o o
‘ PARIS DESCARTES

Université Paris Descartes

ECOLE DOCTORALE
MEDICAMENT, TOXICOLOGIE, CHIMIE ET ENVIRONNEMENT

UMR 8601 — Equipe Isabelle Artaud

Outils chimiques
pour I'étude et la compréhension du réle

du sulfure d’hydrogene en biologie

Par Thomas ROGER

Thése de doctorat de Chimie

Présentée et soutenue publiquement le 13/12/2013

Devant un jury composé de:

Dr. Mandon Dominique — Rapporteur
Dr. Bernard Boitrel — Rapporteur

Dr. Pascale Delangle

Dr. Frédéric Bouillaud

Dr. Erwan Galardon — Directeur de these

@ ® @ @ Except where otherwise noted, this work is licensed under
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/



REMERCIEMENTS

\

Ce travail a été effectué a 'UFR biomédicale des Saints-Péres de l'université Paris
Descartes, au sein du laboratoire de chimie et biochimie pharmacologiques et toxicologiques
(LCBPT) sous la direction du Dr. Erwan Galardon que je remercie pour m’avoir encadré durant
ma thése, de m’avoir fait partager sa rigueur, son sens critique et de m’avoir poussé toujours

plus loin.

le remercie les membres du jury les Dr. Dominique Mandon, Dr. Bernard Boitrel,

Dr. Pascale Delangle et le Dr. Frédéric Bouillaud d’avoir accepté de juger ce travail.

Un grand merci également aux personnes avec qui j'ai collaborées, a savoir le Dr.
Frédéric Bouillaud et Céline Ransy, les laboratoires Servier, I’équipe du Pr. Alain Tomas, et le Dr.

Francoise Raynaud.

Je souhaite aussi remercier les autres membres de I'équipe, en commencgant par le
Dr. Isabelle Artaud, a qui j'adresse tous mes voeux pour un prompt rétablissement, qui a été la
pour m’encourager et m’ouvrir de nouveaux horizons professionnels. Je n’oublie bien s(r pas
les Dr. Rodolphe Alves de Souza, Anas Allam & Dominique Padovani, trio de choc et correcteurs
hors pairs, ainsi que Sandy Compain pour ses relectures de derniére minute et les discussions
culinaires. Merci a Assia Hessani qui m’a fait partager sa bonne humeur, et qui a su faire preuve

de patience et de persévérance, qualités nécessaires pour sortir mes produits !

Evidemment, un grand merci au laboratoire dans son ensemble, en commengant par
mes correcteurs Emilie euh...non, Aurélie (!), Tinetine, Citrate, Cindy, Siasia, ‘Nounet, Dodolphe,
et le Créateur. Un clin d’ceil a Lolo et Tuture, Hamid, Arnaud et Lilou, Pascalou, Andrea, a ceux
partis avant moi, Laurence, Mickey, Lofti et Jérome (n’oublie pas de chanter...), aux stagiaires

Blinette, Caca et Lotlotte et bien s(ir a Peter et Morgane pour m’avoir fait aimer la chimie.

Je termine enfin ces remerciements par la personne sans qui rien n’aurait été possible,

ma future femme FANG Kexin, Z{/R—F 1.



TABLE DES MATIERES

REMEICIEMENTS ettt e e s s s e e e s e e e e e s nnee 2
Table dES MATIErES ...ueiiiiiieiie ettt e e e s 3
Table des abréviations .........coouiiiiiiiiieee e e 6
Chapitre | : Introduction SENErale ........cccueeieciiie e e 7
| H,S: Polluant environnemental 7

Il Les transmetteurs gazeux 8

1. [ TR o] o U= PP TP PP 9

2. NO & €O e e e e eeeeeaeeeesesssssnnnsssnennns 10

1] H,S : le troisiéme transmetteur gazeux 13

1. Propriétés physiCOChIMIQUES......c.uiiiriiiiiiiie et 13

2.  Biosynthése chez les mammiferes ........ccccoveeiciiee e 15

3. CataboliSME .. e 22

O ot (< 0l o] o] [o =4 o [ USSR 25

5. Meécanismes d’action......cccceeeuieriieiiiieiiie e e 27

v Outils moléculaires pour I'étude d’H,S 36

1. Détecter et qUaNtifier HaoS ... 37

2. Libérer du sulfure d’hydrogéne : les donneurs ........cccceeecveeiriiieeeeieeeenieee e 50

V Objectifs de these 56

Chapitre Il : Sondes a sulfure d’ hYydrogENe........ciiviiiiicii et 58



|  Sondes basées sur le ruthénium 59

1. o] T o Lol o1 TP P PPPPPPPPPPP 59

2. SYNTNESE e e et e e e e aae e e e eates 60

3. EtUdes de FEaCtiVIte .........cccueveveveeeeececeetete ettt esesae st s st s s 62

. CONCIUSION ettt ettt et e et e e s et e e seabe e e s sabee e saeaeeeaes 68

Il Sonde basée sur le cobalt 68

1. o] o o Tl o TP 68

2. SYNTNESE e e e e e e s bbb r e e e e e e aabaaeaeeennns 70

3. EtUdes de FEaCtiVItE .........cccueveveveeeeececeetete ettt ee s sttt s s ae s s 77

i Conclusion du chapitre Il : Sondes a sulfure d’hydrogene 82

Chapitre Il : Synthese d’un complexe Fe-SH comportant une liaison hydrogene........... 83

|  Chimie de coordination d’H,S 83

Il Réactivité des complexes IlI-1 et 1lI-2 avec H,S 85

1. ChoiX dU COMPIEXE ..o e e e e e e e e e e 85

2. SYNTNESE oo e e e e e e tba e e e e e eaaraaeaeesnnns 86

3. 2] o] [ Tor= 1 o o RSP 88

i Réactivité du complexe llI-2 avec les thiols 101

1. Avec 'éthanethiol........couioiiiiiiie e e 101

D NV Yol [N d g 1ToT o] o 1< o Ve ] HSu TSR 101
v Conclusion du chapitre Il : Synthése d’un complexe Fe-SH comportant une

liaison hydrogéne 104




Chapitre IV : Donneurs 1ents d’HyS ....ooovveeeiiieciiieiec e

|  Donneurs a zinc

Il Donneurs de type dithiopéroxyanhydride

1. (AU o) [Tor= 14 To ) o WH TR PRRPRT

2. EtUdes MECANIStIQUES ....c.veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ee e e e enene

1] Conclusion du chapitre IV : Donneurs lents d’H,S

Chapitre V : Conclusion générale et perspectives .......cccccceevvccvieeeeeennee.

I Conclusion générale

Il Perpectives

Partie @XPerimentale .......ooocvvieieiiiiiieie et



TABLE DES ABREVIATIONS

3-MST : 3-mercaptopyruvate
sulfurtransferase
ADT-OH : Anéthole dithiolethione

AIBN : Azobisisobutyronitrile

AINS : Anti-inflammatoire non-
stéroidien

AMS : Allyl methylsulfure

ATP : Adénosine triphosphate

bipy : 2,2'-Bipyridine

CAT : Cystéine aminotransférase
CBS : Cystathionine-B-synthase

Cco : Cytochrome c oxydase

cGMP : Guanosine monophosphate
cyclique

COSY : 2D correlation spectroscopy
CSE : Cystathionine-y-lyase

Cys : Cystéine

DADS : Diallyldisulfure

DAO : D-aminoacid oxidase

DAS : Diallylsulfure

DATS : Diallyltrisulfure

DCM : Dichlorométhane

DMF : Diméthylformamide

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DOPA : 3,4-dihydroxyphénylalanine
DPA : Dipicolylamine

DPDS : Dipropyldisulfure

Dz : Dansyle

EDRF : Endothelium-derived relaxing
factor

en : Ethylénediamine

ep : Epaulement

eq : Equivalent

FAD : Flavine adenine dinucléotide
GAPDH : Glycéraldehyde 3-phosphate
déshydrogénase

GSH : Glutathion

GSSG : Glutathiondisulfure

HEPES : Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine
éthane sulfonique

HMBC : Heteronuclear multiple bond correlation
HO : Héme oxygénase

IBX : Acide 2-iodoxybenzoique

LC50 : Median lethal concentration

MLCT : Transfert de charge métal vers ligand

NBS : N-Bromosuccinimide

NOS : NO synthase

PBS : Phosphate buffer solution

PET : Transfert d’électron photoinduit
pH : Potentiel d'hydrogene

PhSH : Thiophénol

RMN : Résonnance magnétique nucléaire
RT : Température ambiante

SAM : S-adénosylméthionine

sGC : Cyclase soluble

sl : Singulet large

SQR : Sulfide quinone réductase

THF : Tétrahydrofurane

TPA : Tris(2-pyridylmethyl)amine

Trx : Thiorédoxine

Aem : Longueur d'onde d'émission
Aex : Longueur d'onde d'excitation



CHAPITRE | : INTRODUCTION GENERALE

I H,S : Polluant environnemental

H,S fut isolé pour la premiere fois par Carl Wilhelm Scheele,”™ un brillant chimiste
suédois du XVIII® siécle qui fut le premier a identifier le tungsténe, le molybdéne, le barium,
I’'hydrogene et le chlore. Il 'obtint en 1777 lorsqu’il traita de la pyrite avec un acide minéral.

I nomma le gaz nauséabond qui s’échappait de la réaction « Schwefelluft » (air soufré).

Pendant plus de deux siecles, ce gaz, maintenant généralement appelé « sulfure
d’hydrogene » ou « hydrogene sulfuré », a été considéré comme un polluant environnemental
et est demeuré connu pour son odeur caractéristique d’ceuf pourri ainsi que pour sa toxicité
équivalente a cinq fois celle du monoxyde de carbone.™ Les &tres humains peuvent en effet
détecter sa présence dans I'air a moins d’l ppm, perdent connaissance a 500 ppm et une
inspiration d’une concentration supérieure peut se révéler mortelle, comme visible sur le

Tableau A1.”

Concentration of H,S

ppm mg m~> Physiological responses

0.003-0.02 0.0042-0.028 Odor threshold

3-10 4-14 Obvious unpleasant odor

20-30 28-42 Strong offensive odor (“rotten eggs™)

30 42 Sickening sweet odor

50 70 Conjunctival irritation

50-100 70-140 Irritation of respiratory tract

100-200 140-280 Loss of smell (olfactory fatigue)®

150-200 210-280 Olfactory paralysis®

250-500 350-700 Pulmonary edema

500 700 Anxiety, headache, ataxia, dizziness, stimulation of
respiration, amnesia, unconsciousness (“knockdown™)

500-1000  700-1400 Respiratory paralysis leading to death, immediate collapse,

neural paralysis, cardiac arrhythmias, death
Tableau A1 : Réponses physiologiques a différentes concentrations d’H s

Cette derniére propriété a mené a classer H,S dans les armes chimiques potentielles et

plus récemment, le scandale de I'algue verte sur les cotes bretonnes en 2009 a rappelé au



grand public que les émanations d’H,S, alors qualifié de « poison brutal », pouvaient entrainer

la mort d’un cheval et la perte de conscience de son cavalier.l”!

Malgré cette toxicité, des organismes ont su s’adapter aux milieux riches en sulfure

[4

d’hydrogéne, comme des bactéries présentes dans les boues en anoxie, ou bien encore des

coquillagesls] et des vers marins géants qui réussissent méme a en tirer avantage, |'utilisant

alors en tant que source d’énergie.[G]

Des voies de biosynthése du sulfure d’hydrogéne sont aussi connues depuis plusieurs
décennies chez les mammiféres, mais ce n’est qu’au début du 21°™°

[7]

siecle qu’on lui a attribué

un role biologique : H,S est un transmetteur gazeux.

I Les transmetteurs gazeux

En 2002, Wang R. définit un gasotransmetteur comme une molécule répondant aux

critéres suivants :®

i.  Etre un gaz, capable de libre diffusion a travers les membranes, c’est-a-dire de
pénétrer dans les membranes sans utiliser de transporteurs,
ii. Etre synthétisé de maniére endogéne par les enzymes, et cette production doit
étre régulée,
iii.  Avoir des fonctions précises aux concentrations physiologiques,
iv.  Leurs effets cellulaires peuvent faire intervenir des seconds messagers, mais ils

doivent avoir des cibles cellulaires ou moléculaires.

A ce jour, seuls les monoxydes d’azote et de carbone, ainsi que le sulfure d’hydrogéne
répondent a ces criteres, mais d’autres molécules pourraient rejoindre cette famille, comme

par exemple I'ammoniaque ou le dioxyde de soufre.



1. HISTORIQUE

Le monoxyde d’azote NO fut la premiere molécule a avoir atteint le statut de
gasotransmetteur dans les années 1980. Il fut d’abord découvert comme le médiateur d’une
fonction biologique grace a I'utilisation de donneurs chimiques, sans que sa biosynthése ne soit
connue. A l'inverse, des synthéses endogénes étaient démontrées depuis fort longtemps pour
le monoxyde de carbone et le sulfure d’hydrogéne (découvertes respectivement en 1969" et
en 19821%) avant que leur réle en biologie ne soit établi. En effet, avant la découverte de NO,

leur toxicité ne laissait pas présager un réle physiologique.

Durant les années 1980, des études du groupe de Furchgott portant sur la
vasorelaxation montréerent que celle-ci n’était possible qu’en présence de la couche de cellules
endothéliales, c’est-a-dire celles en contact avec la lumiére du vaisseau.*” Il en conclut gu’un
facteur transmettant le signal de la relaxation (EDRF) était nécessaire et que I'acétylcholine, qui
était utilisée jusqu'alors, stimulait la production de ce facteur mais n’était pas la cause directe
de la relaxation. Le groupe d’Ignarro, en 1987, mis en évidence la nature de ce facteur comme
étant le monoxyde d’azote NO,™ en démontrant gue les effets induits par des donneurs de NO
étaient identiques a ceux observés avec I'EDRF. Ces travaux furent complétés en 1989 par le
groupe de Nathan qui identifia NO comme étant aussi la substance responsable de I'effet
cytotoxique des macrophages activés.!® Ces résultats pionniers furent rapidement suivis
d’avancées considérables dans la compréhension des rbles biologiques de NO et des
mécanismes sous-jacents, de sorte qu’il fut élu molécule de I'année 1992 par le magazine

Science, et que les chercheurs I'ayant découvert se virent attribuer le prix Nobel en 1996.

Suite a ces travaux sur NO, et a des études démontrant que CO, comme NO, est capable
d’activer la guanylate cyclase, le groupe de Snyder a proposé en 1993 que le monoxyde de
carbone puisse lui aussi étre un gasotransmetteur, notamment dans le cerveau qui contient

une forte concentration d’ARNm d’une isoforme d’enzyme responsable la production de co.



C'est aussi dans le cerveau que le sulfure d’hydrogéne a pour la premiére fois été
proposé comme appartenant a la famille des gasotransmetteurs par le groupe de Kimura en
1996, apres y avoir mis en évidence sa syntheése endogéne.m Mais il a fallu attendre 2001 pour
gu’un premier role physiologique — la vasorelaxation — ne lui soit attribué.™ Le groupe de
Snyder en 2008 a finalement réussi a corréler la production endogéne d’H,S a ses effets
physiologiques en mettant en évidence une hypertension chez des souris ou un gene codant

pour une enzyme responsable de sa production était délété. o

2. NO & CO

Le monoxyde d’azote est synthétisé a partir de L-arginine par les NO-synthases (NOS).
Les NOS sont des enzymes héminiques qui existent sous trois isoformes : la nNOS (neuronale)
et la eNOS (endothéliale) activées par la voie calcium-calmoduline, ainsi que la iNOS (inductible),
activée par des pathogenes comme des cytokines pro—inflammatoires.[17] La production de NO

est décrite dans le schéma ci-dessous (Schéma A1).

>:NH2

Yo
H
_NADPH+0, _NADPH+0, +NO
- HZO - HZO
*HaN
0
0

L—Arglnlne N-hydroxy-L-Arglnlne Citrulline

H2N HzN

Schéma A1 : Production de monoxyde d’azote par les NO-synthases

Ce sont aussi des enzymes héminiques, les hémes oxygénases (HO), qui sont
responsables de la production du monoxyde de carbone. Ces enzymes existent sous plusieurs
isoformes, les deux principales étant les HO-1 et HO-2. HO-1 est une enzyme induite lors de
stress cellulaire alors que HO-2 est constitutive et activée par la voie calcium-calmoduline.

L'activité des HO consiste a dégrader la forme ferrique des hémes en biliverdine. Dans un

10



premier temps, ’héme est oxydé en verdohéme, libérant CO (schéma A2). Le verdohéme est

ensuite oxydé en biliverdine et le fer est finalement relargué.

Contrairement a la citrulline formée par la NOS, qui n’a aucun réle biologique connu,
les hemes oxygénases, en plus de produire le monoxyde de carbone, jouent un réle dans
I’'homéostasie du fer en le recyclant. De plus la biliverdine est elle-méme rapidement réduite en

bilirubine (Schéma A2), un composé biologiquement actif, principalement décrit comme un

[19]

t, (18]

antioxydan mais aussi supposé étre anti-mutagene.

0z + NADPH + H*

-H0 - NADP*

HOOC COOH HOOC COOH HOOC COOH

heme a-meso-hydroxyheme verdoheme

-Fe'", NADP* | Oz + NADPH

- NADP*

HOOC \~O0H HOOC COOH

bilirubine biliverdine

Schéma A2 : Production de CO par dégradation de I’héme b des globules rouges ; oxydation du verdoheme en

biliverdine par I’'héme oxygénase et réduction en bilirubine par la biliverdin reductase
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Il est bien évidemment hors du cadre de ce manuscrit de nous intéresser aux effets
physiologiques de NO et CO. Nous nous contenterons de discuter brievement d’une de leurs

propriétés majeures, que I'on retrouvera par la suite pour H,S : leur activité vasorelaxante.

En effet, les deux molécules possédent une cible commune : la guanylate cyclase
soluble (sGC), une autre hémoprotéine. Celle-ci peut étre activée par les deux
gasotransmetteurs afin d’augmenter la concentration intracellulaire du second messager
guanosine monophosphate cyclique (cGMP), ce qui a pour effet de déclencher une cascade de

processus impliqués dans la contraction musculaire (Schéma A3).[2°]

Le fait que ces gasotransmetteurs partagent au moins une cible commune pose la

question d’une régulation croisée, une question que I'on retrouvera par la suite avec H,S.

Actin-myosin

Vasorelaxation

Schéma A3 : Voie de signalisation utilisée par NO et CO pour aboutir a la vasorelaxation aprés stimulation des

récepteurs a acétylcholine[zﬂ

12



Il H,S : le troisieme transmetteur gazeux

Avant de nous intéresser a son implication en biologie, nous allons tout d’abord

présenter quelques propriétés physicochimiques d’H,S.

1. PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES

Le sulfure d’hydrogéne est un gaz incolore a I'odeur caractéristique d’oceuf pourri.
Comme on peut s’y attendre en observant la position de I'atome de soufre dans le tableau de
Mendeleiev, H,S est moins polaire et plus acide que la molécule d’eau possédant la méme
structure électronique de valence. H,S étant hydrophobe, il peut diffuser librement a travers les

[2

2 . ey s , . A~
membranes, Ice qui est une des propriétés nécessaires pour étre un gasotransmetteur.

Il posséde aussi deux pKas, le premier est proche du pH physiologique avec une valeur
de 6.98 3 293 K, ce qui lui permet d’exister sous deux formes majoritaires en solution a
pH7.4 : H,SetHS. La troisieme forme, dianionique, a un pKa au moins supérieur a 14
(Schéma A4). Il est estimé a environ 18.5, mais il est difficile de confirmer cette valeur, a cause
de la contamination par des polysulfures pendant les mesures.”” Dans tous les cas, a pH
physiologique, cette forme est presque exclusivement atteignable en chimie de coordination,
comme dans les clusters fer-soufre par exemple. Ce premier pKa proche du pH biologique est
un avantage pratique, car on peut remplacer H,S gazeux par sa forme saline NaSH plus facile a
manipuler, dés lors qu’on travaille en solution tamponnée. |l est aussi possible d’utiliser le sel
de la forme dianionique Na,S, en prétant toutefois attention a maitriser le pH du milieu, celui-ci
risquant de s’alcaliniser. Dans la suite de ce manuscrit, nous utiliserons indistinctement « sulfure
d’hydrogéne » ou « sulfures » pour dénommer [|'ensemble des espéces présentes dans les
milieux tamponnés ou biologiques, et nous utiliserons le terme « hydrosulfure » pour I'espéce
HS utilisée dans un solvant apolaire.

pKa; = 6.98 pKa, >> 14
H2S(aq)-..-___" HS + H' =— SZ- + 2H*

Schéma A4 : Equilibres acido-basiques du sulfure d’hydrogéne en milieu aqueux
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C'est cette notion d’équilibre acido-basique qui ajoute un degré de complexité
supplémentaire a I'’étude d’H,S, par rapport aux deux autres gasotransmetteurs NO et CO.
En effet, la forme neutre lipophile est relativement inerte chimiquement mais peut diffuser,
alors que la forme anionique est polaire et plus réactive mais ne peut pas librement passer les

membranes.

A I'image des thiols, H,S est un réducteur. Il est souvent considéré comme un réducteur
faible dans la littérature en comparaison des thiols biologiques comme le glutathion ou la
cystéine sur la base du potentiel standard du couple H,S = S° + 2 H" + 2 e (E¢’ = 170 mV'®!
contre -200 a -300 mV respectivement pour 2 RSH = RSSR + 2 H" + 2 e"). Cependant, bien que le
couple H,S/HSSH soit régulierement cité d’'un point de vue mécanistique, son potentiel n’a
jamais été déterminé. H,S peut donc jouer un role antioxydant en réduisant des oxydants
biologiques puissants a un ou deux électrons, mais comme ces réactions sont similaires a celles
connues pour les thiols, nous nous contenterons de les présenter dans les tableaux suivants

(Tableaux A2 et A3).[26]

Oxidants k(M 's™) Conditions
0, 1.5 x 10° pH 7.8
(6.5+09) x 10* pH 7.8 and 25 °C
H,0, 0.73 +0.03 pH 7.4 and 37 °C
1.22 pH 7.4 and 25 °C*
~1 pH7.8
HOCI/~0Cl 2 x 10° pH 7.4, 25 °C and ionic strength 1.0 M
(8+3)x 107 pH 7.4 and 37 °C
ONOOH/ONOO~ (48+1.4)x 10° pH 7.4 and 37 °C
(8+2)x10° pH 7.4 and 37 °C
(3.3:04) x 10° pH 7.4 and 23 °C
‘OH 1.5 x 10"° pH 6
9.0 x 10° pH 10.5
‘NO, (3.0£0.3) x 10° pH 6 and 25 °C
(1.2+0.1) x 107 pH 7.5 and 25 °C
COy— (20:0.3) x 10° pH7.0and 20+ 2°C

Tableau A2 : Constantes de vitesse de réactions d’H,S avec différents oxydants
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Hydrogen sulfide
(pKa 7.0)

Cysteine
(pK, 8.1-8.4)

Glutathione
(pK, 8.6-9.2)

Two-electron oxidants
Peroxynitrite 4.8x10°M~'s7!

