)| 124,2(2)

N(1)-C(4) | 1,399(3)] C(5)-N(1)-C(3)| 118,5(2)

N(1)-C(3) | 1,478(33)] C(4)-N(1)-C(3)| 117,22

0()-C4) | 1.2253)] OQ@)}-C()cR)| 112.7(0)

0(2)-C(5) | 1,237(3) C(1)-C(2)-C(3)| 1114()

0(3)-C(1) | 1,421(3) N(I)-C)-C(2)| 112,5(2)

C(1)-C(2) | 1,510(3) O(1)-C(A)-N(1)| 119,9(3)

C(2-C(3) | 1,521(4) O(1)-C(4)-C(6)| 122,7(B)

C(4)-C(6) | 1,480(4) N(1)-C(4)-C(6)| 117,4(3)

C(5)-C(12) | 1,472(4) 0O(2)-C(5)-N(1)| 119,1(B)

C(6)-C(7) | 1,3754) 0(2)-C(5)-C(12) 122,7(B)

C(6)-C(11) | 1,413(4) N(1)-C(5)-C(12) 118,2(B)

C(7)-C(8) | 1,407(4) C(7)-C(6)-C(11) 120,4(B)

C(8)-C(9) | 1,364(4) C(7)-C(6)-C(4)| 119,9(8)

C(9)-C(10) | 1,417(4) C(11)-C(6)-C(4) 119,7(8)

C(10)-C(15)| 1,412(4)  C(6)-C(7)-C(8)| 119,9(8)

C(10)-C(11)| 1,422(4) C(9)-C(8)-C(7)| 121,1(8)

C(11)-C(12)| 1,418(4) C(8)-C(9)-C(10f  120,4(3)

C(12)-C(13)| 1,374(4] C(15)-C(10)-C(9) 122,6(3)

C(13)-C(14)| 1,408(4) C(15)-C(10)-C(11) 118,6(3)

C(14)-C(15)| 1,372(4) C(9)-C(10)-C(11) 118,8(3)

C(6)-C(11)-C(12)| 120,9(2

C(6)-C(11)-C(10)| 119,4(3

C(12)-C(11)-C(10)| 119,7(3

C(13)-C(12)-C(11)| 119,9(3

C(13)-C(12)-C(5)| 120,7(3

C(11)-C(12)-C(5)| 119,5(3

C(12)-C(13)-C(14) 120,5(3

C(15)-C(14)-C(13)| 120,5(3

C(14)-C(15)-C(10)| 120,7(3
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

2-(3-(triphénylsilyloxy )propyl)benzoisoquinoline-1,3-dione

Ca1.
A

| €30
c32 / >
]

-5

e b “'l

\ - €33 cza
clo ﬁ co8
(e C11 -
5 (e 6 / \& I ‘v
/ ﬁ A
c4 ’ N1 Cl14 ‘ﬁ-ﬁg
1 J -
- S~ w\ Y
R v N —
\ = Ci5
M ci o2 e ci6 { ¥ c21 023 024
N/ \ >
U~ \ \
c3 o = j )
c2 @
D) I c20
c

19

(

c18 S

Echelle® de
Formule )
CazHy N O S collecte des 1,71 to 25,35°
brute
données
Masse £13 65 Echelles des | -12sh<12
moléculaire ’ indiceshkl -12<k<13
-14<1<12
Systéme Réflections
; : triclinic . 20549
cristallographique recueillies
Groupe b1 Réflections 4837 [R(int) =
d’espace indépendantes 0,0246]
Parameétres a=10,4797(2) A o =79,995(1)° Précision
o 99,9%
de maille b =10,8525(2) A B =75,040(1) autour de @
c =12,4088(3) A y = 78,898(1)°
Max/min de
Volume 1326,42(5) R o
transmission
Données 4837
Groupe _
2 Contraintes 0
formulaire Z
Parameétres 343
o Qualité
Densité ]
) 1,286 Mg/nt d’ajustement 1,039
(calculée)
sur F2
Coefficient Indices finaux R1 =0,0348
_ 0,124 mnt
d’absorption R[I>20(1)] wR2 = 0,0874
Indices R R1 =0,0464
F(000) 540
(toutes données) wR2 = 0,0957
Dimension 0,313 and -
_ 0,4 x 0,36 x 0,24 mi Ap (min/max) 3
du cristal 0,288 e.A
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Partie VI, Annexe 3 : Données Cristallographiques

Longueur de Liaison (A) Angle (°) Angle (°

C(1)-C(2) | 1,379(2) | C(2)-C(1)«(C6)| 119,85(17) C(19)-C(18)-(ClL7) 120,05(17)

C(1)-C(6) | 1,412(2) | C(2)-C(1)-(C12)] 120,08(16) C(18)-C(19)-(CR0) 119,69(16)

C(1)-C(12) | 1,474(2)| C(6)-C(1)-(C12) 120,07(15) C(19)-C(20)-(C21) 120,04(16)