Hydrogen
peroxide

Hypochlorite

TauCl

(pH 74,37 °C)
This work
073M 5!
(pH 74, 37 °C)
This work

8 % ]01 M~ 1 sfl
(pH 74, 37 °C)
This work
303M~"s™!
(pH 74,37 °C)
This work

One-electron oxidants

NO,

HO

o3~

12x10°M~ 15!
(pH 7.5, 25 °C)
This work
1.5x10""M~"s™!
(pH 6) [36]
20x10°M~"s7!
(pH 7.0) [40]

45x10° M~ 's7!
(pH 7.4,37°C) [78]

29M~ 157!
(pH 7.4,37°C) [79]

32x10° M~ 15!
(pH 7.4, 25°C) [46]

205M~'s™!
(pH 7.4,24°C) [22]

50x10" M~ 15!
(PH 7.0) [27]

35x10"0 M~ 157!
(pH 7.0) [36]
46x10°M~'s7!?
(pH 7.0) [36]

13x10°M 157!

(pH 7.4, 37 °C) [50,66]

087M~ 15!
(pH 74, 37°C) [79]

=107 M~ 's™!
(pH 7.4, 25 °C) [80]

1M5M~ 15!
(PH 7.4, 24°C) [22]

20x10°M 15!
(PH 7.0) [27]

23x10"M 15!
(pH 6.8) [36]
53%10°M~'s~!
(pH 7.0) [36]

Tableau A3 : Comparaison des constantes de vitesse de réactions entre H,S, la cystéine ou le glutathion avec

différents oxydants a un ou deux électrons

2. BIOSYNTHESE CHEZ LES MAMMIFERES

Le métabolisme des dérivés soufrés procure a la cellule d’'importants métabolites tels
gue la S-adénosylméthionine (SAM),m] le glutathion,[zs] la taurine,””” Ia cystéine[lo] ou bien

encore le sulfure d’hydrogéne (Schéma A5).1”-*%

H»S
2.
A g 50s
cycle Met Voie de i -
o ! Transsulfuration
‘ Y (CBS,CSE Vo :
SAM == Met<e HOys- o0 O oys i Vole de synthese duGSH - ey
A v
H H-S H )
Y Y Taurine
Protéine Protéine

Schéma A5 : Principales voies de métabolisation d’acides aminés soufrés



Les séquences métaboliques ubiquitaires dans la plupart des tissus animaux qui
aboutissent a la formation de ces composés partent de la méthionine. Elle régule ces différents
systemes et influence '"homéostasie rédox de la cellule via le métabolisme du soufre et la voie

de transsulfuration.

La voie de transsulfuration est composée de deux enzymes, la cystathionine-f-synthase
et la cystathionine-y-lyase, et a pour réle principal le catabolisme de I’homocystéine, une

molécule associée aux maladies cardiovasculaires, aux accidents vasculaires cérébraux et aux

| [31]

défauts du tube neura De plus, des concentrations élevées d’homocystéine peuvent

favoriser la prolifération de certaines cellules tumorales et conduire a une augmentation
dommageable du stress oxydant.m] Des études de flux cellulaire ont montré que la cystéine

produite par la voie de transsulfuration sera utilisée a 50% pour former du glutathion.ml

Ce sont ces deux enzymes qui sont essentiellement responsables de la biosynthése du

sulfure d’hydrogéne a partir de cystéine ou d’homocystéine, dans le cerveau pour la CBS et

dans le systéeme périphérique pour la CSE (Schéma A6).[34]

Ha* Hs* Hs* o]
- P =0 CBS 0. )
T SH —.‘0 S O

0 o] 0 NH3*

méthionine homocystéine HO o cystathionine

o
NH3*
sérine o
CSE 0
a-cetobutyrate

+ NH3

H
T H
-ooc\/\)k N.__COO" - )
7 N ~ <— Hs 0
NH;"

Hs* o]
glutathion cystéine

Zm

Schéma A6 : Métabolisme d’acides aminés soufrés par la CBS et la CSE
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2.1.1. La cystathionine-[3-synthase (CBS)

La CBS est une enzyme héminique a phosphate de pyridoxal (PLP) contenant un
domaine de fixation a I’'héme dans sa partie N-terminale de méme qu’une répétition en tandem
de « domaines CBS » dans sa partie C-terminale. L’'héme apparait comme un senseur rédox
alors que les « domaines CBS » agissent comme un inhibiteur de la fonction enzymatique
puisque leur délétion conduit 3 une forme plus active de I'enzyme.?”! Ainsi, 'héme a I'état
ferreux peut fixer les monoxydes d’azote (NO) et de carbone (CO), conduisant a une inhibition

de [lactivité enzymatique.[ge]

Cette inhibition est réversible par oxydation en présence
d’oxygene de ’lhéme ferreux en heme ferrique,m] suggérant une implication de la CBS dans une
régulation croisée des différents neuromédiateurs. Les « domaines CBS » de la portion C-
terminale peuvent quant a eux lier la SAM qui d’une part stabilise I'enzyme et d’autre part agit

comme un activateur allostérique de la cBs.B®

La réaction canonique catalysée par la CBS est la substitution en B de la sérine par
I’'homocystéine pour former la cystathionine. Des études biochimiques et structurales ont
permis de mettre en évidence le réle de différents résidus du site actif de la CBS dans la

formation des différents intermédiaires rencontrés au cours de cette réaction (Schéma A7).[38d]

La réaction est initiée par la fixation de la sérine au site actif et la formation
concomitante d’une aldimine externe [I]. Cette derniére est déprotonée par une lysine
adjacente pour former le composé [ll] qui est déshydraté selon un mécanisme classique des
enzymes a PLP faisant intervenir la forme quinoide [lll]] pour former I'aminoacrylate [IV]. Enfin,
la réaction de condensation de I'homocystéine sur I'aminoacrylate forme la cystathionine,

libérée par reformation de I'aldimine interne de départ.
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Schéma A7 : Mécanisme la réaction canonique de la CBS

[38d]

En substituant la sérine par la cystéine, la CBS peut produire du H,S par des réactions de
substitution en 3 de la cystéine avec différents thiols.®®! Il a été mis en évidence gue cette
production de sulfure d’hydrogene s’effectuait principalement par réaction avec
I'hnomocystéine (Schéma A8, réaction 1), pour produire la cystathionine. La réaction de
substitution avec une autre cystéine (Schéma A8, réaction 2) conduisant a la lanthionine,

de méme que I'hydrolyse de lintermédiaire aminoacrylate pour former de la sérine
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(Schéma A8, réaction 3) sont quant a elles minoritaires.**! Une comparaison des parametres
cinétiques (Vmax, Km, Ki) observés pour la réaction canonique et la réaction de substitution en 3
de la cystéine par 'homocystéine révele que cette derniére représente une source alternative
non-négligeable a la voie de transsulfuration classique pour produire de la cystathionine, en
présence de SAM.B! par conséquent, la SAM est un facteur crucial pour réguler la production
d’H,S par la CBS sans pour autant affecter le devenir de la voie de transsulfuration. Ainsi, en
absence de ce régulateur allostérique, la cystathionine est majoritairement produite par la

réaction de condensation de la sérine et de I’homocystéine.[m]

homocystéine NH3z" O
0 (1)
WH\/\S/Y‘\O + H.S
0 NH5*

cystathionine

o) cystéine fe}
! )]\/\ + H.S (2)
HS o o
NH;" rfj NHs*
cystéine Ianthuonine
H20 0
HO o + HS (3)
NH3*
sérine

Schéma A8 : Biosyntheése d’H,S par la CBS
2.1.2. La cystathionine-y-lyase (CSE)

La CSE est la seconde enzyme PLP-dépendante de la voie de transsulfuration. Elle recoit

la cystathionine de la CBS et la convertit via une réaction d’élimination en y en cystéine, en a-

cétobutyrate et en ammoniaque (Schéma A9).13%!

Y'w%%»w e

cystathionine cystéine
y a—cetobutyrate y

Schéma A9 : Réaction canonique de la CSE
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Cette enzyme homotétramérique a été montrée comme étant la principale source de
production d’H,S dans le systéme périphérique chez les mammiféres. Ainsi, des souris knockout
n’exprimant pas la CSE présentent une diminution de 80% de la concentration d’H,S dans le
sang.[ls] De maniere intéressante, la méme étude montre que ces souris exhibent des
concentrations élevées d’homocystéine, mettant pour la premiére fois en évidence un réle de

la CSE dans le catabolisme de ’homocystéine.

Les réactions catalysées par la CSE ne se limitent pas a des réactions d’élimination ou de

B343] ot plusieurs réactions utilisent la cystéine et/ou I’homocystéine pour

substitution en v,
produire du sulfure d’hydrogéne selon les réactions décrites dans le Schéma A10. Parmi celles-
ci, la plus importante est I’élimination en a,[3 de la cystéine avec la production concomitante de

pyruvate et d’'ammoniaque (Schéma A10, réaction 5).

o AT» o

homocysteme +NH; o cetobutyrate

||lz

homocystéine

/\/\”/0 + H,s (@

homolanthionine

homocysteme Hs" O
S/\HI\O‘ + H,S (3)
NH;*
cystathionine

cysteme
+ H,.S
HS o /\l)‘\ (4)
NH3" I:JHg
cystéine lanthionine
H,O
(0]
+ HzS 5
ﬁ‘)\O_ 2 ( )
0
NH3 pyruvate

Schéma A10 : Biosynthése d’H,S par la CSE

20



:2.2. LA 3-MERCAPTOPYRUVATE SULFURTRANSFERASE (3-MST)

En dehors des deux enzymes impliquées dans la transsulfuration, une troisieme enzyme
produisant du sulfure d’hydrogene a été mise en évidence chez les mammiféeres. Celle-ci est
mitochondriale et impliquée dans le cerveau. La 3-mercaptopyruvate sulfurtransférase (3-
MST) est une enzyme appartenant a la famille des sulfurtransférases possédant 60%
d’homologie de séquence avec la rhodaneése. Le substrat d’intérét, le 3-mercaptopyruvate, est
formé en méme temps que du glutamate a partir de cystéine et d’a-cétoglutarate par une
enzyme PLP-dépendante, la cystéine aminotransférase (CAT), ou a partir de D-cystéine par la D-
aminoacid oxidase (DAO), une enzyme présente dans les peroxysomes (Schéma A11).1? La 3-
MST, qui présente une cystéine libre au site actif (3-MST—Cys—SH), réagit avec la fonction thiol
du 3-mercaptopyruvate pour former du pyruvate et le persulfure 3-MST—Cys—SSH, mis en
évidence par la réaction classique avec du cyanure pour former du thiocyanate.[43] Le sulfure
d’hydrogéene est ensuite libéré par réaction avec des dithiols comme la thiorédoxine et I'acide
dihydrolipo'l'que[44] ou, moins efficacement, par des monothiols tels que la cystéine,
I’'homocystéine ou le glutathion.“sl Le groupe de Nagahara a de plus montré que les oxydants
inhibaient I'enzyme par formation de pont disulfure et/ou du dérivé sulfénate de la cystéine et

que la thiorédoxine restaurait son activité, démontrant ainsi un contréle rédox de la 3-MsT. 148!

-OMO_
0 o} 0y, H20
o} o o]
u-cétoglutarate ;
0. SH
Hsjﬁ)‘\O' > j‘)\/ 'OJY\SH
DAO
NH3* 0 NH*
D-cystéine

L-cystéine 3-mercaptopyruvate NHs, Hz0,

CAﬁ
o] o]
'O)J\é/\)j\(‘)'
NH*
glutamate 3-MST—Cys—SH HoS + Trx{T
s
SH
3-MST—Cys—SSH Trx—<:
SH

(o]
pyruvate

Schéma A11 : Production mitochondriale d’H,S par les enzymes CAT/3-MST ou DAO/3-MST avec la thiorédoxine (Trx)
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3. CATABOLISME

Aprés avoir passé en revue les différentes méthodes permettant aux mammiferes de
produire H,S, nous nous intéresserons a son catabolisme. En effet, bien que le sulfure
d’hydrogene puisse intervenir dans de nombreux effets biologiques, il reste une molécule
toxique, ce qui implique une régulation efficace de sa concentration. Les études du groupe de
Banerjee ont montré que la production d’H,S était rapide et en flux continu (plusieurs
millimoles par jour pour un étre humain de 70 kg), suggérant une dégradation rapide par des

unités de détoxification efficaces.*” I’

étude d’organismes vivant dans des milieux riches en H,S
et qui ont da développer de tels processus de défense, comme le ver Arenicola marina, a mené
a l'identification et a la définition de « I'unité d’oxydation du sulfure », aussi mise en évidence
chez les mammiféres.*® Elle est, chez ces derniers, localisée au niveau des mitochondries de la
plupart des organes (foie, coeur, reins), a I'exception des cellules du systéme nerveux

| [49]

centra qui met probablement en oceuvre d’autres voies d’élimination du sulfure

d'hydrogéne.[SO]

Le principal mécanisme d’élimination d’H,S dans la mitochondrie, sous forme de
thiosulfate S,05> et de sulfate SO,*, a pour premiére étape une enzyme transmembranaire :

la sulfide quinone reductase ou SQR.

3.1. PREMIERE ETAPE D’OXYDATION MITOCHONDRIALE D’H,S : LA SQR

Alors que les SQR bactériennes oxydent le sulfure d’hydrogene en polysulfures,[sl] les

SQR des eucaryotes empruntent une voie différente.

Le groupe de Jorns est a ce jour le seul a avoir purifié 'enzyme SQR humaine,
et le mécanisme proposé de I'enzyme est présenté dans le Schéma A12.5% celui-ci suggeére la
sulfhydration de la Cys379 suivie de I'attaque de la Cys201 sur le cofacteur FAD. S’ensuit
I'attaque d’un nucléophile sur le soufre distal de la thioCys379 et la réoxydation de la SQR avec

libération du cofacteur FADH,. Ce dernier est alors réoxydé par le coenzyme Q.k?
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Schéma A12 : Mécanisme proposé de la SQR humaine, avec « N: » symbolisant I'accepteur de soufre[52]

La nature de I'espéce acceptant le soufre du persulfure formé sur la Cys379 est sujette a
polémique et deux hypothéses ont été proposées. Nous allons tout d’abord nous intéresser au
systeme proposé par Jorns et al., puis nous nous attarderons sur la voie proposée par

Banerjee et al.

3.2. SYSTEME D’OXYDATION MITOCHONDRIALE D’H,S SELON JORNS ET AL.

Le groupe de Jorns propose le sulfite SO5> en tant qu’accepteur final de soufre dans le
mécanisme de la SQR, formant ainsi du thiosulfate SSO;*, sur la base des parametres
catalytiques de I'enzyme isolée. Aprés la formation de thiosulfate, deux voix seraient possibles
en fonction de la concentration en glutathion : une premiére conduirait a I'oxydation du soufre
le plus réduit du thiosulfate (en vert sur le Schéma A13) en sulfite, alors que la deuxiéme
conduirait a I'oxydation du soufre le plus oxydé du thiosulfate (en bleu) en sulfate. Dans les
deux cas la chaine de réaction est similaire, avec dans un premier temps la réduction du
thiosulfate par une enzyme de type rhodanése pour conduire au persulfure du glutathion GSSH
(de maniére uniguement transitoire dans le cas de la thiosulfate réductase) et a du sulfite. Dans

un deuxieme temps, les substrats GSSH ou SOs* sont oxydés par une dioxygénase
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mononucléaire a fer non-héminique (ETHE1) ou par une enzyme a cofacteur molybdoptérine

(sulfite oxydase).

SH cellules/mitochondries pauvres en GSH
SQR Sulfur transferase ETHE1
8032' 3503 7ﬁ 7—T’ (1)
CoQux  CoQHy 0z + H0 GS +2H"
cellules/mitochondries normales
Thiosulfate réductase Sulfite oxydase
/ \ L 8032- 7—T> 8042— (2)
H*+2GS GSSG + SH 2cytcey 2 cyt Cred

H20 2H*

Schéma A13 : Voie d’oxydation des sulfures vue par Jorns et al.??

i3.3. SYSTEME D’OXYDATION MITOCHONDRIALE D’H,S SELON BANERJEE ET AL.

Le groupe de Banerjee a proposé une hypothese différente, utilisant le glutathion GSH
comme accepteur du soufre de la SQR, pour former GSSH.B cette proposition est basée cette
fois sur I'activité de I'enzyme ETHEL, purifiée par le groupe, qui présente en effet une affinité
plus importante avec GSSH qu’avec d’autres substrats potentiels comme le persulfure du
coenzyme A, la thiocystéine, le glutathion réduit ou le thiosulfate. Le GSSH ainsi formé par la

SQR servirait de substrat a ETHE1, résultant globalement en une oxydation d’H,S en sulfite.

(Schéma A14).
SH
SQR ETHE1
GSH GSS N » S05%
CoQux CoQHs 0, + H0 GS +2H*

Schéma A14 : Formation du sulfite par le systéme proposé par Banerjee et al.?

Ce sulfite pourrait étre par la suite oxydé en sulfate par la sulfite oxydase, comme vu

| [52]

précédemment dans le systeme proposé par Jorns et al.,”* ou en thiosulfate par une rhodanése



catalysant alors une réaction inverse de sa réaction classique, c’est-a-dire par réaction du sulfite

avec un persulfure pour former le thiol correspondant et SSO5* (Schéma A15).

. Ifit
S03% + H,0 Syﬂdase » SO +2H" (1)
2cytcox 2 eyt Cred
’ Rhodanése )
S0;“ + RSSH » RSH + SS0O;~ (2)

Schéma A15 : Deux voies d’oxydation du sulfite en sulfate ou thiosulfate selon Banerjee et al.”¥

Aucune proposition n’est toutefois formulée quant au donneur de soufre nécessaire

pour cette étape, ni sur la régulation des voies sulfite oxydase/rhodaneése.

Si elle a I'avantage d’étre plus simple, cette hypothése est néanmoins contredite par le

R, alors que la forte activité

fait que le glutathion est un mauvais substrat de la SQ
dioxygénase de ETHE1 vis-a-vis du persulfure du glutathion démontrée par Banerjee et al. va

dans le méme sens que I'"hypothése formulée par le groupe de Jorns.

4. EFFETS BIOLOGIQUES

Finalement, dans ce paragraphe, nous allons trés brievement présenter les principaux
effets physiologiques attribués a H,S. Bien que certains soient maintenant assez bien établis,
d’autres nécessitent de plus amples investigations, en particulier en raison des fortes
concentrations en H,S auxquelles ils ont été observés. Il est a noter que plusieurs de ces effets

sont communs a NO et CO.

4.1. VASORELAXATION

Il est maintenant clair que le sulfure d’hydrogene, tout comme les deux autres
gasotransmetteurs NO et CO, joue un réle important dans la régulation endothélium-

dépendante des fonctions vasculaires. Les mécanismes de cette régulation ne sont pas encore
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clairement établis, et méme s’il a été proposé qu’H,S puisse agir en favorisant I'ouverture des
canaux potassiques ATP dépendants,“sl il a récemment été mis en évidence qu’il pourrait aussi
agir comme inhibiteur de I'activité phosphodiestérase PDE5A, une enzyme chargée de la
dégradation de la cGMP : ainsi, il a été montré que les activités vasorelaxantes de NO et H,S
sont mutuellement dépendantes, le monoxyde d’azote activant la synthése de la cGMP et le

sulfure d’hydrogeéne contrdlant sa dégradation.™

§4.2. EFFET PRO-ANGIOGENIQUE

Ces effets d’H,S sur le systeme vasculaire se retrouvent aussi dans la découverte qu’H,S
est un médiateur de I’angiogenése.[ss] Cet effet pro-angiogénique peut étre a la fois bénéfique,

[56]

par exemple dans le rétablissement du flux sanguin dans des tissus ischémiques™™' mais aussi

délétere dans le réle qu’il joue dans le développement de certains cancers comme celui du

colon, dans lequel la CSE semble étre fortement surexprimée.[57]

4.3. ROLE DANS LA BIOENERGETIQUE CELLULAIRE : H,S ET MITOCHONDRIES

En plus des effets pro-angiogéniques d’H,S, il semblerait que son implication dans

certains cancers provienne de sa faculté a interagir avec la chaine respiratoire mitochondriale.

H,S peut en effet, comme nous le verrons par la suite, inhiber la cytochrome c oxydase,
aussi appelée complexe IV de la chaine respiratoire, comme les autres gasotransmetteurs. La
réduction de la respiration mitochondriale conduit a une baisse du métabolisme cellulaire, et le
groupe de Roth avait ainsi induit une hibernation réversible chez des souris par inhalation de
H,S.*8 Malheureusement, I'espoir thérapeutique suscité par cette découverte fut de courte
durée, étant donné que le processus n’est pas applicable aux grands mammiferes. Mais surtout,
et en cela H,S est unique parmi les gasotransmetteurs, il peut aussi agir en tant que substrat de
la chaine respiratoire mitochondriale, en fournissant des électrons au coenzyme Q a travers
I'activité SQR décrite au préalable. Ainsi, I'addition de faibles concentrations de sulfure
d’hydrogéne conduit a une augmentation de la fonction mitochondriale de plusieurs types de

cellules, en particulier des cellules cancéreuses du colon.
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Enfin, I'activité de la dioxygénase mitochondriale ETHE1 nécessitant du dioxygene, elle

pourrait étre une des voies faisant intervenir le sulfure d’hydrogéne comme senseur de

I’hypoxie et ainsi protéger les cellules contre des dégats liés a la déplétion en oxygéne.[sg]

4.4, EFFETS DIVERS

De nombreuses autres fonctions physiologiques ont été proposées pour H,S, telles que

des effets anti-inflammatoires,  antioxydants,  anti-apoptotiques, = antiagrégants,

cardioprotecteurs, etc.l®”

5. MECANISMES D’ACTION

Il est pour le moment trop tot pour essayer de rationaliser les mécanismes moléculaires
d’action du sulfure d’hydrogene en biologie. Cependant, quelques réactions I'impliquant et
ayant des effets importants en biologie ont été décrites et c’est a celles-ci que nous allons

maintenant nous intéresser.