C(2-C(3) | 1,405(3)| C(1)-C(2)-(C3)| 120,47(19) C(20)-C(21)-(ClL6) 121,52(16)

C(3)-C(4) | 1,361(3)| C(4)-C(3)«(C2)| 120,38(19) C(23)-C(22)-(CR7) 117,31(15)

C(4)-C(5) | 1,412(3)| C(3)-C(4)-(C5)| 121,18(19) C(23)-C(22)-(Sil) 121,60(12)

C(5)-C(7) | 1,414(3)| C(4)-C(5)-(C7)| 123,27(1B) C(27)-C(22)-(Sil) 120,86(12)

C(5)-C(6) | 1,421(2)| C(4)-C(5)<(C6)| 118,44(1B) C(24)-C(23)-(CR2) 121,26(16)

C(6)-C(10) | 1,413(2)| C(7)-C(5)-(C6)| 118,29(18) C(25)-C(24)-(C3) 119,96(17)

C(7)-C(8) | 1,357(3)| C(1)-C(6)-(C10)] 120,38(15) C(24)-C(25)-(C6) 120,12(16)

C(8)-C(9) | 1,406(3) | C(1)-C(6)-(C5)| 119,68(16) C(25)-C(26)-(CR7) 120,03(17)

C(9)-C(10) | 1,380(2) | C(10)-C(6)-(C5) 119,94(16) C(26)-C(27)-(C22) 121,31(16)

C(10)-C(11)| 1,476(2)| C(8)-C(7)-(C5)| 120,96(18) C(29)-C(28)-(CB3) 117,41(15)

C(11)-0(2) | 1,2203(19)  C(7)-C(8)-(C9)| 120,96(18) C(29)-C(28)-(Si1) 122,67(12)

C(11)-N(1) | 1,398(2) | C(10)-C(9)-(C8)] 120,12(18) C(33)-C(28)-(§i1) 119,90(12)

C(12)-0(1) | 1,2203(19) C(9)-C(10)-(C6] 119,71(16) C(30)-C(29)-(C28) 121,25%(16)

C(12)-N(1) | 1,399(2) | C(9)-C(10)-(C11) 119,91(16) C(31)-C(30)-(CR9) 120,10(17)

C(13)-N(1) | 1,478(2)| C(6)-C(10)-(C11) 120,37(14) C(32)-C(31)-(C30) 119,77(17)

C(13)-C(14)| 1,520(2)| O(2)-C(11)-(N1) 120,34(15) C(31)-C(32)-(CB3) 120,29(18)

C(14)-C(15)] 1,507(2)| O(2)-C(11)-(C10) 122,62(15) C(32)-C(33)-(C28) 121,17(17)

— [~

C(15)-0(3) | 1,4240(19) N(1)-C(11)-(C1d) 117,05(14) C(11)-N(1)-(C12) 124,49(14)

C(16)-C(21)| 1,396(2)] O(1)-C(12)-(N1) 119,76(16) C(11)-N(1)-(C13) 118,24(13)

C(16)-C(17)| 1,397(2)| O(1)-C(12)-(C1) 122,76(16) C(12)-N(1)-(C13) 117,26(13)

C(16)-Si(1) | 1,8751(15) N(1)-C(12)-(Cl) 117,47(14) C(15)-0(3)-(S|1)  129,14(10)

C(17)-C(18)] 1,387(2)] N(1)-C(13)-(C14) 111,78(13) O(3)-Si(1)-(C28)  102,58(6)

C(18)-C(19)] 1,376(3)| C(15)-C(14)-(C18) 112,34(13) O(3)-Si(1)-(C22)  112,41(6)

C(19)-C(20)] 1,383(3)| O(3)-C(15)-(C14) 108,98(13) C(28)-Si(1)-(CR2) 111,07(7)

C(20)-C(21)| 1,389(2)| C(21)-C(16)-(C1y) 116,94(14) O(3)-Si(1)-(C16) 111,45(6)

C(22)-C(23)| 1,395(2)| C(21)-C(16)-(Sil) 122,06(12) C(28)-Si(1)-(CL6)  111,0B(7)

C(22)-C(27)| 1,401(2)| C(17)-C(16)-(Sil) 120,96(12) C(22)-Si(1)-(CL6)  108,24(7)

C(22)-Si(1) | 1,8683(16) C(18)-C(17)-(C1p) 121,76(16)

C(23)-C(24)| 1,389(2)

C(24)-C(25)| 1,376(3)

C(25)-C(26)| 1,376(3)

C(26)-C(27)| 1,383(2)

C(28)-C(29)| 1,395(2)

C(28)-C(33)| 1,398(2)

C(28)-Si(1) | 1,8618(16
C(29)-C(30)| 1,386(2)
C(30)-C(31)| 1,377(3)
C(31)-C(32)| 1,376(3)
C(32)-C(33)| 1,383(2)
0(3)-Si(1) | 1,6385(11
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