51 LA SULFHYDRATION
5.1.1. Sulfhydration des protéines

C’est en 2009 que le groupe de Snyder a fait les premiers pas vers la compréhension de

ces mécanismes moléculaires en introduisant une nouvelle modification post-traductionnelle
. [61] ¢+ . ~ Ly, , . Ly,

sous le terme de « sulfhydration »."°~ L’appellation en elle-méme a été contestée et il a été
proposé de la remplacer par le mot « sulfuration», qui respecte mieux les regles de
nomenclature UIPAC."® Le terme d’origine a cependant persisté et est désormais attribué a la
réaction présentée ci-dessous qui consiste en la transformation d’une cystéine protéique en

thiocystéine, son analogue persulfure (Schéma A16) :
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Schéma A16 : Principe de la sulfhydration des protéines

Cependant, cette réaction n’est pas équilibrée et devrait étre écrite comme suit

H-S
SH —» +2H + 2e
Cys Cy‘s

s
~SH

(Schéma A17) :

Schéma A17 : Equation équilibrée de la sulfhydration des protéines

Bien que le(s) mécanisme(s) n’ai(en)t pas encore été clairement identifié(s), la réaction
doit mettre en jeu un oxydant ou un dérivé oxydé de thiol. Nous pouvons proposer plusieurs

mécanismes, présentés dans le Schéma A18.

S.-R
(1) g  HsS ‘
Cie B
ys Cy\s

-RSH
S
“SH
OH
(2) J HsS
Cys
Y - HzO Cy\s
s
~SH
3) & ResH .\
Cys -RSH Cys
S
~SH

Schéma A18 : Propositions de mécanismes pour la sulfhydration des protéines

L’équation (1) met en jeu un disulfure et H,S, comme pour la réaction d’échange
thiol/disulfure. Bien qu’il ait été montré que la réduction d’un disulfure n’est pas favorable dans

les milieux biologiques en raison du pouvoir réducteur insuffisant du sulfure d'hydrogéne,[63]
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d’autres études ont montré qu’il était pourtant capable de réduire un pont disulfure de la

[64]

papaine”™™ et de réduire le pont Cys1045-Cys1024 du récepteur vasculaire du facteur de

65 sans que des persulfures ne

croissance endothélial VEGFR2 résultant en son activation,
soient toutefois mis en évidence. Cette réaction est aussi proposée lors de la premiere étape du

cycle catalytique de la SQR humaine décrit précédemment.

L’équation (2) propose une réaction analogue, aprés oxydation de la cystéine en son
analogue acide sulfénique par un oxydant tel que I'eau oxygénée. Ce mécanisme pourrait en
particulier intervenir dans la phosphatase PTP1B, qui comporte une cystéine sensible a H,0,, la

protéine étant quant a elle sulfhydratée et inhibée en présence de H,S.[6e]

L’équation (3) consiste a l'opposé en la réaction d’une cystéine protéique sur un

persulfure de faible poids moléculaire, comme celui du glutathion GSSH par exemple.

L'analogie de la sulfhydration avec la nitrosylation, une autre modification post-
traductionnelle dont I'importance est maintenant bien établie, est évidente.®” Cette derniere
consiste en effet en la formation de nitrosothiols par des dérivés oxydés du monoxyde d’azote

(Schéma A19).

NO
~SH f’
Cys -H" -1e Cy\s

S
“NO

Schéma A19 : Principe de la nitrosylation par des dérivés de NO

Il est méme possible d’écrire un mécanisme de sulfhydration a partir de la cystéine
nitrosylée aboutissant a la libération de HNO, et établissant ainsi un lien éventuel entre les deux
gasotransmetteurs. La sulfhydration et la nitrosylation modulent toutes les deux I'activité des
enzymes concernées et ont en général un effet opposé. On peut par exemple citer la
glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase (GAPDH) pour laquelle la nitrosylation de la Cys150
aboutit a l'inhibition de I'enzyme alors que sa sulfhydration conduit a une augmentation de
Iactivité de 700%.!® Des résultats similaires ont été obtenus par I’équipe de Snyder en 2013 a

propos de l'ubiquitine ligase Parkin et de son activité neuroprotectrice. Encore une fois,
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I'enzyme est inhibée par la nitrosylation et activée par la sulfhydration. De plus, une
augmentation de la forme nitrosylée et une diminution de la forme sulfhydratée ont été
constatées dans les cerveaux de patients souffrant de la maladie de Parkinson, renforcant
I’"hypothése de régulation croisée abordée plus haut et suggérant un intérét thérapeutique de

molécules libérant HZS.[Gg]

Enfin, il ne faut pas non plus oublier gu’en plus de moduler des activités enzymatiques,
la sulfhydration peut servir de réserve de sulfure d’hydrogéne, sous une forme non-toxique et
immédiatement disponible. En effet, la réaction décrite dans I'équation (1) du Schéma A18 est

réversible et peut aboutir a la libération de sulfure d’hydrogéne comme illustré dans le schéma

®. 9
—_—
Cy\s -H,S Cy\s

S S __R
“SH ~s

suivant (Schéma A20).

Schéma A20 : Exemple de libération de sulfure d’hydrogéne par réaction d’un thiol sur un persulfure

5.1.2. Sulfhydration d’électrophiles

Mais la sulfhydration ne concerne pas que les protéines, comme I'a montré le groupe de
Akaike en 2012, qui a pour la premiére fois utilisé le terme de « sulfhydration

d’électrophile ».1700

appellation est encore une fois abusive puisque seule une des réactions
décrite dans leur travail mérite cette dénomination. Il a été montré qu’H,S peut réagir avec des
électrophiles nitrés comme des acides gras nitro-substitués, ou avec des accepteurs de Michael
comme les quinones pour former des liaisons c—S."% ces travaux présentent aussi la réactivité
de la 8-Nitro-cGMP vis-a-vis d’H,S (Schéma A21), qui reste une des « sulfhydrations »

d’électrophiles les plus originales.

La guanosine monophosphate cyclique (cGMP) est un messager secondaire synthétisé

par la guanylate cyclase, une enzyme régulée par les monoxydes d’azote et de carbone. NO
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régule aussi la production de son dérivé nitré en position 8 dans les cellules inflammées, celui-ci

jouant aussi le réle de messager.m]

o
N N
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ClJ 0
H
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I
O cGMP o &NO2cGMP

Schéma A21 : Structures de la cGMP et de son dérivé nitré en position 8

La 8-NO,-cGMP a été montrée comme exercant un effet antioxydant, entre autres par
réaction avec une des cystéines de la protéine Keapl, conduisant au thioéther correspondant
selon un procédé nommé « S-guanylation » (Schéma A22).[72] Cette modification permet la
translocation du facteur de transcription Nrf2 dans le noyau conduisant a I'expression de

diverses enzymes anti-oxydantes.

Schéma A22 : S-Guanylation des cystéines[ 72l

La 8-NO,-cGMP réagirait dans les cellules de maniere similaire avec le sulfure
d’hydrogene, pour former le dérivé 8-SH-cGMP. In vitro, la réaction nécessite cependant une

catalyse par des métaux/métalloprotéines et de la cystéine, comme on peut le voir sur le
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diagramme ci-dessous (Figure A1l). Bien que le mécanisme reste a élucider, plusieurs
hypotheses, dont celle mettant en jeu la formation d’un intermédiaire persulfure peuvent étre
proposées. La formation de 8-SH-cGMP a partir d'H,S a été proposée comme une régulation de
I'activité du composé nitré de départ, renforgant I'hypothése d’une signalisation croisée entre

les deux gasotransmetteurs H,S et NO.
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Figure A1 : Effet de la cystéine et des métaux sur la sulfhydration de la 8-N02-CG/\/IP[70]

5.2. HSNO : CONFIRMATION DE LA CONNECTION H,S-NO

En effet, NO, le premier transmetteur gazeux mis en évidence, et H,S sont depuis
longtemps suspectés d’interagir ensemble. L’hypothése de la formation du dérivé HS-NO a été
proposée en 2006 comme régulatrice de I'activité vasculaire de NO, bien que la molécule n’ait
pas été identifiée.”® Ce n’est gu’en 2012 que HSNO fut généré par réaction du glutathion S-
nitrosylé GSNO avec du sulfure d’hydrogéne (Schéma A23) et caractérisé par des méthodes

classiqgues comme l'infra-rouge, la spectrométrie de masse et la RMIN.4!

H,S
“NO ———> GSH + HSNO

GS
Schéma A23 : Formation d’HSNO & partir de GSNO”*

HSNO est tres réactif. Il a en effet été montré par les mémes auteurs qu’il agit in vitro

comme donneur de NO°, NO" ou NO™ (Schéma A24).[74]
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NO + ", HSSH — = —=» —» Sz (1)

7

H.S
HSNO ———— » HNO + HSSH —» —» —» S35 (2

R
SH

R—SNO * H,s (3)
Schéma A24 : Métabolisme d’HSNOV*

Il a été mis en évidence au niveau cellulaire dans la formation de HNO (voie (2)),

[75) et dans la trans-nitrosylation (voie (3)),

molécule supposée avoir un réle cardioprotecteur,
par réaction avec un thiol. HSNO étant une petite molécule non-chargée, il est naturellement
perméable aux membranes, lui permettant ainsi d’atteindre une cible intracellulaire,
contrairement aux donneurs de monoxyde d’azote CysSNO et GSNO qui nécessitent un

transporteur spécifique et une cascade de réactions./’*7®!

5.3. INTERACTION AVEC LES METALLOPROTEINES

Enfin, le sulfure d’hydrogéne est aussi connu pour réagir avec les métalloprotéines, et

c’est a cette propriété que nous allons nous intéresser pour cléturer cette partie.
5.3.1. Hémoprotéines

On peut rappeler ici que le sulfure d’hydrogene est un gaz toxique avec une LC50
estimée a 800 ppm pendant 5 min et, comme pour les gaz CO, NO et HCN, cette toxicité passe
majoritairement par l'inhibition de la cytochrome c oxydase (Cco), le complexe IV de la chaine
respiratoire mitochondriale.””! || s’agit de la derniére enzyme de cette chaine respiratoire,
catalysant la réduction du dioxygéne en eau. Cette métalloprotéine possede treize sous-unités,
et son site actif est composé de deux centres métalliques, un fer héminique (Fe,s), et un cuivre

dans un environnement constitué d’histidines (Cug)."”®

Un modele fonctionnel a été utilisé par le groupe de Collman afin de I'étudier plus

17l

précisémen et les conclusions qu’il en a tirées sont qu’a forte concentration, le sulfure
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d’hydrogene interagit de maniere réversible avec la forme réduite de I'’enzyme [Fe(ll)-Cu(l)], le
modele semblant fixer deux molécules de gaz, I'une liée a I’heme ferreux, I'autre liée par liaison
hydrogene a la premiére. A faibles concentrations, I'affinité du Fe(ll) pour H,S est trop faible
pour observer une interaction, mais par contre la forme oxydée [Fe(lll)-Cu(ll)] de la Cco est
guantitativement réduite. Les résultats ayant été obtenus sur un modele, ils ne permettent pas
de totalement rationaliser les effets de H,S observés dans les tissus,[gol puisque dans ces
derniers en plus d’inhiber le complexe IV, H,S joue le rble de substrat de la chaine
mitochondriale.””® Ils confirment néanmoins le fort pouvoir réducteur d’H,S vis-a-vis des

hémoprotéines Fe(lll).

Ce pouvoir réducteur peut toutefois étre modulé par I'environnement protéique du site
héminique. On peut en effet le constater dans des études portant sur I’hémoglobine | du Lucina
pectinata, un coquillage présent dans les boues riches en sulfure d’hydrogéne, qui est capable
de transporter le sulfure d’hydrogéne jusqu’a atteindre des bactéries symbiotes ou il sera oxydé

Bal 5u bien sur les hémoglobines tronquées des bactéries Bacillus

pour fournir des électrons,
subtilis et Thermobifida fusca,[gl] dont le role biologique reste a déterminer. Toutes possedent
un centre Fe(lll) ayant une forte affinité pour le sulfure d’hydrogéne. Cependant, les modes de
coordination proposés sur le fer sont différents, avec dans le premier cas une coordination sous

forme H,S et dans le second cas sous forme HS'.

De maniére inattendue, dans Lucina pectinata, la forme protonée H,S est réductrice, et
il s’agit d’'un des mécanismes permettant sa dissociation. D’un autre c6té, dans les
hémoglobines tronquées des bactéries, le ligand HS', normalement plus réducteur que son
homologue protoné, ne conduit pas a la réduction du Fe(III).[gl] Des études de mutagenése
dirigée ont permis de faire la lumiére sur ce phénomene en mettant en évidence que le ligand
H,S est déstabilisé par une glutamine du site actif, jouant le réle d’accepteur de liaison
hydrogene pour la Lucina pectinata, augmentant alors le pouvoir réducteur du ligand, alors que
le ligand HS chez les bactéries Bacillus subtilis et Thermobifida fusca est stabilisé par un
tryptophane jouant le réle de donneur de liaison hydrogéne, limitant ainsi la réduction du

centre ferrique (Schéma A25).
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Schéma A25 : Sites actifs de ’'hémoglobine | de Lucina pectinata et de I’hémoglobine tronquée des bactéries

Bacillus subtilis et Thermobifida fusca

Mais H,S ne réagit pas qu’avec les métaux dans les protéines héminiques, il peut aussi
réagir directement avec I’'héme sous certaines conditions. La réaction est alors une modification
irréversible conduisant a la formation de sulfhémes, tels que la sulfhémoglobine ou la
sulfmyoglobine, celles-ci présentant une diminution significative de leur affinité pour

I'oxygéne.[gzl

La réaction peut s’effectuer aprés inhalation de sulfure d’hydrogéne gazeux, mais aussi
via une intoxication médicamenteuse, comme avec des sulfonamides. Il existe plusieurs

isomeres de sulfhéemes; des études RMN ont été menées sur plusieurs d’entre elles et ont

(83]

permis de proposer des structures,”™ avant qu’une structure aux rayons X du dérivé le plus

stable (Schéma A26) ne soit finalement obtenue en 1994184

HzS

(84]

Schéma A26 : Formation du sulfhéme le plus stable
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La formation de sulfhéme nécessite un intermédiaire ferryl de haut degré d’oxydation

(Porp*Fe'Y=0 ou PorpFe'V=0) et des travaux préliminaires réalisés dans notre équipe ont permis

de proposer le mécanisme illustré ci-dessous (Schéma A27).[85]

@
_ H _ / /
e - —H*b
Ha » R
TWE YT Ty ™
Fell Fell Fell Fell

Schéma A27 : Mécanisme proposé pour la formation du sulfhéme de la catalase’™

5.3.2. Métalloprotéines non-héminiques : enzymes a zinc

Bien que la majorité des études aient porté sur les hémoprotéines, H,S peut aussi réagir
avec d’autres métaux biologiques, comme le zinc. On sait tout d’abord qu’H,S peut inhiber des
enzymes a zinc comme des isoformes d’anhydrases carboniques,[86] bien que la relevance
biologique de cette inhibition reste a démontrer. Le cas des hémoglobines V1 et V2 des vers
marins tubicoles géants Riftia pachyptila est plus intéressant. Comme pour I’'hémoglobine | du
coquillage Lucina pectinata, elles ont pour réle de transporter le sulfure d’hydrogéne vers les

bactéries symbiotes.® !

Ces globines, qui coordinent aussi |'oxygene, lient le sulfure
d’hydrogene par des ions zinc complexés par des histidines et des glutamates a |'extérieur de la
structure globulaire plutdét que par coordination a I’'heme. L'utilisation de ces ions pourrait
permettre une adaptation permettant de limiter la formation de sulfhéme dans ces globines

transportant a la fois O, et H,S.1!

IV Outils moléculaires pour I’étude d’H,S

Maintenant que les principaux modes d’action du sulfure d’hydrogene ont été décrits,
nous allons nous intéresser aux différentes méthodes chimiques utilisées pour assister les
biologistes dans ces études. Nous allons dans un premier temps discuter des techniques
permettant de détecter le sulfure d’hydrogéne, puis nous nous intéresserons aux molécules

capables d’en libérer de maniére contrdlée dans les milieux biologiques tels que des cellules et
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des tissus, étant donné I'importance de ces deux classes de composés dans la compréhension

du role d’H,S en biologie.

1. DETECTER ET QUANTIFIER H,S

La difficulté a observer H,S a provoqué un besoin de senseurs pour le détecter et le
guantifier. Il s’agit d’un point essentiel dans I'étude de ses mécanismes d’action. De nombreux
progrés ont été effectués depuis les premiéres méthodes dénaturantes, de sorte que la
détection et la visualisation d’H,S dans les cellules et les tissus est maintenant envisageable,
méme si la quantification en milieu complexe reste un défi. Afin d’illustrer ces propos, on peut
suivre les discussions portant sur les concentrations d’H,S circulant dans le sang ou le plasma,
variant d’un facteur 10° entre quelques nanomolaires et plusieurs centaines de
micromolaires.®® Ces différences de valeurs peuvent étre expliquées par les méthodes de

dosage utilisées, que nous allons passer en revue en nous concentrant sur les plus utilisées.

1.1. QUANTIFIER H,S : LE BLEU DE METHYLENE

La premiére méthode que nous aborderons est la détection au bleu de méthylene qui
est une des plus utilisées pour détecter le sulfure d’hydrogéne.[ggl Elle est tres sensible
(de 'ordre du nanomolaire), et facile a mettre en ceuvre. H,S réagit avec la N,N-dimethyl-p-
phenylenediamine et FeCl; en milieu acide, formant ainsi le bleu de méthylene (Schéma A28).
La forte coloration bleue (Amax = 670 nm) accompagnant sa formation dure jusqu’a 60 min.
Malgré son succés dans de nombreuses études, cette méthode n’est cependant pas sélective
d’H,S. En effet, les conditions acides utilisées sont dénaturantes, et au final la quantification
reflete la concentration en H,S libre, a laquelle il faut ajouter le soufre dit « labile » (tel que
celui présent dans les persulfures R-SSH), ainsi que le soufre dit « lié » (comme les sulfures
provenant notamment de la destruction des clusters fer soufre). La courbe de calibration n’est
pas non plus linéaire au-deld de 10 pM, a cause de la formation de diméres et trimeéres.”

Cependant, entre 2000 et 2010 plusieurs dizaines de déterminations de la concentration

sanguine ou plasmatique d’H,S ont été proposées avec cette technique, avec des valeurs allant
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de 0.55°% 3 298 uM.[gz] Il est évident que I'utilisation de telles valeurs sans le moindre recul n’a
pu que conduire a des résultats erronés lors des études physiologiques ; il parait effectivement
impossible d’atteindre de telles concentrations d’'un gaz aussi nauséabond sans pouvoir

détecter son odeur.

|
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2 /O/ b : FE3+ /Q: D\ + 6 F92+
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~ X+
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Schéma A28 : Détection par formation de bleu de méthylene

1.2. QUANTIFIER H,S : ELECTRODE SELECTIVE A H,S

Il a fallu attendre 2008, aprés une amélioration majeure des électrodes a ion sulfure®

qui nécessitaient jusqu’alors de travailler en conditions dénaturantes basiques, pour enfin
obtenir des valeurs plus proches de la réalité.® Il a ainsi été montré qgue dans tous les modeles
animaux étudiés, la concentration de H,S était sous le seuil de détection de la méthode
(100 nM). Le principe de ce senseur est schématisé ci-dessous (Schéma A29). La sélectivité est
obtenue a I'aide d’'une membrane perméable uniquement aux molécules apolaires de petite
taille, la détection se faisant par réoxydation du ferrocyanure (résultant de la réduction a pH 12

du ferricyanure par HS') a I'électrode.

potentiel fixe

électrolyte & pH =12
HoS ——™HS

Fe3" + HS —=Fe?" + 0.5 HSSH

Fe2+ _Slectrode Fed* ——— intensité de

courant

Schéma A29 : Principe de I’électrode sélective a H,S
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Cette technique présente deux inconvénients majeurs : sa faible sensibilité (de I'ordre
du uM), ainsi que la nécessité de travailler en milieu liquide, qui empéche son utilisation sur des
tissus. Elle a cependant permis un certain nombre d’avancées, en plus de la démonstration de
I’'absence de quantités détectables d’H,S libre dans le sang ; c’est notamment cette méthode de
détection qui a été utilisée pour démontrer que les effets vasodilatateurs de I'ail étaient liés a

sa faculté de libérer H,S.1°"

1.3. VISUALISER H,S : LES SONDES FLUORESCENTES

La derniére méthode que nous allons aborder est la détection par fluorescence. Cette
derniére, qui est une technique sensible, facile a mettre en ceuvre, et utilisable de facon
routiniére en microscopie pour de I'imagerie cellulaire ou tissulaire, a récemment été appliquée
a la problématique H,S. Au début des travaux décrits dans ce manuscrit, peu de publications
s’'intéressaient a la détection du sulfure d’hydrogéne par fluorescence, et les sondes étaient
simplistes. Cependant, ce domaine est devenu trés actif a partir de 2011, avec la parution de la
[96]

premiére molécule capable de détecter H,S dans des cellules par le groupe de Chang,

publication suivie par plusieurs dizaines d’autres depuis.
Développer une sonde efficace pour H,S nécessite de remplir plusieurs conditions :

- Tout d’abord, les propriétés de fluorescence en présence et en absence d’H,S doivent
étre différentes. Cette variation peut étre une augmentation de l'intensité de fluorescence
(sonde dite « off-on » ou « turn on »), une diminution de I'intensité de fluorescence (sonde dite
« on-off » ou « turn off »), ou une variation des longueurs d’ondes d’excitation ou d’émission

(sonde ratiométrique).

- Ensuite, cette sonde doit étre sélective pour H,S, et doit en particulier étre inerte vis-a-
vis des autres molécules soufrées présentes en biologie a des concentrations largement plus

importantes (glutathion : 1-10 mM, cystéine : 100- 500 uM).
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1.3.1. Principe général de la fluorescence

A température ambiante, une molécule occupe généralement I’état fondamental (S0).

Un photon d’énergie suffisante hv, est nécessaire pour passer de cet état SO a un état excité S,*.

Suite a l'absorption de ce photon, la molécule perdra généralement de I'énergie pour se
stabiliser au premier niveau d’énergie singulet disponible S1 par un procédé appelé conversion

interne.

C'est a partir de cet état fondamental S1 que la molécule va pouvoir emprunter trois
voies lui permettant de retourner a I'état fondamental SO, comme on peut le voir sur le

diagramme de Jablonski ci-dessous (Schéma A30).

La premiere de ces voies, et celle qui va nous intéresser, est la fluorescence. Elle
consiste en la transition de I'état S1 a I'état SO par émission d’un photon d’énergie hve
nécessairement inférieure a I'énergie absorbée hv, en raison de la dissipation d’énergie avant la
fluorescence. En pratique, cela signifie que la longueur d’onde observée (Aem) sera supérieure
a la longueur d’onde d’excitation (Aex), la différence étant appelée déplacement de Stokes. On

pourra noter que sa largeur dépendant notamment de la molécule et du solvant utilisé.
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Schéma A30 : Diagramme de Jablonski®”!
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Les molécules fluorescentes sont généralement des molécules hétérocycliques

conjuguées[%] et leurs propriétés de fluorescence sont intimement liées a cette conjugaison.

Ainsi, un élargissement du systéeme © de la molécule conduit généralement a un déplacement

du spectre de fluorescence vers les plus hautes longueurs d’ondes, ainsi qu’a une augmentation

du rendement quantique de fluorescence qui rend compte de I'efficacité du transfert radiatif,

et qui se reflete par une plus grande intensité de fluorescence du point de vue expérimental.

Ceci offre une premiére approche vers I'un des pré-requis au développement d’'une sonde

fluorescente, a savoir la variation de l'intensité de cette derniére ou le déplacement de ses

longueurs d’ondes d’excitation ou d’émission, en présence de la molécule d’intérét.

1.3.2. Quenching

Une seconde stratégie permettant d’obtenir une variation de I'intensité de fluorescence

d’un fluorophore est le quenching ou extinction de fluorescence en francais. Plusieurs

mécanismes conduisent a une diminution de la fluorescence d’un fluorophore et ceux-ci sont

résumés dans le Tableau A4 ci-dessous:

Photophysical process M* + Q — products Donor  Acceptor
Collision with a heavy atom (e.g., 1", Brin M*'+Q — M+ Q + heat
CBry)? or a paramagnetic species (e.g.
0,, NO)"
Electron transfer ID*+A—=Dt+ A" 1p* A
IA*+D— A" +D* D 1A*
Excimer formation IM* 4+ M — }(MM)*
Exciplex formation ID* +A — 1(DA)* 1p* A
1A* + D — (DA)* D 1A%
Proton transfer AH®*+B — A" +BH" AH* B
B*+AH — BH™ + A~ AH B*
Energy transfer ID* +1A— D+ A" 'p* 1A
D* +1A - 1D 4 3A ’D* A
3D* +3A - D437 ’pD* A
1M¥+1M_.]M+1Mt 1M¥ IM

Tableau A4 : Différents mécanismes intervenant dans le quenching[98]

Le mode de quenching le plus utilisé dans le développement de senseurs fluorescents

pour H,S est sans conteste le transfert d’électron photoinduit (PET). Ce dernier consiste a placer

un réducteur ou un oxydant a proximité du fluorophore dans la molécule. Ce groupement rédox
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va alors interagir avec |'état excité du fluorophore, bloquant la transition radiative S1 - SO

(Schéma A31).
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_l_ HO  quencheur pauvre en e- quencheur réduit

état excité du
fluorophore

fluorophore oxydé

Schéma A31 : Principe du PET

1.3.3. Stratégies permettant une sélectivité vis-a-vis des thiols

Quatre grandes stratégies ont été utilisées pour développer des sondes fluorescentes

sélectives au sulfure d’hydrogéne :

- Le déplacement de ligand de complexes de coordination
- Le fort pouvoir réducteur d'H,S
- L’utilisation du plus bas pKa d’H,S par rapport aux thiols

- La présence de 2 pKas successifs dans H,S

Ces stratégies vont nous servir de fil conducteur pour présenter les molécules les plus

intéressantes rapportées dans la littérature ces 3 derniéres années.

a. Sondes par déplacement de ligand

Cette premiere stratégie tire parti de la forte affinité du sulfure d’hydrogéne pour les

cations métalliques. Les complexes de coordination réagissent donc aisément avec H,S, pour



conduire a des espéces dont la nucléarité est parfois difficile a controler, et pouvant aller, si

I’affinité des autres ligands pour le métal est faible, jusqu’a la formation de sulfures métalliques.

Cette derniere réaction est d’autant plus favorable que ces sulfures sont en général trés peu

solubles (Kswpns = 103 KShgs = 10'53M).

e Sonde basées sur le zinc(ll)

Le laboratoire a été parmi les premiers groupes a s’intéresser au développement de
sondes pour H,S en milieu aqueux, basées sur la chimie de coordination. Ainsi, le complexe de

zinc représenté ci-dessous basé sur un motif hydridotris(pyrazolyl)borateTpPh"\’Ie

et comportant
un ligand thiolate coordiné au métal est fortement fluorescent.® En présence d’H,S, dans un
mélange 50/50 HEPES (pH 7.4)/acétone, la fluorescence du complexe diminue, en raison de la

substitution du thiolate peu fluorescent par le sulfure d’hydrogéne (Schéma A32, Figure A2(A)).

H H
N Ay N N y N,
SN N/ N + HS SN N N
P — T N
-
n — HQS ,Zn
U -
s +
O . 0 SH
0]

Schéma A32 : 1°° sonde sélective & H,S, complexe de zinc hydridotris(pyrazolyl)borate

Cette sonde est sélective pour H,S; en effet, ce dernier éteint la fluorescence
(Figure A2(B), cuve a) apres ajout de 5 eq, alors que les deux autres cuves restent
luminescentes, et ce méme apres ajout de 100 eq CysSH ou de 100 eq GSH comme visible plus

bas.

43



80

60

40

20

Fluorescence intensty (a. u.)

370 420 470
wavelength (nm)

Figure A2 : A : Evolution de la fluorescence de la sonde basée sur le zinc aprés ajout de 0, 1, 2, 3, 4, 10 et 20 eq HS ;

B : Fluorescence de la sonde a zinc apres addition de (a) 5 eq H,S, (b) 100 eq CysSH, (c) 100 eq GSH™

Cette sélectivité est probablement essentiellement liée a la différence de pKa entre H,S
et les thiols, le mécanisme réactionnel faisant intervenir la protonation du thiolate coordiné lors
de la réaction d’échange de ligand, méme si des composantes électrostatiques (la cavité du

Ph,Me

ligand Tp étant apolaire) et/ou stériques peuvent aussi étre impliquées.

Ce senseur présente cependant deux inconvénients majeurs : sa faible solubilité dans
les tampons aqueux, et son appartenance au type turn-off qui offre une lecture moins aisée
gue les sondes turn-on. Malgré ces inconvénients, ce senseur a zinc était la seule sonde

sélective décrite au début de cette these.

e Sondes basée sur le cuivre(ll)

Une autre série de sondes a depuis été proposée dans la littérature, basée sur le Cu(ll).
En effet, ce dernier est un excellent quencheur de fluorescence, a la fois par PET, mais aussi par

transfert d’énergie et « effet d’atome lourd ».11%% Catte nouvelle famille s’appuie sur le principe

[101] [102] »

utilisé par les sondes a iode ou a cyanure, a savoir la démétallation d’un ligand dont la
fluorescence est éteinte par le cation paramagnétique, ce qui restaure son émission
(sonde « turn on »),[102] la formation de sulfure de cuivre CuS étant facilitée par son insolubilité

(Kscus = 10°'M).
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[103] e type de dérivés

Par une étude systématique de diverses entités coordinantes,
(Schéma A33) est passé d’une sonde ne présentant aucune sélectivité vis-a-vis des thiols avec
un ligand dipicolylamine (DPA) a une sonde présentant une sélectivité importante avec un

. . . s a . . s, s .z 104
ligand cyclen. Par la suite, plusieurs senseurs basés sur le méme principe ont été publles.[ o4

0 0
/\I\/@JH /“\/C
HN HN
g
(] w O IS
COOH 2 COOH Avec i =

. N NH
- +  CuS N = N ou H
-2H* _+ . Ng, N

= ‘ clen
= cy!

HO (0] o} HO O o] DPA

Schéma A33 : Principe des sondes a cuivre(ll)ms]

b. Sondes utilisant la réduction de groupements azotés

D’autres groupes ont trouvé des moyens différents d’exprimer la sélectivité en utilisant
par exemple le fort pouvoir réducteur du sulfure d’hydrogéne pour réduire des groupements
azotés oxydés. H,S est en particulier utilisé pour réduire des dérivés nitro—aromatiques[lo‘r’]ou
bien des azotures pour de la glycochimie.[1061 Ceci a été mis a profit pour synthétiser de
nombreuses sondes sélectives a H,S, puisque les thiols ne sont pas capables d’effectuer cette

réduction.

Le principe de ces senseurs est toujours le méme : restaurer/augmenter la conjugaison
de la molécule par réduction de groupement N3, NO, ou NHOH en NH,. La plupart des sondes

comportent un azoture, car plus facile a introduire.

Le mécanisme est apparenté classiqguement a la réduction des azotures par les
phosphines selon une réaction analogue a la réaction de Staudinger (Schéma A34). L’anion
hydrosulfure attaque sur Il'atome d’azote terminal pour former un intermédiaire
mercaptotriazane qui se réarrange pour libérer du diazote et former la thioamine
correspondante. Cette derniere est ensuite aisément réduite pour former du persulfure

d’hydrogene qui évoluera en soufre élémentaire et libérer ainsi I'amine formée.

45



NH,

N- SH- Ne) H* H H.S R”
R” ‘Ngv/— i 2
oN T = REN G e gy s
As HSSH

Schéma A34 : Mécanisme proposé pour la réduction de groupement azotés par H,S

[107] [96,

Les squelettes de choix vont ici étre les dérivés de type coumarine ou rhodamine,

1081 comme illustré dans le schéma ci-dessous (Schéma A35). Ce dernier présente la premiére

[96]

sonde capable d’imager H,S dans les cellules, basée sur une rhodamine,” ainsi qu’une sonde

basée sur une coumarine utilisée pour visualiser le sulfure d’hydrogéne endogéne dans des

. . 107
tissus cardiaques.**’?!

R N R NH,*
(X1 90¢

Y

S H.S S

N3 o~ o HoN o Yo

Schéma A35 : Principe des sondes a réduction de groupements azotés

On peut aussi trouver quelques exemples de sondes par réduction de groupement

nitro™®® 1! et une sonde par réduction d’hydroxylamine publiée en 2012 avec des

mécanismes analogues.

c. Sondes basées sur la nucléophilie d’H,S

Une autre classe de senseurs est basée sur le simple fait que le pKa d’H,S (6.98) est plus

bas que celui des thiols RSH (pKacyssh = 8.00 ; pKagsh = 8.66). Ceci implique en effet une plus
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grande concentration de la forme nucléophile HS en solution par rapport a la forme RS a pH

physiologique.

Quatre sondes ont été proposées sur ce principe. La premiére est une sonde

ratiométrique, basée sur la modification du squelette conjugué de la molécule par addition

[111]

d’H,S au cycle indolénium, semblable a la deuxieme ou l'attaque d’H,S sur une position

pauvre en électrons aboutit a la rupture du systeme m et a une modification de la longueur

112
).[ |

d’onde d’émission (Schéma A36

Schéma A36 : Sondes ratiométriques basées sur la nucléophilie du sulfure d’hydrogéne

par réarrangement du systéeme

Les deux autres utilisent la classique déprotection de dérivés de type tyrosine protégée
par un groupement dinitrophényl (Schéma A37).[113] Ce dernier joue dans ces sondes le role de
quencheur, la fluorescence étant éteinte par un mécanisme de type PET vers cet aromatique,

résultant au final en une sonde de type « turn on ».
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Schéma A37 : Sondes basées sur la nucléophilie du sulfure d’hydrogéne avec libération de dinitrothiophénol

Ces sondes montrent toutes une trés bonne sélectivité vis-a-vis des thiols tels que la

cystéine, le glutathion ou I’homocystéine.

d. Sondes basées sur les deux pKas d’H»S

Enfin, une derniére stratégie tres élégante développée par plusieurs groupes s’appuie
sur I'existence des deux pKas d’H,S, et donc sur la possibilité qu’a cette molécule d’effectuer
deux réactions successives en tant que nucléophile. Le principe est illustré dans le Schéma A38,

qui décrit la premiére sonde basée sur cette stratégie.

Dans un premier temps, H,S ou les thiols réagissent avec la sonde pour conduire a
I’'hémithioacétal ou au thioacétal, respectivement. Seul le premier peut ensuite réagir
intramoléculairement avec l'accepteur de Michael, qui joue le réle de quencheur de

fluorescence par PET, et ainsi allumer la fluorescence de la sonde.!'**!
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OMe

Schéma A38 : Principe des sondes a deux pKas basées sur un accepteur de Michael™*

La sonde présentée dans le Schéma A39 s’appuie sur le méme principe, en utilisant une
cascade de réactions différente. La premiere étape est la réduction d’un pont disulfure, qui
conduit soit a la formation d’un intermédiaire persulfure (réaction d’H,S) soit a la formation
d’un autre disulfure (réaction d’un thiol). Le persulfure peut ensuite cycliser sur la fonction

ester pour former la benzodithiolone et ainsi libérer le quorophore.ms]

S—SH s
\
» HO.
& H.S o S + “Fluorophore
=N \Fluorophore
e}

S—S (6]
O. 0] OMe
2090
0] O..
Fluorophore

Schéma A39 : Principe des sondes a deux pKas basées sur un disu/fure[m]
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Ainsi, en moins de 4 ans, ce domaine a connu une trés forte expansion. Des premiéres
sondes non-hydrosolubles du début, nous avons maintenant atteint des molécules sélectives
capables d’imager le sulfure d’hydrogene endogéne dans des tissus. Des améliorations notables
ont eu lieu, en ce qui concerne les temps de réponse des senseurs, passés de 'ordre de I'heure
a la minute ; la sensibilité des sondes (bien que toujours exagérée dans les articles), avec des
limites de détection annoncées actuellement de l'ordre de la dizaine de nanomolaires.**®
L’excitation utilisant un rayonnement ultraviolet est maintenant de plus en plus souvent
remplacée par des longueurs d’onde infra-rouges moins toxiques et pénétrant plus
profondément dans les tissus biologiques.[lwa’ 7 Finalement, le ciblage de ces sondes vers des

organelles d’intérét, comme les mitochondries, est en cours de développement.mk]

2. LIBERER DU SULFURE D’HYDROGENE : LES DONNEURS

La seconde grande famille d’outils indispensables aux études liées a H,S en biologie
concerne les donneurs d’H,S. Ces molécules, en plus de leur intérét en recherche

fondamentale, pourraient aussi avoir un réle thérapeutique.[lls]

La grande majorité des études biologiques utilise H,S sous ses formes salines NaSH
et Na,S, et souvent a des concentrations loin d’étre physiologiques, en raison des problémes
discutés plus haut. Cependant, ces derniers sont des donneurs immeédiats d’H,S, appelés
« donneurs rapides » qui ne reproduisent pas la biosynthése du sulfure d’hydrogéne, qui est
continue.*™ Ainsi, il est toujours difficile de différencier entre les effets réellement dus au
sulfure d’hydrogene et ceux résultant d’artéfacts liés a 'utilisation de donneurs immédiats en
trop forte concentration (>40 uM). En effet, I'addition de telles solutions de sulfure
d’hydrogene a des cultures cellulaires, des tissus, voire a des modeéles expérimentaux
d’animaux, résulte en une inhibition de la respiration mitochondriale, et a une réponse a

I’hypoxie de I'organisme considéré.!!

Pour pallier a ce probleme, des molécules, appelées « donneurs lents» ont été

développées. Elles ne conduisent plus a une libération immédiate d’H,S, mais a un relargage
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progressif, le plus souvent aprés une activation métabolique. Ces composés peuvent étre
classés en plusieurs catégories, et nous commencerons tout d’abord par séparer les molécules

naturelles des donneurs synthétiques.

2.1. LES DONNEURS NATURELS

Parmi les donneurs naturels, les plus anciens sont incontestablement ceux contenus
dans I'ail, dont les propriétés sont connues depuis I'antiquité. Il a été récemment mis en
évidence que ses effets vasodilatateurs sont liés a la génération d’H,S par réaction entre le
glutathion et plusieurs molécules soufrées telles que les diallyl disulfure (DADS) et diallyl
trisulfure (DATS) (Spectre Al).[95] Ces réactions font intervenir des persulfures intermédiaires,
comme indiqué sur le Schéma A40. On considéere qu’un autre composé soufré présent dans I'ail,
le E-ajoene, agit lui aussi comme donneur d’H,S bien gu’il n'y ait pour I'instant pas d’étude le

mettant clairement en évidence.

110 Spectre Al: Mesure de libération d’H,S par
s 80 - "A’S'SIS\A différents composés soufrés présents dans [ail
3 P~-88°\F  (de haut en bas : DATS, DADS, DAS (diallyl sulfure),
g‘ = GSH / A NN AMS (allyl methylsulfure), DPDS (dipropyldisulfure),

20 1 \ S 100 uM, dans PBS 10 mM avec 50 uM DTPA) aprés
 — ' ' ' , e g addition de GSH 2 mM™
0 2 4 6 8 10

Time (min)

/\\/S\W —_— GS\/\ + ’//\/S\EH — » HS+ GSS\/\

Schéma A40 : Mécanisme de formation d’un persulfure apres addition de GSH

Bien évidemment les acides aminés intervenant dans la biosynthése d’H,S présentée au
préalable dans le manuscrit sont aussi des donneurs naturels d’H,S, et dans ce cadre la cystéine,

la cystine, I’homocystéine ou leurs dérivés comme la S-allyl cystéine ont été utilisés.

51



:2.2. DONNEURS SYNTHETIQUES

Mis a part les donneurs naturels de sulfure d’hydrogéne, des molécules synthétiques
ont été développées. Plusieurs fragments organiques sont utilisés de maniere récurrente dans
ces molécules, les plus courants étant les dérivés du réactif de Lawesson et ceux des

dithiolethiones.
2.2.1. Dérivé du réactif de Lawesson : GYY4137

Le GYY4137 est un dérivé du réactif de Lawesson, un agent de thionation couramment

utilisé en synthése organique, publié en 2008 par I'équipe de Moore (Schéma A41).[120

0.
S\\ /S\ //S Il / \
12 MeO R P OMe + 2 > MeO P—S"H,N 0
S N DCM, RT N
H

Réactif de Lawesson GYY4137

Schéma A41 : Synthése du donneur GYY4137 a partir du réactif de Lawesson™”

Il est rapidement devenu un donneur important dans I'arsenal des chercheurs
s'intéressant a |'étude des effets biologiques d’H,s. 12 Cependant, d’un point de vue
moléculaire, cette molécule demeure un mystére et son mécanisme d’activation reste a mettre
en évidence. Bien qu’une réaction d’hydrolyse (Schéma A42) ait été proposée, elle est
extrémement lente et ne peut notamment pas rendre compte des effets vasodilatateurs

observés lors de son utilisation.

— o — o —
MeOOE—S‘*HzU + H0 MeOOg—S'*HZN o_ + HO Meo@g—o*mw o
| —_— | _— |
) o 0 o 0
0 0 o

Schéma A42 : Mécanisme de libération d’H,S proposé par hydrolyse du donneur GYY4137
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2.2.2. Dérivés de type dithiolethione

Les dérivés de I'anéthole dithiolethione (ADT) et de son métabolite principal ADT-OH
(Schéma A43), ont aussi été fréquemment utilisés. Les mécanismes pouvant conduire a la

libération d’H,S restent hypothétiques, et ils sont présentés dans le schéma ci-dessous.
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Schéma A43 : Hypothéses proposées pour la libération d’H,S & partir du motif ADT-OH™?

Le principal avantage de ce motif ADT-OH est sa dérivatisation extrémement aisée,

par fonctionnalisation du groupement phénol. Ceci a permis sa conjugaison a de nombreuses

[91, 122] [123]

molécules thérapeutiques, comme a des AINS tels ['aspirine, le diclofénac,

[124] [125]

I'ibuprofene~*™ ou bien a la L-DOPA pour le traitement de la maladie de Parkinson.

Dans le cas des AINS, l'introduction d’'un donneur de H,S réduit significativement leurs
effets secondaires, et en particulier I'inflammation gastro-intestinale.[lzs] La conjugaison a la L-

1251 ce dernier

DOPA conduit aussi a un effet protecteur, notamment neuroprotecteur.
composé présente d’ailleurs probablement un intérét sous-estimé a I'époque, étant donné les

derniers résultats sur la protéine Parkin et HZS.”Z”
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2.2.3. Autres donneurs :

D’autres familles de donneurs ont été développées de maniére plus rationnelle.

e Les premiers sont des dérivés d’acides aminés : la thioglycine et la thiovaline.[?®!

Ces composés sont stables en milieu acide et basique, et libérent H,S en présence de
bicarbonate, qui est présent a une concentration de 27 mM dans le sang. La libération de
sulfure d’hydrogene atteint un maximum entre une et deux heures et s’effectue comme

présenté dans le Schéma A44, par cyclisation intramoléculaire aboutissant a I'oxazolidine-2-5-

dione.
R R R
O +Hcos HN © }ﬁ/o
HaN e )\ - = H“}/O + HpS
SH  -HO 0” NoH" K

Schéma A44 : Mécanisme de libération d’H,S par les donneurs dérivés d’acides aminés

e En 2011, Xian et al. ont publié les premiers donneurs de sulfure d’hydrogéene
dont la libération s’effectue par attague de thiols biologiques comme la cystéine ou le
qutathion.[m] Ils appartiennent a la famille des N-(benzoylthio)benzamides et plusieurs dérivés
ont été synthétisés suivant ce modele. Il s’agit de composés stables en solution
(tampon phosphate 20 mM) jusqu’a I’addition du thiol. Celui-ci provoque alors une libération
de sulfure d’hydrogéne en solution. Le mécanisme a été élucidé et est présenté dans le
Schéma A45. Le thiol choisi comme activateur attaque sur le carbonyle en alpha de I'atome de
soufre pour libérer la thioamide, puis un deuxiéme équivalent de thiol forme le persulfure
correspondant. Un troisieme et dernier équivalent de thiol attaque sur le soufre proximal pour

former le disulfure et ainsi libérer H,S.

Toale D 1L
H

- R—SH

\[( ——== " N S R—§ ——— »R—S-S-R

0) T _ )|\ SH +H2S
R “NH;

Schéma A45 : Mécanisme de libération des donneurs de Xian™?"
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e En 2013, le groupe de Xian a publié sa deuxieme génération de donneurs activés
par des thiols biologiques, faisant toujours intervenir des intermédiaires clefs persulfures. Afin
d’éviter la réduction du pont S—S par les thiols activateurs et d’obtenir exclusivement |'attaque
sur le carbonyle de l'acyle conduisant a la déprotection du persulfure, la pénicillamine,
analogue de la cystéine encombrée stériquement en a de I'atome de soufre, a été utilisée
(Schéma A46). Un deuxiéme équivalent de cystéine attaque ensuite soit minoritairement sur le
soufre proximal (voie A) pour libérer directement H,S par formation du disulfure, soit
majoritairement sur I'atome de soufre distal pour former la thiocystéine qui libére H,S par

formation de cystine a I'aide d’un troisieme équivalent de cystéine.

NHAC
BuHNWS\S,Cys + HoS
Ors o 20%
HS,Cyde
NHAC i NHA g™
BuHN S BuHN S
r)
[0} & (o] a’ﬁlve
cyss— Cysagn<®
SH NHAC
Ph Cy?
BuHN SH , &
SH
o}
Cy?
SH

Cys< .S~ + H;S
Vs
80%
M€ génération de donneurs

[130]

Schéma A46 : Mécanisme proposé pour la 2

activés par les thiols biologiques, ici la cystéine

Ces nouveaux donneurs ont été décrits comme libérant lentement H,S avec un
maximum atteint entre 36 et 60 min et comme protégeant les souris contre les |ésions causées

au niveau cardiaque par I'ischémie-réperfusion.

Comme c’était le cas pour les sondes fluorescentes, les développements récents
concernant ces donneurs lents se dirigent vers un ciblage des organelles, ainsi que vers le
développement de molécules capables de libérer plusieurs gasotransmetteurs, comme celle du

Schéma A47 capable de libérer a la fois NO et HZS.[m]
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Aspirine

Schéma A47 : Donneur basé sur l'aspirine présentant un groupement donneur d’H,S

et un groupement donneur NO™"

Y Objectifs de these

Le sulfure d’hydrogéene intervient donc dans de multiples processus biologiques. Afin
d’aider a la compréhension des mécanismes sous-jacents a son role de gasotransmetteur, il est
important de disposer d’outils moléculaires, tels que ceux qui ont été développés pour le

monoxyde d’azote NO.

Au début de cette thése, aucune sonde fluorescente sélective du sulfure d’hydrogéne en
solution aqueuse n’était décrite dans la littérature, malgré une forte demande des biologistes

pour de telles molécules.3

Les premiers donneurs lents de sulfure d’hydrogéne
commencaient a étre développés, mais ceux-ci étaient basés sur des chassis moléculaires trés

classiques.

L'activité de I'’équipe étant centrée sur les métaux et les especes soufrées, nous avons
souhaité répondre a ce manque d’outils en utilisant la chimie de coordination afin de

synthétiser deux types d’outils moléculaires :

- Des sondes fluorescentes sélectives a H,S basées sur une utilisation originale de la
chimie de coordination, privilégiant I'attaque du sulfure d’hydrogene sur le ligand plutot que
sur le centre métallique, par opposition aux sondes par déplacement de ligand présentées plus

haut. L'objectif est d’améliorer les points faibles de la sonde a zinc mise au point au laboratoire,
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en synthétisant de nouvelles sondes sélectives qui conduisent a une augmentation de

fluorescence (« turn-on ») en présence d’H,S, dans un tampon aqueux.

- Des donneurs lents de sulfure d’hydrogéene basés sur la chimie organique ou de
coordination, utilisant une activation endogéne. Cette derniére peut par exemple étre la

réaction entre le donneur et un thiol présent dans tous les milieux biologiques.

En plus de ce développement d’outils, nous nous intéresserons aussi a la synthése du
premier complexe de fer comportant un ligand hydrosulfure stabilisé par une liaison hydrogene
dans la sphére de coordination du métal, a la maniére des bactéries Bacillus subtilis et

Thermobifida fusca.
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CHAPITRE Il : SONDES A SULFURE D’HYDROGENE

Ce deuxiéme chapitre est consacré a nos travaux visant a développer des sondes
fluorescentes sélectives du sulfure d’hydrogene, en utilisant la chimie de coordination d’une

maniére originale.

En effet, la stratégie adoptée est différente de celles utilisées pour les sondes a H,S
basées sur la chimie de coordination utilisant du cuivre ou du zinc. Au lieu d’utiliser le métal
comme centre de réactivité, ce qui conduirait a la formation de sulfures métalliques insolubles
et a la libération du ligand (qui peut se révéler toxique une fois démétallé[133]). Nous
envisageons de l'utiliser comme quencheur de fluorescence, la réactivité avec le sulfure

d’hydrogene ciblant le ligand.

Cette approche nécessite, en raison de la forte affinité d’H,S pour les métaux de
transition, d’utiliser un centre métallique inerte. Il faut donc un métal dont la sphére de
coordination est saturée, et cinétiquement inerte vis-a-vis de la dissociation de ligands.

M(H,0) )" + H,0  —FK—3m [M(H,0)1(H,0)* + H,0

Schéma B1 : Equation utilisée pour la détermination des constantes cinétiques d’échange des métaux

Classe IV Classe lll Classell Classel|
lifetime (T, sec)
10 8 6 4 2 0 -2 -4 £ & -10
10 10 10 10 10 1 10 10 10 1 1
. ,Rb"
2 3¢
Ca Ba
T 10
Ru® v i * Fe'Co Mn cricd”
R e Ru™ co' Fe* v n*
a* Ga* n” La” n*
01’ Gad+
10 E ] 4 2 0 2 4 6 8 []
10 10 10 10" 10 1 10 1 10 1 10
-
rateoonslﬁnt(ksec )

Figure B1 : Classification de différents métaux en fonction de leur constante cinétique d’échange d’un ligand aquo

58



En 1968, Gray et Langford ont classifié les métaux de transition suivant 4 classes, en
fonction de leur constante cinétique d’échange d’'une molécule d’eau sur le complexe

(Schéma B1, Figure B1), la classe IV correspondant aux métaux cinétiquement inertes.!**¥

Dans nos études, nous avons choisi le ruthénium(ll) et le cobalt(lll), déja utilisés au
laboratoire. Le travail sur les complexes de ruthénium(ll) sera abordé dans une premiére partie,

la seconde discutant de nos résultats avec le cobalt(lll).

I Sondes basées sur le ruthénium

1. PRINCIPE

L'inertie du ruthénium(ll) vis-a-vis de nucléophiles soufrés a déja été mise a profit au
laboratoire. Dans le cadre de travaux visant a synthétiser des complexes comportant un
persulfure R—SS™ coordiné au métal, il a en effet été montré que I'attaque d’un thiolate RS sur
un complexe ruthénium thiosulfonato [Ru(SSO,R’)] aboutissait a la formation d’'un complexe
disulfanido [Ru(SSR)] et a la libération de sulfinate RSO,’, sans qu’une réaction de substitution

de ligand ne soit observée (Schéma B2).11%]

+ +
/_\ R'S"
" > + RSOy
(bipy)Ru—S-SR'

(bipy)RU—SSOR

Schéma B2 : Mécanisme de la rupture de la liaison M-S—SR**!

Nous avons choisi de développer des complexes analogues pour détecter H,S, en raison
de la sélectivité montrée par ces composés pour une rupture de la liaison S—SO; en présence
de nucléophiles soufrés. De plus, la charge cationique de ces composés devrait permettre leur
solubilisation en milieu tamponné aqueux en utilisant un minimum de solvant organique. Les
sondes conserveront le ligand p-cyméne et une diamine, afin de stabiliser le ruthénium(ll), et

un ligand thiosulfonate fluorescent, dont I'’émission serait quenchée par le centre métallique,
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sera utilisé."*® Le choix de ce dernier s’est porté sur un dérivé du chlorure de dansyle (DzSNa),
qui a déja été utilisé pour des tests d’activité d’enzymes de type rhodanése (Schéma B3),[137]

et qui présente la propriété d’étre moins fluorescent que le sulfinate (DzNa) correspondant.

rl[ \N/
P N Rhodanése, CN”
CC Joor™
S0,8 SO,
Peu fluorescent Trés fluorescent
DzSNa DzNa

Schéma B3 : Désulfuration de DzSNa par une rhodanése en présence de cyanure

Ainsi, lors de la réaction du complexe de ruthénium correspondant avec HS’, nous
devrions observer une augmentation de la fluorescence (sonde «turn-on») due a la
décoordination du fluorophore, ainsi qu’a la rupture de la liaison S(0),—S. La sélectivité
attendue pour H,S dans cette réaction proviendrait des travaux décrits en introduction,
indiquant que I'acidité plus importante du sulfure d’hydrogene par rapport aux thiols dérivés de

la cystéine pouvait étre suffisante pour obtenir une sonde sélective.!!t 113

2. SYNTHESE

Deux complexes (Schéma B4) ont été synthétisés en utilisant une diamine différente
coordinée au centre métallique: la bipyridine (bipy) pour le composé |II-1, et

I’ethyléenediamine (en) pour le composé IlI-2.

NOy"

z Ha
N
Ru" "
s Ru
/
‘§~/ O\\ /S \ j
S\\‘ N
' ’ -

-1 -2

““*N

Schéma B4 : Structures des sondes lI-1 et 1I-2 basées sur le ruthénium
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La synthése du thiosulfonate a d{ étre repensée, étant donné que le mode opératoire
décrit dans la littérature, consistant a faire réagir le chlorure de dansyle commercial avec Na,S,
ne nous a pas permis d’obtenir le composé requis. Aprés réduction du chlorure de sulfonyle par
le sulfite de sodium,™*® le sulfinate DzNa correspondant est obtenu. Ce dernier conduit ensuite
au thiosulfonate DzSNa par réaction avec du soufre élémentaire dans la pyridine

(Schéma BS).[139]

N \.N/ S~
1) Na;S03, NaHCO3 g 2~ x
QO R Oy (O
e ——— — »
2) HyS04 pyridine NN
—a— 3) NaOMe - + 0=S=0
O ? (o] OﬁS\XONa .
Na
DzNa DzSNa

Schéma B5 : Synthése du ligand thiosulfonate

La synthése des sondes basées sur le ruthénium s’effectue en deux étapes, a partir du
précurseur dimérique [di-u-chloro-bis[chloro(p-cymene)ruthénium(Il)] préparé préalablement
en grandes quantité au laboratoire par réaction de chlorure de ruthénium avec de l'a-

phellandrene dans 'éthanol. !

Dans un premier temps, le complexe  monomérique [chloro(p-
cymene)ruthénium(ll)(diamine)]Cl est obtenu par réaction avec la diamine sélectionnée. La
purification s’effectue par cristallisation induite par un échange du contre-ion chlorure par

I’hexafluorophosphate (Schéma B6-1).

PFg

\(O/ 1) > ] ou O_D —N
CI \_/ _-Ru* ) (R =58 %)
CI/ Ru__ = \N

Cl

2) 2.5eq NH4PF6

Schéma B6-1 : Synthése des sondes II-1 et lI-2 basées sur le ruthénium
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Dans un second temps, le chlorure coordiné est substitué par un ion nitrate plus labile
en utilisant du nitrate d’argent, et le ligand thiosulfonate sélectionné est introduit pour
conduire aux complexes finaux IlI-1 et 1I-2 (Schéma B6-2). On notera toutefois qu’il a été
constaté par analyse élémentaire que le complexe avec la bipyridine est isolé avec un contre-

ion PFg alors que le complexe comportant I'éthylenediamine possede lui un contre-ion NOs".

N X
PFs 111 : X= PFg
N
1) AgNO3 / MeOH (reflux), 1 h _N > = bipy
_~N

Ru =
c— . N
\N 2) (l? Na S\\ N
ﬁ_
(0]

e °
Q MZ X=N03
Q MeOH, RT, 1 h

~5~
_=Z
J

"

(0]

3

Schéma B6-2 : Synthése des sondes II-1 et lI-2 basées sur le ruthénium

Les complexes lI-1 et 1I-2 obtenus sont stables a température ambiante et a I'air, méme
aprés plusieurs mois. On peut attribuer cette stabilité a la présence du ligand para-cymeéne
conduisant a un complexe de type « tabouret de piano » qui, en tant que ligand m-accepteur,
stabilise le centre métallique sous son degré d’oxydation +2. La présence d’un ligand chélate, la

diamine, stabilise de surcroit I'entité formée.'4Y

3. ETUDES DE REACTIVITE

31 EXTINCTION DE FLUORESCENCE

Avant d’étudier la réactivité des complexes a proprement parler, nous avons cherché a

vérifier I'efficacité de I'extinction de fluorescence du ligand DzSNa par le centre métallique.



On notera que la charge cationique des complexes permet bien, comme espéré, de travailler en

solution aqueuse tamponnée (contenant toutefois 1% de DMSO).

Le Spectre B1 présente les spectres d’émission du fluorophore libre, ainsi que ceux des
complexes llI-1 et lI-2. On observe une diminution significative de la fluorescence pour le
complexe IlI-1 (80%) et une extinction moins importante, mais tout de méme significative,

d’environ 25% pour le complexe lI-2.

80

H

[

5 ~——DzSNa Spectre B1 : Spectres d’émission des complexes Il-1, 1I-2, et
E e

H Complexe II-1 du ligand libre DzSNa (15 uM dans tampon HEPES 50 mM
2 w0 -

E ——Complexe lI-2 pH = 7.4 avec 1% DMSO, Aex =312 nm)

20 1

400 450 500 550 600

Longueurs d'onde (nm)

Cette différence dans les intensités de fluorescence entre les deux composés trouve
probablement sa source dans la différence des spectres UV-Visibles des deux complexes
(Spectre B2). En effet, dans le complexe possédant la bipyridine, a la longueur d’onde
d’excitation, I'absorption du dansyle se superpose avec celle de I'entité Ru(bipy), et il est
envisageable qu’une interaction entre ces deux états excités conduise a une extinction plus

importante de la fluorescence dans ce complexe.

Spectre B2 : Superposition des spectres UV-visibles du

= DzSla ligand DzSNa, et des complexes Il-1 et ll-2 (60 uM dans

Complexe lI-1

——complexe 2| mélange HEPES 50 mM pH 7.4/MeOH 60/40)

260 360 460 560

Longueurs d'onde (nm)
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3.2. REACTIVITE AVEC H,S

Nous avons ensuite entrepris d’étudier la réactivité vis-a-vis d’H,S. Pour cela, nous avons
suivi la variation de la fluorescence des complexes ll-1 (Spectre B3a) et ll-2 (Spectre B3b)

pendant 1 h aprés ajout de 100 eq NaSH.

g

a) F/F, =20

g

8 8 8

B ow s owom ow
8 8

8

Intensité (unités arbitraires)

Longueurs d'onde (nm) Longueurs d'onde (nm)

Spectre B3 : Suivi des spectres d’émission des sondes basées sur le ruthénium II-1 et 1I-2 aprés addition de
100 eq NaSH (15 uM dans tampon HEPES 50 mM pH = 7.4 avec 1% DMSO, Aex = 312 nm)

avec un intervalle de 2 minutes entre chaque spectre

On observe alors une forte augmentation de la fluorescence au fur et a mesure du
temps, avec apres 1 heure un rapport (fluorescence a 1 h/fluorescence initiale) F/Fo de 20 pour
le complexe bipyridine 1I-1 et de 10 pour le complexe éthylénediamine 1lI-2, mettant en

évidence I'appartenance au type « turn-on » de nos sondes fluorescentes.

Dans les deux cas, l'intensité de la fluorescence est supérieure a celle du ligand
thiosulfonate libre en solution comme visible sur le Spectre B4 ci-dessous. Ceci confirme que
ces dérivés thiosulfonato du ruthénium réagissent avec les nucléophiles soufrés

essentiellement par coupure de la liaison SO,—S.

1000
900

/'\ s DzNa
Bw ’ . .
200 Spectre B4 : Superposition des spectres d’émission
600 -

= DzSNa

des ligands libres DzSNa et DzNa ainsi que des

117"\

400 _ B \ oy

o /// \\ o fz':::'; :ea:L;;:‘,lt complexes 1lI-1 et 1I-2 1 h apres addition de 100 eq
200 / \\§ NaSH (15 uM dans tampon HEPES 50 mM pH = 7.4
100 —F— - .

“ - i ' | T ek avec 1% DMSO, Aex = 312 nm)

400 450 500 550 600
Longueurs d'onde (nm)

Intensité (unités arbitraires)
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G,

Une étude RMN a confirmé la formation de DzNa durant la réaction et la formation
exclusive des complexes [(p-cymene)Ru(diamine)(SH)]" a été mise en évidence par

spectrométrie de masse ESI-MS (Schéma B7).

ey

Schéma B7 : Mécanisme proposé pour la réactivité des complexes II-1 et 1I-2 avec HS

([142]

Nous avions au préalable montré qgue des complexes analogues a 1lI-1 et llI-

réagissaient avec H,S dans un solvant aprotique (DMSO) pour conduire a deux composés
distincts avec des mécanismes différents (Schéma B8). Il semble donc qu’en solution aqueuse la
réaction inattendue observée avec la bipyridine ne soit pas prépondérante. La formation des
dérivés [Ru-SH] peut quant a elle s’expliquer par la désulfuration des intermédaires [Ru-SSH] ou

[Ru-S-S-S-Ru].

N N Y@r Y@
~ S ?/N _~N Voie 1, ligand (en)

u-..__s/ N._~R ) __R ) _R VO|e2 ligand (bipy)

2 ’ \N s L\N S s HS}U\

ArsSQ,;S

AFSOQ

Schéma B8 : Réactions des complexes [(p-cymene)Ru(diamine)(SSO,Ar)]” avec HS

En considérant que la réaction ne fasse intervenir que le mécanisme décrit dans le
Schéma B7, on notera cependant, en nous appuyant sur le Spectre B5 qui représente le
pourcentage de fluorescence restaurée en fonction du temps, que nous n’arrivons pas a un
rapport F/Fo de 100%. Le plateau observé pour les deux complexes est en effet proche de 70%

(valeur extrapolée pour lI-1). Plusieurs raisons peuvent expliquer cette observation :
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Une réaction entre le sulfinate libéré et le soufre(0) présent en solution pour conduire au
thiosulfonate DzSNa de départ moins fluorescent, hypothése défendue par la légere

baisse de la fluorescence observée pour le complexe lI-2 aprés une dizaine de minutes.

Des réactions secondaires, comme |'attaque de SH™ directement sur le métal, aboutissant

alors au relargage du ligand DzSNa moins fluorescent.

80

D
o

Spectre B5 : Pourcentage de libération du fluorophore pour le
complexe llI-1 en vert et pour le complexe Il-2 en bleu. En rose

est indiqué le niveau de fluorescence du ligand libre DzSNA

[
o

% fluorescence restaurée
I
o

0 20 40
Temps (min)

Si le complexe lI-1 permet une détection plus sensible, sa cinétique de réaction est en
revanche plus lente que celle du complexe lI-2. Un simple ajustement des courbes du
Spectre B5 par une fonction monoexponentielle conduit effectivement a des constantes
cinétiques koys de 0.150.01 et 0.03+0.001 min™ respectivement (R°= 0.986 et 0.999). En dehors
des effets stériques/électroniques difficiles a quantifier, le fait que I'éthylénediamine soit
connue pour étre un excellent donneur de liaison H dans ce type de complexes
[(arene)ruthénium] pourrait expliquer cette cinétique.lm] Une premiére hypothése serait de
considérer la présence d’une liaison hydrogéne entre un proton du ligand ethylénediamine et
I'un des oxygenes de la fonction thiosulfonato, qui activerait ainsi la liaison S—S0O,, comme
observé dans notre groupe par diffraction aux rayons X dans un composé voisin.***¥! Une
seconde serait que I'approche du nucléophile anionique est favorisée par une interaction avec

le ligand diamine (Schéma B9).
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Schéma B9 : Hypothéses justifiant la cinétique plus rapide observée avec

+

—

\

H

le complexe 1I-2

3.3. REACTIVITE AVEC LA CYSTEINE

Fort de ces résultats satisfaisants concernant la réactivité des sondes, nous avons

ensuite étudié leur sélectivité, vis-a-vis de la cystéine, dans les mémes conditions (Spectre B6).
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Spectre B6 : Suivi de I’émission des sondes 1I-1 et II-2 basées sur le ruthénium aprés addition de 100 eq CysSH

(15 uM dans tampon HEPES 50 mM pH = 7.4 avec 1% DMSO, Aex = 312 nm)

avec un intervalle de 2 minutes entre chaque spectre

Malheureusement, la sonde n’est pas sélective, puisqu’une restauration de la

fluorescence analogue a celle obtenue précédemment est observée. De plus, les constantes

cinétiques sont supérieures, d’'un facteur 3 par rapport a celles obtenues avec le sulfure

d’hydrogene, avec des valeurs kqps de 0.4410.11 et 0.08+0.01 mint (R2 =0.944 et 0.996). Ainsi la

plus forte concentration de I'espece HS par rapport a CysS™ au pH considéré (7.4) ne suffit pas a

induire une sélectivité sur ces sondes basées sur la coupure d’une liaison S—SO,, au contraire

67



de senseurs faisant intervenir le clivage d’une liaison C—0O ou C—N résultant de |'attaque

nucléophile du dérivé soufré sur un carbone sz.[111-113]

4. CONCLUSION

Les sondes lI-1 et lI-2 sont réactives vis-a-vis des dérivés soufrés, résultant en une forte
augmentation de l'intensité de fluorescence en milieu tamponné aqueux. Malheureusement,
elles ne sont pas sélectives pour H,S, et si des acides aminés tels que la méthionine, la lysine ou
la sérine ne réagissent pas, les dérivés de la cystéine tel que le glutathion, ou dans une moindre
mesure les nucléophiles 5032' et Szogz'conduisent tous a une restauration plus ou moins

importante de la fluorescence (Tableau B1).

-1 -2

GSH (100 eq) 18 10

Na,S0; (1000 eq) 17.4 9.2

Na,S,0; (1000 eq) 6.7 8.5
Lys (1000 eq) 1
Met (100 eq)* 1
Ser (1000 eq) 1

Tableau B1 : Rapports F/F, enregistrés une heure apres addition de divers nucléophiles & une solution de Il-1 ou 1I-2
(15 uM dans tampon HEPES 50 mM pH = 7.4 avec 1% DMSO, Aex = 312 nm) *L’utilisation de 1000 équivalents est

impossible en raison de problémes de solubilité

[ Sonde basée sur le cobalt

Afin d’améliorer la sélectivité vis-a-vis d’H,S, nous avons envisagé une nouvelle stratégie,

utilisant cette fois le cobalt(lll) comme centre métallique inerte.

1. PRINCIPE

Le principe repose toujours sur une réactivité avec le ligand, en couplant cette fois une

réactivité avec le centre métallique. Ceci est en effet possible grace aux deux pKas d’H,S, lui
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permettant en théorie de s’additionner dans un premier temps sur le ligand, puis de venir dans

un second temps interagir avec le métal (Schéma B10).

L L
L f/k
ol
N 7o g \—cor
A S : N ,L/_k @x
T N _coR 1~ 7Og N\—CoR

0

.,

Thioéther
)ﬁ - Mauvais ligand
s,(‘{\ - Non-réducteur
D = Fluorophore éteint < RS
. = Fluorophore allumé | 9
N Thiol

~ | - Bon ligand

HS

- Réducteur

Schéma B10 : Stratégie envisagée pour une reconnaissance sélective de H,S

Nous avons sélectionné une cétone a,B-insaturée pour jouer le role d’accepteur
d’électrophile ; en effet, cette derniére est trés réactive vis a vis des thiols. Dans le cas d’une
réaction avec HS, un thiol, bon ligand et réducteur, devrait étre obtenu. Le ligand pentadente
résultant, possédant une affinité pour le métal supérieure au fluorophore, devrait faciliter sa
décoordination. Au contraire, la réaction avec un thiol conduira a la formation d’un thioéther

plus inerte (Schéma B10) et donc le fluorophore devrait rester coordiné au centre métallique.

L'accepteur de Michael sera greffé sur un ligand tétradente dérivé de la tris(2-
pyridylmethyl)amine (TPA), chélate couramment utilisé comme ligand en chimie de
coordination (Schéma B11). Le ligand fluorescent choisi est un dérivé bidente de la coumarine,

pour stabiliser la sphére de coordination octaédrique du cobalt(ll1).
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Schéma B11 : Sonde visée basée sur le cobalt (1I-3)

2. SYNTHESE

Le ligand a été synthétisé a partir de pyridine 2,6-diméthanol en 4 étapes. Celle-ci est
dans un premier temps disymmeétrisée dans I'acide bromhydrique au reflux pendant 1 h, pour
conduire a un mélange de composés séparés par chromatographie sur gel de silice.** Le
composé monobromé résultant est ensuite couplé avec la dipicolylamine dans I'acétonitrile,
pour obtenir le dérivé TPA-CH,OH avec un rendement de 71%."%! La réaction la plus
intéressante de cette synthése est sans doute I'oxydation de la fonction méthyl-alcool en
carboxaldéhyde par I'acide 2-iodoxybenzoique (IBX) qui est propre, facile a mettre en ceuvre,

sélective et quantitative.[146] Il ne reste ensuite qu’a coupler le composé TPA-CHO ainsi obtenu

avec l'acétophénone pendant une nuit dans le THF en présence de base pour obtenir le ligand

D
o
N
N

final TPA-Michael avec un rendement de 63% (Schéma B12).1*”!

Z N NZ
= ~ I H |
HO | OH HBr (48%), reflux, A 1 | = > NN
N/ r (48%), reflux, N Br
OH

MeCN, RT, Ar, 3 h

(R = 33%) S
(R=71%)
TPA-CH,0H _Z
IBX
CHCly, 55 °C, 3 h
(@]
TPA )I\ TPA
Ph - KOH Hr
Ph -t o TPA-CHO
THF, RT, 1 night
O (R = quant)
(R = 63%)
TPA-Michael

Schéma B12 : Synthése du ligand TPA-Michael
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La derniére étape de cette synthése, a savoir le couplage a I'acétophénone, nous a posé
guelques difficultés. En effet, il s’est avéré que le ligand TPA-Michael est photosensible, a la fois
en solution et a I'état solide. La synthése et la purification doivent donc s’effectuer a I’abri de la
lumiére, I'irradiation du ligand en solution dans le chloroforme deutéré derriere une fenétre
conduisant en quelques minutes & une modification drastique du spectre RMN 'H
correspondant (Spectre B7). En particulier, les protons vinyliques (en rouge sur le Spectre B7)
subissent un fort blindage ainsi qu’une diminution de la constante de couplage Jpx

(de 15.1 2 12.2 Hz), en accord avec la classique isomérisation photoinduite trans-cis des énones.

Avant irradiation

ﬂ J W Jﬁu

Aprés irradiation — —

J@JM‘MJ LA

L | LI L e S S B S B 5 S B S B B N B M B e B B e B S B e B e e
86 84 82 8 78 76 74 72 7 68 88

ppm

Spectre B7 : RMIN "Hdu ligand TPA-Michael en solution dans CDCl;

avant et apreés irradiation 1 h derriére une fenétre

A I'état solide, le composé est aussi sensible a la lumiére, mais le produit obtenu est
dans ce cas différent : en effet, sur le spectre RMN H enregistré aprés avoir laissé le ligand sous
forme de poudre 48 heures pres d’'une fenétre, les protons vinyliques ont disparu et sont

remplacés par deux multiplets (en bleu sur le Spectre B8) voisins de 5 ppm.
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Avant irrradiation

1 ol |
mh N

Spectre B8 : RMIN "H du ligand TPA-Michael avant et aprés irradiation a I’état solide derriére une fenétre

J‘FJL_.-NL

Le pic majoritaire observé sur le spectre de masse (ESI+) de ce composé formé lors de
Iirradiation en phase solide correspond a deux fois (m/z = 842.1) la masse du ligand TPA-
Michael (m/z = 421.5). Ce résultat, ainsi que les déplacements chimiques observés en RMN,
sont en accord avec une dimérisation du ligand TPA-Michael pour conduire au cyclobutane
correspondant [TPA],-cyclo (Schéma B13), selon une réaction analogue a la photodimérisation

de I'acide cinnamique PhCH:CH(COZH).[ml

TPA H
. isomeérisation trans ! cis
solution Ph
H
H_ _TPA / o)
Ph H hV dimérisation o
TPA
O TPA TPA
\\ ™ ouU ™ Ph
TPA-Michael
ichae phase solide Ph Ph Ph
Y Y TPA
O 0] O
[TPA],-cyclo

Schéma B13 : Réactivité photochimique du ligand TPA-Michael
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La stéréochimie autour du cycle a quatre chainons n’a pas pu étre éclaircie par des
expériences RMN a une et deux dimensions, étant donné que celles-ci ne permettent pas de
trancher définitivement entre la formation de dimeres dits « head to tail » et « head to

14 . . .
head »*** ni sur la configuration absolue des carbones du cyclobutane.

Nous avons donc métallé le ligand avec le sel de zinc Zn(OTf), afin de rigidifier le
systeme, pour favoriser la formation de cristaux. L'insertion du zinc dans le TPA est aisément
détectable sur le spectre RMN *H du complexe obtenu aprés métallation, en particulier par une
baisse de la symétrie de la molécule visible au niveau des protons ortho des pyridines (en rouge

sur le Spectre B9) ou des protons méthyléniques (en bleu).

[TPA],-cyclo

___Jlkﬂ_ e N U 1 ‘LJ"\ ALY

[TPA],-cyclo + 2 Zn(OTH),

|1 l}llfp iw\\_,llLl L,U ;L ll Ju'lw.l'ﬂ _Jl| ;.;‘J uJJ

;J’M‘lk.__ﬁ e

T T T
9 L1} [} 5 7 L1 L} (1] (] 45 4 s

Spectre B9 : RMIN H (CDsCN) enregistrée avant et aprés addition de 2 eq Zn(OTf), au ligand [TPA],—cyclo

La structure aux rayons X du complexe cristallisé dans un mélange
chloroforme/acétonitrile est représentée dans la Figure B2. La géométrie autour du
cyclobutane correspond a celle de I'isomére acide a-truxillique pour la dimérisation de I'acide
cinnamique, avec les deux groupements TPA en position 1,3 anti sur le cycle a quatre chainons.
Le zinc est dans un environnement pentacoordiné, le cinquiéme ligand étant une molécule de

solvant de cristallisation.
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Figure B2 : Structure aux rayons X du complexe obtenu lors de la réaction entre 2 eq Zn(OTf), avec le ligand [TPA],-

cyclo. Les contre-ions triflate et les hydrogenes ne sont pas représentés

La coumarine choisie (MLH;) comme fluorophore est synthétisée en une étape par
condensation de l'acétoacétate d’éthyle sur le benzene-1,2,4-triol dans I'acide perchlorique

avec un rendement de 59% (Schéma B14).

H 0
OH M HO
OEt o

- +H;0 + EtOH
HCIO4 (70%), 95 °C, 3 h

HO ¢} O

OH (R = 59%)

MLH,

Schéma B14 : Synthése de la coumarine MLH,

La synthése du complexe lI-3 est classique pour ce type de dérivés, bien que réalisée
dans I'obscurité pour éviter la photodimérisation du ligand (Schéma B15) et dans le DMF pour
éviter une addition de Michael du solvant sur le bras accepteur (observée dans le méthanol par
spectrométrie de masse). Elle est effectuée en trois étapes : le ligand est d’abord métallé sous
argon avec du chlorure de cobalt a température ambiante, puis la coumarine, déprotonée au
préalable par deux équivalents KOH, est ajoutée au mélange. La solution jaunatre devient alors
violet intense. Le tube de Schlenk est ensuite ouvert a l'air avec une garde calcique afin

d’oxyder en une nuit le complexe de cobalt(ll) en cobalt(lll). Le complexe 1I-3 est obtenu pur

74



apres précipitation dans I’éther sous la forme de cristaux vert foncé, avec un rendement de

I'ordre de 80%.

cr
[
”g N
Co(ll)Cly . (o] ZKOH (o]} N——-‘?D("b,_'
: 3 N O (0] 0
DMF, TA, 15 min DMF, TA, 45 min 1 night “ ]

L S

Ph
o]

-3

R=83%

Schéma B15 : Synthése du complexe 1I-3

Le spectre RMN obtenu est diamagnétique (Spectre B10), comme attendu pour les
complexes de cobalt(lll) bas-spin. On notera que les signaux des protons méthyléniques entre
5.0 et 5.8 ppm, ainsi que les signaux des aromatiques entre 7.3 et 8.3 ppm deviennent

extrémement complexes.

LLINL AL L L L L L L L L L Y L Y L L L L L L L —|—|—|—v—|—r
ppm 8.5 8 7.5 7 6.5 6 55 5 2

Spectre B10 : RMIN "H du complexe 1I-3 (DMSO-d)

Nous nous contenterons par conséquent d’étudier les signaux de la coumarine
(Spectre B11), plus facilement interprétables. On observe alors immédiatement un
dédoublement des quatre signaux des protons du fluorophore, indiquant la présence de deux
complexes isomeéres avec une proportion d’environ 60/40. Ces isomeéres se différencient par la

position relative de I'azote de I'amine tertiaire du ligand et de I'oxygéne O;.
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Spectre B11 : Superposition des spectres RMN 'H de la coumarine libre en haut, et du complexe -3 en bas

(DMSO dg)

Afin de mettre en évidence le role du bras cétone a,B-insaturée dans la réactivité du
complexe 1I-3, le complexe analogue IlI-4 ne comportant pas cet accepteur de Michael a été
synthétisé suivant le méme mode opératoire. Nous nous attacherons ensuite a les comparer a

chaque étude (Schéma B16).

Cr

IR

-3

Schéma B16 : Structure des complexes II-3 et 11-4
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3. ETUDES DE REACTIVITE

3.1. FLUORESCENCE

Comme précédemment, nous avons tout d’abord étudié |'efficacité de I'extinction de la
fluorescence de la coumarine ML par le cobalt a une concentration de 10 uM dans
I'HEPES (50 mM pH 7.4) contenant 0.5% de DMSO (Spectre B12). A nouveau, la charge du

complexe permet de travailler en milieu aqueux.

On peut alors noter que le cobalt est un bien meilleur quencheur de fluorescence que le
ruthénium utilisé précédemment étant donné qu’ici, le fluorophore est quasiment silencieux
lorsque lié au métal dans les complexes 1I-3 et 1l-4 avec des courbes superposables proches de

zéro et donc un quenching de fluorescence d’un facteur proche de 100%.
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t:‘ 1000 Spectre B12 : Spectres d’émission de la coumarine libre
= = MLH2 soul

< :z —— Complexell-3 MLH, et des complexes ll-3 et lI-4 10 uM dans I’HEPES
% Complexe ll-4

§ 50 mM pH 7.4 contenant 0.5% de DMSO, Aex = 390 nm)

200

420 470 520

Longueurs d'onde (nm)

La libération de la coumarine du complexe 1I-3 est suivie aprés addition de 10 eq NaSH
ou de 10 eq CysSH (Spectre B13). En effet ce complexe est plus réactif que les dérivés du
ruthénium, et il n'est pas nécessaire d’utiliser un large excés de nucléophile soufré. La
libération est suivie par émission de fluorescence a une longueur d’onde d’excitation de 390 nm
pendant 1 h, le premier spectre est enregistré immédiatement apres ajout, puis chaque spectre
suivant est enregistré a 5 min d’intervalles. Contrairement aux sondes basées sur le ruthénium,
nous pouvons ici observer une (légere) sélectivité en faveur de NaSH par rapport a la cystéine.
En effet, un excellent rapport F/Fo égal a 35 est obtenu lors de la réaction avec H,S, alors qu’un

rapport de 9 est obtenu avec CysSH.
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Spectre B13 : Suivi de I’émission de fluorescence du complexe 11-3 aprés addition de a) 10 eq NaSH b) 10 eq CysSH
(10 uM dans I’HEPES 50 mM pH 7.4 contenant 0.5% de DMSO, Aex = 390 nm)

Les courbes représentant la restauration de la fluorescence en fonction du temps sont
représentées dans le Spectre B14. Si la réaction du complexe 1I-3 avec NaSH semble bien, dans
les conditions utilisées, suivre une cinétique d’ordre 1 (kops = 0.041+£0.001 min?, R? = 0.998), ce

n’est pas le cas pour la réaction avec la cystéine, indiquant un mécanisme différent.

40
:
«% 30
g Spectre B14 : Pourcentage de libération du fluorophore pour le
20 complexe II-3 aprés addition de 10eq NaSH en bleu
(%Fmax =40.1) et 10 eq CysSH en rouge (%Fmax = 9.7)
=
X 10
0
0] 20 40 60

Temps (min)

Dans les mémes conditions (Spectre B15), le complexe 1I-4 est quant a lui beaucoup
moins réactif, avec des rapports de fluorescence F/Fy obtenus aprés 1 heure divisés par 3 pour
la cystéine et par 6 pour le sulfure d’hydrogene, par rapport a lI-3. Ceci indique donc une

participation significative du bras accepteur dans la réactivité du complexe 1I-3.
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Spectre B15 : Suivi de I’émission de fluorescence du complexe 11-4 aprés addition de a) 10 eq NaSH b) 10 eq CysSH

(10 uM dans I’HEPES 50 mM pH 7.4 contenant 0.5% de DMSO, Aex = 390 nm)

3.2.

UV-VISIBLE : ETUDE MECANISTIQUE

L’observation d’un mécanisme vraisemblablement différent dans les réactions de 1I-3

avec NaSH ou CysSH nous a poussés a étudier la libération du fluorophore par spectrométrie

UV-visible, afin de pouvoir suivre la réactivité de I’énone. En effet, le spectre d’absorption du

complexe lI-3 (Spectre B16) peut se décomposer en deux parties : I'absorption de la cétone a,B-

insaturée conjuguée vers 300 nm, et I'absorption de la coumarine complexée a 392 nm.

Le spectre du composé lI-4 ne comporte lui évidement que I'absorption liée a la coumarine.

A .
\V/ \\ {==__coumarine ¢

260

310 360 410 460 510 560
Longueurs d'onde (nm)

uée (303 nm)

omplexée (392 nm)

Spectre B16 : Spectre UV-visible du complexe II-3 (10 uM dans I’HEPES 50 mM pH 7.4 contenant 3% de DMSO)

Le suivi UV-visible de la libération de la coumarine par le complexe lI-3 aprés addition de

20 eq NaSH ou CysSH est présenté dans le Spectre B17 ci-dessous.
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Spectre B17 : Evolution du spectre UV-visible du complexe II-3 aprés addition de a) 20 eq NaSH ou b) 20 eq CysSH
(10 uM dans I’'HEPES 50 mM pH 7.4 contenant 3% de DMSO)

On observe alors deux modes de réactivité différents. En effet I'addition de NaSH ne
modifie pas la bande m-mt* vers 300 nm, alors que celle-ci disparait immédiatement apreés
I'addition de cystéine. Comme observé lors des études en fluorescence, la libération du
fluorophore en solution (absorption a 360 nm) est plus rapide pour NaSH que pour la cystéine.
Cette étude met en avant une réactivité se situant sur le centre métallique dans le cas de NaSH,
sans addition sur le bras accepteur de Michael, alors que la cystéine s’additionnerait en premier

sur le ligand, le fluorophore étant déplacé dans un second temps (Schéma B17).

HS"

CysS”

Schéma B17 : Réactivités proposées pour NaSH et CysSH vis-a-vis du complexe II-3

La meilleure affinité de la cystéine pour I’énone est confirmée dans le Spectre B18, qui
présente les spectres UV-Visible du ligand TPA-Michael seul, aprés addition de
deux équivalents de cystéine ou de 20 équivalents de NaSH, dans I’"HEPES. L'utilisation de la
cystéine conduit a une totale disparition du systéme conjugué, alors que 20 équivalents de
NaSH ne conduisent qu’a une réaction incomplete. Les spectres de masse enregistrés apres ces

réactions indiquent la formation des composés suivants : le ligand dimére centré sur un atome
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de soufre aprés addition de NaSH (M + H* = 875.3) et le ligand avec la cystéine additionnée sur

I"accepteur de Mickael (M + H" = 542.1) (Schéma B18).

1.0

i
% w@m

Abs

0.2
Ph

0_0 R~
300 350 400 450 500

A/ nm m/z théorique = 875.39 m/z théorique = 542.67

Spectre B18 : Spectres UV-visible du ligand TPA-Michael avant (bleu) et aprés addition de 2 eq CysSH (rouge) ou
20 eq NaSH (vert) (12 uM dans I’'HEPES 50 mM pH 7.4 contenant 3% de DMSO)
Schéma B18 : Structures de deux produits correspondants aux masses observées apres addition du nucléophile sur

le ligand TPA-Michael

L'accepteur de Michael ne semble donc pas intervenir dans la réaction avec NaSH.
Cependant, nous avons vu que le complexe lI-3 est plus réactif que le complexe 1I-4, qui lui ne
comporte pas ce groupement énone. Cette différence peut s’expliquer par la géne stérique
induite au voisinage du centre métallique dans lI-3 : dans le cas d’un mécanisme de substitution
essentiellement dissociatif (c'est-a-dire dans lequel la rupture d’une liaison Co—Ligand conduit
a la formation d’une nouvelle liaison Co—Ligand), classiquement observé dans les complexes
octaédriques du cobalt(lll), 'encombrement stérique du ligand favorise effectivement la
dissociation et accélére donc la réaction de substitution.™®® Enfin, il est possible qu’une
réduction partielle du cobalt(lll) en cobalt(ll) puisse intervenir dans le cas de la réaction
avec HS, sur la base d’études préliminaires RPE, mais des expériences complémentaires sont

nécessaires pour confirmer/quantifier ce mécanisme.
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Il Conclusion du chapitre Il : Sondes a sulfure d’hydrogene

Nous avons donc synthétisé trois sondes fluorescentes utilisant la chimie de
coordination d’une maniére originale, puisque I'objectif était que la réaction avec I'analyte H,S
prenne place au niveau du ligand, et non pas au niveau du métal utilisé comme quencheur,
comme c’est le cas avec les sondes classiques basées sur un déplacement de ligand. Ces sondes,
contrairement a celle préalablement synthétisée au laboratoire, permettent de travailler en
milieu aqueux tamponné et sont de type « turn-on ». Si elles conduisent toutes trois a de fortes
augmentations de l'intensité de fluorescence en présence d’H,S, leur sélectivité vis-a-vis
d’autres molécules soufrées reste néanmoins insuffisante, notamment au regard des senseurs

actuellement proposés dans la littérature.
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CHAPITRE Il : SYNTHESE D’UN COMPLEXE FE-SH COMPORTANT UNE LIAISON HYDROGENE

Ce chapitre, contrairement aux chapitres Il et IV, ne vise pas a développer d’outils
moléculaires pour I'étude du role d’H,S en biologie, mais il se présente plutdt comme un défi
synthétique. En effet, comme nous |’avons vu en introduction, dans certaines protéines telles
que les hémoglobines des coquillages Lucina pectinata et des bactéries Bacillus subtilis ou
Thermobifida fusca, la nature des interactions entre le sulfure d’hydrogene et les acides aminés
du site actif joue un réle clef dans la réactivité d’H,S. En particulier, dans ces systemes, les

liaisons hydrogénes gouvernent en partie la chimie rédox d’H,S.

L'objectif de cette partie est donc de mettre au point un schéma synthétique
permettant d’accéder a un complexe mononucléaire de fer comportant comme ligand un

groupement hydrosulfure SH accepteur de liaison hydrogéene.

I Chimie de coordination d’H,S

Avant de rapidement discuter de la chimie de coordination du sulfure d’hydrogéne, il est
utile de rappeler que ce dernier posséde deux pKas, et qu’il peut donc exister sous 3 formes en
solution (Schéma C1).

pKa; = 6.98 pKa, >> 14

HoS(aq) =—=HS + H' =—= g2 + oH4*

Schéma C1 : Equilibres acido-basiques du sulfure d’hydrogéne

Sa chimie de coordination fait essentiellement intervenir les formes anioniques HS et S%,
la forme neutre étant uniquement trouvée dans quelques complexes du ruthénium

(Schéma €2).151
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Schéma C2 : Structures de complexes [Ru(H,S)] présents dans la littérature

L’existence du second pKa HS = H" + S* est source de diversité dans la chimie de
coordination du sulfure d’hydrogéne, mais c’est aussi un probléme majeur du point de vue
synthétique. En effet, I'acidité du proton de HS augmente une fois lié a un métal de transition,
et facilite ainsi sa déprotonation (bien souvent le ligand HS™ est lui-méme suffisamment basique
pour venir déprotoner sa forme coordinée), ce qui conduit soit a la formation de sulfures
métalliques insolubles, soit a la formation d’espéces dont la nucléarité est difficilement

contrélable (Schéma C3).

-S
LHM: ;’MLn

Schéma C3 : Exemples d’espéeces pouvant se former a partir d’un complexe [L,M(SH)]
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Trois raisons majeures ont poussé a I'étude de la chimie de coordination du sulfure

d’hydrogene :

i) les procédés d’hydrodésulfuration permettant d’éliminer le soufre du gaz naturel et des

produits pétroliers qui utilisent classiquement des sulfures métalligues comme

catalyseurs,*>%

ii) la recherche de catalyseurs permettant de convertir le sulfure d’hydrogéene en
hydrogene,!**?!
iii) la compréhension du mécanisme de certaines métalloenzymes ou cofacteurs

métalliques possédant H,S coordiné sous une de ses formes au sein de leur site actif.

En dehors des exemples déja discutés en introduction, quelques rares liaisons [M—SH]
ont en effet été proposées dans des systemes biologiques : dans le cofacteur molybdoptérine
des xanthine oxydases lors du cycle catalytique (bien que plusieurs mécanismes soient

proposées, I'étape Mo"'=S > Mo'"Y—SH est commune 3 tous),™¥ dans le cluster FeMo des

[155] ] [156]

nitrogénases, ainsi que plus récemment dans un cluster [4Fe-4S La chimie de

coordination du ligand S* est en revanche, plus riche avec en particulier tous les clusters des

protéines fer-soufre.[t>> 1571

Enfin, il faut aussi garder en mémoire que la chimie de coordination d’H,S est

complexifiée par son caractere réducteur : ainsi, le seul complexe [Fe (SH)] décrit a ce jour dans

[158] [159]

la littérature résulte en réalité d’'une mauvaise analyse de données cristallographiques.

I Réactivité des complexes lll-1 et 11l-2 avec H,S

1. CHOIX DU COMPLEXE

Afin de synthétiser un complexe de fer comportant un ligand HS interagissant par

liaison hydrogene, nous avons choisi, au regard de la discussion précédente, de :

i) Travailler avec le fer(ll) qui, malgré une affinité moindre pour le sulfure d’hydrogéne par

rapport au fer(lll), ne court pas le risque d’étre réduit,



ii) D’utiliser un chélate fort afin de limiter la formation de Fe=S,
iii) De saturer la sphére de coordination du métal pour éviter la formation d’especes

polynucléaires.

Ces caractéristiques, ainsi que la possibilité d’envisager la formation de liaisons
hydrogénes, sont présentes dans le complexe ll11-1 publié en 2007 dans le groupe de Banse ')
En effet, il est basé sur un ligand pentadente comportant une fonction amide interagissant avec
le centre métallique pour conduire a un dérivé du Fe(ll) hexacoordiné. De plus, la fonction
amide de IllI-1 peut étre déprotonée par une base faible pour conduire au complexe amidato
correspondant Il1-2, cet équilibre étant (presque) réversible par simple addition d’acide dans le
milieu (Schéma C4). La déprotonation d’un acide faible (en particulier I’eau) par une fonction
amidato avait déja été utilisée, notamment par le groupe de Borovik, pour de nombreuses

études. [

+H*

402 nm 450 nm

Schéma €4 : Equilibre acido-basique du complexe sélectionné et longueurs d’onde associées & chacune des formes

Enfin, les longueurs d’onde d’absorption des formes Il1-1 et 1l11-2 sont assez éloignées

pour suivre aisément les réactions par spectrométrie UV-visible.

2. SYNTHESE

Le ligand hexadente sélectionné a été préparé par synthése convergente. Le premier

(1621 3 éteé synthétisé en deux étapes : aprés condensation de

synthon, déja utilisé au laboratoire,
la 6-methylpyridin-2-amine sur le chlorure de pivaloyle dans le dichlorométhane, le méthyle en
position 6 subit une bromation radicalaire catalysée par I’AIBN a I'aide de N-bromosuccinimide

(Schéma C5).[163]
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Schéma C5 : Syntheése du 1% synthon

Le second synthon a été synthétisé avec de bons rendements en trois étapes comme
décrit dans la publication de Banse et al.l1¢% (Schéma C6) : deux équivalents de pyridine
carboxaldéhyde sont couplés a un équivalent d’éthylénediamine et I'imine ainsi formée est
ensuite réduite a I'aide de borohydrure de sodium au reflux dans le méthanol. Les deux azotes

secondaires sont finalement dissymmeétrisés par formation puis réduction d’'un pont aminal, par

utilisation successive de formaldéhyde et de cyanoborohydrure de sodium.

Le ligand final L1 est enfin obtenu par couplage des deux synthons dans I'acétonitrile.

o = 1) MeCH, 75 °C, 15 min HCHO
+ N/ 2) NaBH;,, reflux, 1 night MeOH, RT, 1 night \
HzN
2 \//\NHQ c|) / AN /

(83%) (77%)

NaBH;CN,
CF3;COO0H
MeOH, RT, 5h

H \ / (o] =
%_{1 N /\ P
o) N N— N° N

H
L1 -
T 7\ K2COs
N N 8
\ 7 . CH;CN, 80 °C, 3h

(50%) (85%)

Schéma C6 : Synthése du ligand L1M7
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Une fois le ligand obtenu, nous avons préparé le complexe ll1-1 par métallation dans le
méthanol avec le sel Fe(BF,4), sous atmospheére inerte, puis précipitation par échange du contre-
ion BF4; par BPhs. La méme réaction menée dans un mélange méthanol/triéthylamine conduit

au complexe amidato I11-2 (Schéma C7).

za

/N )
1) Fe(BF,), . 6H,0, MeOH, RT, 30 min

N —
2) NaBPhy, MeOH, RT, 15 min
— I\
N N
\ 7/ _

N / \
[e] N — 1) Fe(BF4)z . 6H;0, MeOH, ET3N, RT, 30 min

2) NaBPhy, MeOH, RT, 15 min
7\
N N
\ 7

Schéma C7 : Synthese des complexes IlI-1 et IlI-2

Y

[160]

3. PUBLICATION

Les études portant sur la réactivité des complexes Il1-1 et Il11-2 avec H,S ont été

publiées dans Inorganic Chemistry.[164]
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ABSTRACT: Through use of the reversible protonation
of an iron(1I) complex containing a deprotonated
carboxamido moiety, we prepared and fully characterized
the first hydrogen(sulfido)iron(11) complex stabilized by
an intramolecular hydrogen bond, which acts as a H,$
donor in solution.

ydrogen bonding is a major noncovalent interaction,

playing a key role as the structural determinant in many
highly complex systems like proteins or DNA and in a wide
range of catalytic reactions.! In metalloproteins, in addition to
their structural role, hydrogen bonds can modulate the
properties of the fragments coordinating a metallic cofactor.
For example, in the case of cysteinyl ligands, hydrogen bonds
have been proposed to impact the redox potential of iron—
sulfur centers, as observed in rubredoxin® or in [2Fe—28]® and
[4Fe—48]" clusters, or to account for the specific alkylation of
one of the four cysteines bound to the zinc center in the ADA
repair protein.” Te clearly discriminate between the contribu-
tion of hydrogen-bonding interactions and other protein
contributions like solvent accessibility or dielectric effects,
these biochemical studies have been completed by the
development of synthetic models containing hydrogen-bonded
thiolato ligands. They have confirmed the importance of
hydrogen bonds in the aforementioned systems® and have also
provided new insight into the possible role of these
interactions, like the protection of thiolato species from
oxidation in superoxide dismutase related nickel complexes.”
More recently, hydrogen sulfide has been shown to be a major
biological player, in particular through its interactions with
hemoproteins.® In these systems, hydrogen bonds are again
essential for control of the affinity and redox activity of
hydrogen sulfide. Indeed, the presence of a hydrogen-bond
donor in the heme pocket stabilizes the bound hydrosulfide
ligand HS™ and the ferric center in truncated bacterial
hemoglobins,” while a hydrogen-bond acceptor destabilizes
the ferric state in Hemoglobin I from the clam Lucina pectinata,
probably by deprotonation of the heme-bound H,S."

W ACS Publica‘tions © 2012 American Chemical Society

This interplay between an iron center, hydrogen sulfide, and
hydrogen-bonding interactions prompted us to synthesize and
characterize the first hydrogen(sulfido)iron complex, in which
the sulfur-based ligand is stabilized by a hydrogen bond. The
synthesis of mononuclear (hydrogen)sulfido complexes is
challenging because the metal-SH fragments have a high
propensity to form multinuclear species,'" in particular with
iron.® This difficulty is highlighted by the small number of
crystallographic structures of mononuclear (hydrogen)sulfido
iron derivatives available in the literature.'” It has to be noticed
that all of these complexes are at the iron(II) state because of
the strong reducing ability of hydrosulfide and that two of them
were obtained with an indirect source of HS™."*™! Our strategy
was to use a hexadentate ligand, previously described by Banse
et al, that contains an oxygen-bonded carboxamidato moiety."?
We anticipated that deprotonation of hydrogen sulfide by this
basic fragment and subsequent coordination of the generated
hydrosulfide anion would provide mild access to our targeted
system (Scheme 1). As a support, in recent years, related

Scheme 1

' N\F‘ /N‘{} Ho.S r-N\“FL/Nk{ 9
LN -~ ‘e\ N o s el [ N-—
A\ 'J{ LN e H
Ny A ) T
N [~ S
1 2

approaches have been used to synthesize monomeric or dimeric
iron(If) hydroxo complexes stabilized by intramolecular
hydro_%en bonds by deprotonation of water with deprotonated
urea,'’ a pendant tertiary amine group,'> or a deprotonated
carboxamidato moiety."

Complex [(L)Fe]-BPh, (1), in which in addition to five
nitrogen donors the iron(II) center is coordinated to the
oxygen of a carboxamidato group, reacts with hydrogen sulfide
in dichloromethane or acetonitrile to give the new derivative 2.
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As is evidenced by monitoring the reaction by UV—vis
spectroscopy (Figure 1), excess hydrogen sulfide is required
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0 300 375 450 525
‘Wavelength (nm)

Figure 1. Evolution of the UV—visible spectrum of complex 1 (green,
0.07 mM in dichloromethane) upon the addition of 1,2, 3, 4, 5, and 10
equiv of H,S.

to ensure completeness of the reaction. The two absorptions
corresponding to 1 are blue-shifted upon the addition of
hydrogen sulfide, and the presence of four isosbestic points at
280, 297, 365, and 407 nm is indicative of a direct conversion of
1 to 2. The electronic transition at lower energy (1 = 402 nm)
is attributed to metal-to-ligand charge transfer by analogy with
structurally related derivatives'>'” and is typical of high-spin
systems (&£ & 1500 M~ em™"), which agrees with the effective
magnetic moment in solution calculated by Evans method (p4
= 5.0 ptg). Its significant blue shift compared to 2 is, however,
less important than that observed on going from 1 to its
protonated analogue [(LH)Fe]-2BPh, (3; 1 = 383 nm),
reflecting the relative strengths of the neutral carboxamidato,
anionic hydrosulfido, and anionic carboxamido ligands. The
second transition, at 1 = 287 nm, is typical of a ligand-based
Jr—J::* transition. It is located at the same wavelength as that in
3," hinting that the carboxamidato moiety indeed acts as a base
in this reaction. Further confirmation comes from the presence
of a strong IR absorption at 1696 cm™ (see Figure S2 in the
Supporting Information), corresponding to the protonated
amide carbonyl, as well as the presence of an exchangeable
proton in 'H NMR at —69.2 ppm, attributed to the N—H
moiety.'"® However, no evidence for coordination of the
hydrosulfide to the iron center is detected by these two
spectroscopies.

The use of the intramolecular base is critical to cleanly
preparing 2: indeed, although the formation of 2 was detected
during the reaction between complex 3 and 1 equiv of
tetrabutylammonium hydrosulfide, it was always contaminated
by a large amount of a black insoluble material (Figure S3 in
the Supporting Information). To fully assess the structure of 2,
crystals were grown from a solution of 2 in dichloromethane
layered with benzene. An ORTEP view of the structure of
complex 2, which cocrystallized with a solvent molecule, is
presented in Figure 2.

The iron(II) center is in a pseudooctahedral environment,
with the six positions being occupied by five nitrogen atoms
from the amine/pyridine donor set and one sulfur atom from
the (hydrogen)sulfido group. The coordination of HS™ and the
release of the carboxamide function from the coordination
sphere induce a rearrangement of the ligand backbone around
the metallic center compared to the structure of 1, with Fe—
Npicine (average: 2.227 A) and Fe—N_;.. (average 2.226 A)
bond distances typical of high-spin systems, in which they are
expected to be close to 2.2 A."”® The Fe—SH distance (2.387
A) compares well with those recently reported for (hydrogen)-
sulfido heme derivatives,"** and protonation of the carbox-

Figure 2. ORTEP view of complex 2 showing thermal ellipsoids at
50% probability and atom labeling. Hydrogen atoms, the CH,CIl,
molecule, and the BPh, anion are omitted for dlarity. Selected bonds
lengths (A) and angles (deg) for 2: Fel—51 2.387, Fel—Nw{average)
2227, Fel=N,..(average) 2.226, CI-N1 1.374, C1-01 1217; S1—
Fel—N3 173.73, N5—Fel—N6 170.67, N4—Fel—N2 144.78.

amidato moiety is clearly indicated by a shortening (1.217 vs
1.289 A in 2 and 1, respectively) of the C—O bond and an
elongation of the C—N bond (1.374 vs 1.303 A in 2 and 1,
respectively). The most interesting feature of the crystal
structure is obviously the short N1-S1 bond (3.333 A),
which when correlated with the N—H:§ angle (166 2.") clearly
indicates a moderate hydrogen-bonding interaction'” between
the sulfur atom and the amide proton. Although the structure
of a ferrous hydrogen(sulfido) complex based ona porphyrin
with carboxamide pickets has been described,'>® no hydrogen
bonds were detected, with N—S bond lengths greater than 4.7
A In fact, there is so far in the literature only a single example
of a hydrogen-bonded hydrogen(sulfido) metal complex,
obtained fortuitously by the insertion of toly]lsothmcyanate
into a S—H bond of the complex Cp*Ir(PMe;)(SH),.*

The equilibrium (1) presented in Scheme 1 implies that
complex 2 should behave as a hydrogen sulfide donor. Only few
inorganic complexes are known to release hydrogen sulfide,®' a
feature that could be useful owing to the growing interest in
blology for H,S donors.®® Among these, ruthenium complex-

s>'*"9 have been shown to reversibly coordinate H,S or the
dlmerlc thodium complex [{Rh(u-SH)(CO)(PR;)},] to slowly
equilibrate to give H,$ and the trinuclear complex [Rhy(u-
H)(115-5),CO(PR;);],> although both reactions must be
carried out under anaerobic conditions. In this context,
reversible protonation/deprotonation of the carboxamidato
moiety between 1 and 2 could therefore provide a new strategy
to release H,$ from a metallic center.

Indeed, solutions of analytically pure complex 2 in
dichloromethane or acetonitrile are composed of a mixture of
complexes 1 and 2 (35% and 65%, respectively, in a 5 mM
solution in CD;CN at 300 K) and hydrogen sulfide, under
equilibrium.

Complex 2 is unreactive in solution toward dioxygen because
its iron coordination sphere is saturated and the intramolecular
hydrogen bond strongly reduces the electron density at the
sulfur center. It is inert toward the addition of water up to 10
equiv in acetonitrile, with further addition leading to
precipitation of the complex. Although the composition of
the solution remains unchanged over 1 h, the slow evaporation
of hydrogen sulfide gas progressively shifts the equilibrium (1)
to the left, resulting in the almost complete back-conversion of
2 into 1 within 12 h, as shown in Figure 3.

On the other hand, lf 2 hydrogen sulfide acceptor like the
zinc complex TpZnOH™ is added to a solution of 2, 1 is
instantaneously recovered, along with the formation of

dx.dol.org/10.1021/¢300952d | fnorg. Chem. 2012, 51, 10068-10070
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Figure 3. Zoom regions of the '"H NMR spectra of complex 2 (5§ mM
in CD,CN at 300 K) recorded at t = 0 (a) and then every 3 h (b—e)
and the spectrum of 1 as a reference (f).

TpZnSH™ (Scheme 2 and Figure S4 in the Supporting
Information).

Scheme 2
1+ Tp™Mezn(sH)

Ph,Me:
2+ T™ezn(OH) ——

B CONCLUSION

Starting from an iron(II) complex with an oxygen-bonded
carboxamidato group, which can be used as a base toward an
exogenous acid ligand, we synthesized a rare example of a
hydrogen(sulfido) complex stabilized by an intramolecular
hydrogen bond. The reversibility of the reaction makes this
FeSH complex a slow hydrogen sulfide donor in solution.
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Synthesis of a Fe(II)-SH complex stabilized by intramolecular
N-H S H-Bond which acts as a II,S donor.

Erwan Galardon,** Thomas Roger, Patrick Des,(:hamps,b Pascal Roussel, Alain T()mas,b and
Isabelle Artaud®

Physical Measurements. "H NMR spectra were recorded at 300 K on a Bruker ARX-250
spectrometer and the chemical shifts are calibrated on the residual solvent peak.1 UV-Visible
spectra were recorded on a Jasco V600 spectrometer and ESI-MS on a Thermo spectrometer
(20uM solutions in CH>Cl,, voltage 4.5 kV). Elemental analyses were carried out by the
microanalysis service at Gif-sur-Yvette CNRS. FT-IR spectra were obtained on a Perkin-
Elmer Spectrum One FT-IR spectrometer equipped with a MIRacleTM single reflection
horizontal ATR unit (Zirconium-Selenium crystal). Effective magnetic moments were
calculated using Evans method experiment2 at 300 K using CD,Cl; and a CD,Cly/CH,Cl,
mixture as solvent.

Materials. Solvents were distilled using standard techniques and treated under argon prior to
use when necessary. Chemicals were purchased from Aldrich or Thermo-Fischer and used as
received. Complexes 1 and 3 were synthesized as described.” Hydrogen sulfide solutions were
prepared by bubling the gas in dichloromethane for 1 minute. When necessary, it was titrated
by reaction with the complex Tl)Ph’l”I‘"Zn(OH)4 followed by 'H NMR, to typically give 0.2-0.3
M solutions.

Synthesis of complex 2: To a solution of complex 1 (45 mg, 55 pmol) in 2 mL of
dichloromethane were added 200 uL of a solution of hydrogen sulfide in dichloromethane.
After stirring for 5 minutes, the greenish yellow solution was transfered to cold diethylether,

to yield a yellow powder (27 mg, 57%). For crystallization, 10 mg of this powder were
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dissolved in 400 pl of dichloromethane to which were added 50 pl. of the hydrogen sulfide
solution, and layered with benzene. Yellow crystals were obtained, which were slowly
decomposed upon drying under vaccum by loss of H,S. 'H NMR (8, CD,Cl,): 142.8, 137.8,
109.1, 106.6, 67.9, 63.3, 61.4, 58.2, 49.3, 49.0, 30.6, 28.6, 24.0, 20.0, 17.7, 9.5, -4.6, -29.1, -
69.2. MS (ESI +): 535 (15%, [2-BPhi]"), 501 (100%, [1-BPh4]"). UV-Vis (CH.CL):
Me M em™): 287 (8100), 402 (1450). Anal. Calc. (found) for CsoHssBFeNOS.1.5CH,Cly: C,
62.98 (63.14); H, 5.95 (6.00); N 8.56 (8.68).

Reactivity of complex 2 with Tp™™™*ZnOH: In a NMR tube were introduced 4.3 mg of
complex 2 in 500uL of CDs;CN (10 mM solution). A first spectrum was recorded, then 1
equiv. of solid Tp™M*ZnOH (2.8 mg) added before recording a second spectra. Full
conversion of the starting complexes was observed, and the new products identified as 1 and
Tp™MeZnSH, on the basis of the chemical shifts obtained from an authentic sample.
Conversion of complex 2 into complex 1: A sample of analytically pure 2 (2.2 mg) was
dissolved in 500 upl. of CD3;CN, and spectra recorded every three hours. The starting
composition of the mixture was determined by integration of the tBu peaks of 2 and 1.
Reaction of complex 3 with NBuySH: In an NMR tube were introduced 4.3 mg of complex
in 500uL. of CDsCN (10 mM solution), to give a clear yellow solution. Addition of lequiv of
NBuySH (as a 0.1M solution in CD3CN) resulted in the precipitation of a black solid, and the
presence of a mixture of starting ligand and complex 2 was detected by NMR.
Crystallographic studies. Data (see Table below) were collected with a Bruker SMART
APEX CCD diffractometer (Mo-Ko radiation graphite-monochromated radiation, 2 =
0.71073 A) controlled by APEX2 software package.5 Data integration and global cell
refinement were performed with the program SAINT.® Data were corrected for absorption by
the multiscan semiempirical method implemented in SADABS.” The structure was solved by

direct methods using SHELXS 97.® Refinement, based on F?, was carried out by full matrix
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least squares with SHELXL-97 software.” Non hydrogen atoms were refined anisotropic
thermal parameters. The hydrogen atoms were placed in their geometrically generated
positions and allowed to ride on their parent atoms with an isotropic thermal parameter 20 %
higher to that of the atom of attachment. For complex 2, the hydrogen atom attached to S1
was deduced from a difference Fourier map and refined with isotropic temperature factor. In

the final cycles of refinement, the peak pattern of electron density suggested that part of solvent was
highly disordered; attempts to model this disorder were unsuccessful. In the final cycles of refinement,
the contribution to electron density corresponding to the disordered solvent was removed from the
observed data using the SQUEEZE option in PLATON.™ The resulting data vastly improved the

precision of the geometric parameters for the remaining structure.

Table 1 - Crystal data and structure refinements for complexes 2.

2
Formula C;Hs;BCL FeN;OS
Pw 939.66
T(K) 100 K
wavelenght A 0.71073
crystal system triclinic
space group P-1
a(Ay 11.5670(3)
B(A) 13.1673(3)
c(A) 17.9310(4)
a(®) 91.58%(1)
£ 104.031(1)
) 109.794(1)
V(AY 2474.87(10)
Z 2
d(calc) (Mg/m®) 1.261
abs coeff (mm™) 0.498
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crystal size {mm”) 0.35x0.15x0.10

crystal color yellow

&range [deg] 1.18-30.49

index ranges -16<h<16
-18<k<18
-24<0<22

no. of reflns collected 55702

no. of indep reflns 13260
R(int) 0.0288
GOF on F* 1106

RI/WR2* [I>25(D)]  0.0362/0.0913
R1I/WR2™, all data  0.0449/0.949

largest diff peak and 0.648 and -0.584
hole [e.A”]

*R1 = ZlIFol - |Fell/ZIFol.” wR2 = (Z[w(Fo’ - F.)Y)/ T [W(Fo” )2]} ; where w = ¢/0(Fo) + (gp)” + bp. GOF =
S = {Z[w(Fo’ — FYV (n—-p)"*}.

(1) Gottlieb, H. E.; Kotlyar, V.; Nudelman, A., J. Org. Chem. 1997, 62 (21), 7512-7515.

(2)Sur, S. K., Journal of Magnetic Resonance 1989, 82 (1), 169-173.

(3)Martinho, M.; Banse, F.; Sainton, I.; Philouze, C.; Guillot, R.; Blain, G.; Dorlet, P.; Lecomte, S.;
Girerd, I. 1., Inorg. Chem. 2007, 46 (5), 1709-1717.

(4)Ruf, M.; Vahrenkamp, H., Inorg. Chem. 1996, 35 (22), 6571-6578.

(5)APEX2. Data Collection Software, Bruker AXS Inc.: Madison, Wisconsin, USA, 2007.

(6) Bruker SAINT, Bruker AXS Inc: Madison, Wisconsin, USA, 2007.

(7)SADABS.2008/1, Bruker AXS Inc.: Madison, Wisconsin, USA, 2007.

(8) Sheldrick, G. M. SHELXS-97, Program for crystal structure solution, University of Gottingen,
Germany, 1997.

(9) Sheldrick, G. M. SHELXR-97, Program for crystal structure refinement, University of Gottingen,
Germany, 1997.

(10) Spek, A. L., J. Appl. Crystaliogr., 2003 362, 7-13.
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Figure S1. "H NMR spectra recorded at 250 MHz in CD,Cl; of complex 1 (10 mM) before
(trace A) and after (trace B) addition of hydrogen sulfide. Trace C corresponds to the
spectrum recorded after addition of D,0.
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Figure S2. FT-IR spectra of complex 2 recorded neat (a)) or in solution in CH3CN (b)).
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Figure S3. 'H NMR spectra recorded at 250 MHz in CD3;CN of complex 3 (10 mM) before
(trace A) and after (trace B and C) addition of 1 (B) and 2 (C) equivalents of NBusSH.
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Figure S4. Diamagnetic zone of the '"H NMR spectra recorded at 250 MHz in CDsCN of
complex 2 (10 mM) before (trace A) and after (trace B) addition of 1 equivalent of
Tp™™*Zn(OH), with relevant proton labeling.
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Figure SS5. 'H NMR spectra recorded at 250 MHz in CD,Cl; of complex 1 (5 mM) before

(trace A) and after (trace B) addition of thiophenol. The arrow shows the peak corresponding
to the N-H proton.

LIVSELEN L I S N B B LI S S B B S B e B B BB LN B N R B B

T T NI B e e e
PP 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20 40 £0 80

100



Il Réactivité du complexe Ill1-2 avec les thiols

Apres cette étude avec le sulfure d’hydrogéne, nous avons entrepris d’étudier la
réactivité de I11-2 avec deux autres thiols : le thiophénol, de pKa 6.5, et I’éthanethiol de pKa
10.6. En effet, I'étape clef de la formation du complexe [Fe(SH)] étant la déprotonation d’H,S

par le ligand amidato, celle-ci doit étre sensible au pKa du composé soufré utilisé.

1. AVEC L’ETHANETHIOL

L'ajout d’un équivalent d’éthanethiol au complexe amidato en solution ne conduit a
aucune réaction. L'ajout de 10 équivalents supplémentaires ne modifie pas non plus le spectre

et on retrouve le complexe de départ inchangé, méme aprés une nuit (Spectre C1).

v FJ | | | l ;l \ J
Complexe |lI-1 /! N ‘ g I

- 4 JANL o A e ] |
_____ e SO o e | ‘ :
f A I
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f + 1 eq EtSH

Spectre C1 : Suivi RMN H de la réaction du complexe amidato Ill-2 avec 1 puis 10 eq EtSH dans CD;CN

2. AVEC LE THIOPHENOL

Le thiophénol présente quant a lui un pKa trés proche de celui d’H,S, ce qui laisse

supposer une réactivité similaire pour ces deux especes.

2.1 RMN

En effet, 'ajout de deux équivalents de thiophénol conduit a la formation d’'un nouveau

composé 111-3 en RMN H, différent du complexe amide 111-1 (Spectre C2). Le fort blindage des
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protons du groupement tBu, déja observé dans la réaction entre 111-2 et H,S, est en accord avec

une protonation du ligand.
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Spectre C2 : Suivi RMN H de la réaction du complexe amidato lll-2 avec 2 eq PhSH dans CDs;CN

2.2 UV-VISIBLE

Nous pouvons toujours observer en spectrométrie UV-visible le déplacement vers 'UV
de la bande MLCT analogue a celui observé pour le complexe [Fe(SH)], confirmant la
protonation du ligand (Spectre C3). Nous avons cependant d{ nous restreindre a la seule étude

de cette bande, étant donné que la bande d’absorption du thiophénol couvre la bande mt-rt* du

ligand.

“NT 4

330 380 430 480 530 580
Lengueurs d'onde (nm)

Spectre C3 : Suivi UV-visible de la titration du complexe Ill-2 (560 uM dans CH,Cl,)
par une solution de PhSH (0;1;2; 3 ;4 et 5 eq)
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23 STRUCTURE RX

Schéma C8 : Réaction entre le complexe Ill-2 et PhSH

La nature du complexe formé lors de la réaction entre Il1-2 et PhSH (Schéma C8) a
finalement été confirmée aprés I'obtention d’une structure par diffraction aux rayons X
(Figure C1). Celle-ci présente les mémes caractéristiques que celle du complexe [Fe(SH)] (111-4)
décrite dans la publication, a savoir un complexe de Fe(ll) mononucléaire dans un
environnement octaédrique. Une liaison hydrogene entre I'atome de soufre du thiophénol et
I'amide est présente, bien que celle-ci soit moins forte que dans le complexe 1lI-4 (N—
Sthiophénol = 3.409 A, contre 3.333 pour N—Sy). Cette élongation de la liaison hydrogéne peut
étre attribuée a une plus faible densité électronique présentée par 'atome de soufre, ou a la
présence additionnelle d’une interaction de type n-stacking présente dans la structure entre le
cycle aromatique du thiophénol et le systtme mn d'une pyridine du ligand

(distance des centroides : 3.704 A).

Figure C1 : Représentation ORTEP de la structure cristallographique du complexe 111-3
Distances (A) : Fe(1) S(1) : 2.373, Fe(1)-Np,(moyenne) : 2.241, Fe(1)-Namine(moyenne) : 2.238
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v Conclusion du chapitre Il : Synthéese d’un complexe Fe-SH comportant une

liaison hydrogene

La stratégie utilisée dans ce chapitre nous a ouvert l'acces au premier complexe [Fe(SH)]
comportant une liaison hydrogene impliquant le ligand hydrosulfure. Cette réaction peut étre
étendue a certains thiols, a condition gu’ils soient suffisamment acides pour étre déprotonés

par la fonction amidato (Schéma C9).

R-SH L | &
—_— TN =t
- e\ “R 1lI3:R=Ph
-RSH N N
=~ lll-4:R=H
Ne N\ )
R=H, Ph Z

Schéma C9 : Réactivité du complexe IlI-2 avec le sulfure d’hydrogeéene ou le thiophénol

La propriété de donneur lent du complexe llI-4 ouvre aussi de nouveaux horizons dans
ce domaine récent ou il n’existe actuellement que des molécules organiques. Notre complexe
n‘est malheureusement pas utilisable en tant que tel du fait de son insolubilité en milieu
aqueuy, et il s’agit la de la premiéere étape a franchir en vue d’obtenir des outils moléculaires

utilisables pour les études biologiques.
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CHAPITRE IV : DONNEURS LENTS D’H,S

Dans ce dernier chapitre, nous allons nous intéresser a des molécules capables de
libérer lentement du sulfure d’hydrogene, afin de mimer la biosynthése continue d’H,S dans les
systemes biologiques et d’éviter les inconvénients des sels NaSH ou Na,S. A l'origine de ce
projet, nous souhaitions utiliser des complexes inorganiques, un exemple ayant été décrit dans

le chapitre précédent. En effet, des composés de coordination sont déja utilisés pour les études

biologiques impliquant les deux autres gasotransmetteurs NO et CO (Schéma D1).[165]
ON
v S N PR
KL S G
(ON)zFe-'/\‘:’;“/"‘Fe(NO)Z g o | e j\co N j\co

N
(NO), (/_7 cl cl cl
/N_
Dz

Sel noir de Roussin [Ru(Me;zbpb)(NO)(Dz-im)]* CORM; CORM3

Schéma D1 : Exemples de donneurs de NO (a gauche) et de CO (a droite) basés sur la chimie de coordination™®”!

Cependant, nous nous sommes aussi penchés sur des donneurs organiques, pour
notamment répondre a l'attente de collaborateurs biologistes peu enclins a tester des

composés de coordination.

La stratégie visée dans les deux cas est identique : utiliser la forte concentration de thiol
présente dans les cellules ou le plasma (sous forme respectivement de glutathion ou de
cystéine) comme « déclencheur » de la libération d’H,S, par une réaction de substitution de
ligand dans le cas des complexes de coordination, ou de réduction dans le cas des molécules

organiques.

I Donneurs a zinc

N . . YO T4 1
Cette premiere famille de donneurs s’appuie sur des travaux réalisés par le groupe.[ 561

Comme nous l'avons vu dans le chapitre Ill, la chimie de coordination du sulfure d’hydrogene

est trés largement organométallique et menée dans des solvants organiques, ce qui est peu
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compatible avec des molécules dont la finalité est d’étre utilisée par des biologistes. Une
premiere étude a été menée au laboratoire afin d’évaluer les conditions de stabilité de
complexes comportant un ligand HS lié a un centre métallique en milieu aqueux. Ce travail,
faisant intervenir le complexe précurseur [(TPA)Zn(OH;)][NOs], est résumé dans le Schéma D2.
Ainsi, le complexe [(TPA)Zn(SH)]" IV-1 est stable dans une fenétre de pH d’environ 5-8, et donc

a pH physiologique.

H+

» [(TPA)Zn(OH,)?* + H,S
. KSH,pH7.1
[(TPA)Zn(OH,)] — > [(TPA)Zn(SH)]*

OH ou excés de_;HS (TPA) + ZnS

Schéma D2 : Synthése et devenir du complexe IV-1

Aux concentrations utilisées en RMN (5 mM), aucune libération de H,S du centre a zinc
n’est détectée. En particulier, aucune formation du complexe [(TPA*)Zn(SH)]* (avec TPA* = 1-(6-
methylpyridin-2-yl)-N,N-bis(pyridin-2-yImethyl)methanamine) n’est détectée lors de I'addition
du composé [(TPA*)Zn(OH,)]** a une solution de [(TPA)Zn(SH)]*dans du tampon HEPES

D 0!

ﬁ;’ N-....__
Hepes pH 7.1 << ;

(Schéma D3).

Schéma D3 : Etude de la formation du complexe [(TPA")Zn(SH)]* dans I'HEPES pH 7.1

Cependant, a de plus faibles concentrations (50 uM), le complexe IV-1 se comporte
comme un donneur rapide d’H,S dans les tampons HEPES ou Tris, comme indiqué sur le

Spectre D1. En effet, on peut observer une forte augmentation du signal enregistré a
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I’électrode sélective a H,S deés lintroduction du complexe, augmentation qui atteint un

maximum en une vingtaine de secondes (27 uM, soit 54% de libération).

~
o

Ajout du complexe

Concentration H2S (UM)
& n

0 1 2 3 L 5

Temps (min)

Spectre D1 : Libération d’H,S par le complexe IV-1 a 50 uM dans I’HEPES 50 mM pH 7.1

En vue d’obtenir un donneur moins rapide, nous avons cherché a utiliser la méme
stratégie que pour notre complexe de fer présenté dans le chapitre précédent et stabiliser
la liaison Zn—SH par une liaison hydrogéne. C'est d’ailleurs ainsi que le groupe de Mareque-
Rivas avait réussi a augmenter I'affinité des phosphates pour des complexes de zinc similaires
en 2004.™%71 Nous avons donc, dans un premier temps, étudié la complexation de H,S sur les
complexes [(TPA(NH:))Zn(OH,)]*" IV-2 et [(TPA(NH,);)Zn(OH,)]*" IV-3 formés insitu par

complexation du ligand avec du nitrate de zinc Zn(NOzs), dans le tampon HEPES (Schéma D4).

Schéma D4 : Dérivés aminés du complexe IV-1 ciblés en vue de

stabiliser le ligand hydrosulfure par liaison hydrogéne

Au final, seul le dérivé IV-2 a pu étre préparé in situ, étant donné que nous avons
observé la précipitation d’'un composé blanc lors de la titration du complexe IV-3 par HS

simultanément & la libération du ligand libre en solution. Au contraire, les spectres RMN 'H
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avec le ligand ne comportant qu’un groupement 6-amino (Spectre D2) indiquent bien qu’une

nouvelle espece est formée lors de I'addition d’un équivalent de NaSH.

c)

o)}
. 171

< Al ER B 6 [

I T T T T l T T T T [ T T T T I L T T T 'I T T L T I T T T T I T T 1
ppm

85 8 75 7 6.5 6

Spectre D2 : (a) Partie aromatique du spectre du ligand monoaminé,

(b) du complexe correspondant apreés addition d’1 eq Zn(NO3),(OH,)s et (c) 1 eq NaSH

La libération de sulfure d’hydrogéne par cette nouvelle entité est suivie par
ampéromeétrie (Spectre D3) dans des conditions analogues a celles utilisées pour le complexe
IV-1. Ainsi, le complexe [(TPA)(NH,)Zn(SH]]" IV-2 libére instantanément 42 pM d’H,S, soit 84%

de libération (contre 54% pour le complexe IV-1).

w
wn

w
o

Spectre D3 : Libération d’H,S par le complexe IV-2
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L'introduction de groupements ortho-NH, sur les pyridines du ligand TPA a plusieurs

’ ey . 1
conséquences sur ses propriétés coordinantes dans I'eau®®

. I'affinité pour le cation Zn(ll)
diminue (logKz,. passe de 11.1 a 10.4 puis a 8.9 lorsque I'on ajoute un puis deux groupements
amino), ainsi que le pKa de la molécule d’eau coordinée au zinc (8.1, 7.6 puis 6.7
respectivement pour [(TPA)Zn(OH,)1*, [(TPA(NH,))Zn(OH,)]1*, et [(TPA(NH,),)Zn(OH,)]*"). Ce
dernier résultat a été expliqué par I'établissement d’une liaison hydrogéne entre I'oxygene
coordiné au zinc et les groupements NH, des ligands. La méme explication a été utilisée pour
expliquer la meilleure affinité des complexes pour les phosphates lorsque le nombre de
donneurs de liaison-H augmente.[m] Parallelement, dans des structures cristallographiques de
complexes analogues comportant un ligand chlorure, une élongation de la liaison Zn—Cl et des
liaisons Zn—N,, associée a un raccourcissement de la liaison Zn—N,, est notée lorsque le
nombre de groupements ortho-NH, des pyridines augmente, malgré la présence évidente de
liaisons hydrogénes.”sg] Ainsi, la décoordination du ligand (TPA(NH,), observée lors de
I’addition de H,S dans le tampon est probablement liée a sa faible affinité pour le Zn(ll). Une
baisse du pKa de la molécule d’H,S coordinée aurait le méme effet en favorisant la formation
de sulfure de zinc ZnS, mais impliquerait I'établissement de liaisons hydrogénes NH,--S. Ceci
parait peu vraisemblable a la vue de la libération plus rapide d’H,S enregistrée avec le dérivé
[(TPA(NH,))Zn(SH)]* par rapport a [(TPA)Zn(SH)]". En effet, dans IV-2, méme si des interactions
NH,:--S pourraient certainement étre détectées dans un solvant apolaire ou dans une structure
cristallographique, elles seront probablement trop faibles dans un solvant polaire protique pour

contrebalancer la géne stérique plus importante du ligand dérivé du TPA.

I Donneurs de type dithiopéroxyanhydride

La réticence de nos collaborateurs biologistes vis-a-vis de complexes de coordination,
ainsi que les résultats peu encourageants décrits ci-dessus nous ont amenés a développer une
nouvelle famille de donneurs organiques. Les dithiopéroxyanhydrides R(CO)S-S(CO)R’ sont des
composés peu étudiés dans la littérature, dont les quelques réactions connues laissent

envisager un role potentiel de donneur d’H,S dans des systémes biologiques (Schéma D5).
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En effet, les composés intermédiaires formés (mais non isolés) en particulier lors des réactions
avec des thiols, amines ou phosphates en milieu réducteurs, devraient étre susceptibles de

libérer du sulfure d’hydrogene.

j\ MeO-C. SH
MeO,C S. Me +
Me S’S\H/OMP‘ NHAc . YQS’ Y __Meor.H MeOzC\H(S,SH
o - COS - MeOH NHAG o] - AcOMe IR
c
RPO:AC ?
?Oge\ 3 réducteurs H>S
T
o]
oxydation [ l
Mej\SH > Me)l\s’S Me " Cr(Eess
photolyse \“/ \
o]

RO o

NH; NHAc

Schéma D5 : Réactions décrites de dithiopéroxyanhydrides avec la pénicillamine,

des acides aminés ou des phosphates[l 7

Ce travail s’est fait en collaboration avec des biologistes de I'Institut Cochin pour la
partie concernant les cellules sur-exprimant la SQR, ainsi qu’avec I'Institut de Recherche Servier
pour les études ex-vivo de la fonction vasculaire. Il a été récemment publié dans

ChemBioChem. "
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New Biologically Active Hydrogen Sulfide Donors

Thomas Roger,”” Francoise Raynaud,” Frédéric Bouillaud,” Céline Ransy,” Serge Simonet,"
Christine Crespo, Marie-Pierre Bourguignon,'” Nicole Villeneuve,'” Jean-Paul Vilaine,"

Isabelle Artaud,” and Erwan Galardon*®

The crucial role played by hydrogen sulfide (H,S) in biology'"
has stimulated the development of new molecular tools to
help biologists characterise and define the signalling effects of
this gas. Thus, in the last two years, numerous probes have
been synthesised to detect hydrogen sulfide within cells,”’
They complete the polarographic sensor (now commercially
available), which only allows quantification of hydrogen sulfide
in fluids.”! During this time, hydrogen sulfide donors have also
been synthesised to replace the widely used salts NaHS or
Na,5, which are instantaneous H,5 donors, and consequently
do not reproduce the effects of continuous biosynthesis.” The
use of these fast donors, especially in the high micromolar
range (too often considered “physiological”) might indeed lead
to responses that are not necessarily connected to the sulfide
itself but to the hypoxic conditions created by the transient
rise of H,S.”" Aside from the naturally occurring slow donors
like diallyl sulfides in garlic” the most common molecules
used so far as tools for fundamental research or tested for po-
tential therapeutic benefits are based on the dithiolethione
structure or derived from Lawesson’s reagent,” although ques-
tions remain conceming the latter.” We anticipated that di-
thioperoxyanhydrides (often labelled diaryl or diacyl disulfide)
might also be able to play this role. These species have been
proposed as intermediates in the oxidation acylation of
amines,® and possibly of phosphates,” with thicacetic acid
(two reactions related to prebiotic synthetic pathways). They
are also known to act as thioacetyl transfer agents with alkyl-
phosphite,"” N- and O-protected penicillamine,"" carbon-cen-
tred radicals"” and iron(ll) complexes."” Interestingly, in both
cases, hydrogen sulfide could theoretically be generated under
reducing conditions, either through the intermediate formation
of dithioperoxic acid RCO SSH from amines® ¥ or of trisulfides
from thiols,"" thus making the amino acid cysteine a potential
activator. Xian and co-workers successfully used a similar strat-
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egy to generate hydrogen sulfide in plasma from the related
N-{benzoylthio)benzamides, in which a SN bond is found in
place of the disulfide bond, but these donors are limited to
poorly soluble aromatic molecules, and no biological activity
was reported."” They have also been used more recently in
a related approach to design donors in which a cysteine is pro-
tected by an S-acyl moiety."*

Herein, we show that dithioperoxyanhydrides allow more
chemical diversity, with easily accessible alkyl as well as aryl de-
rivatives, and that they not only release hydrogen sulfide in
aqueous buffer, but also induce a response in cells in suspen-
sion and advantageously replace hydrogen sulfide in ex vivo
assays of vascular function.

The donors (Scheme 1) were synthesised by oxidation of the
corresponding thiocarboxylate with iodine™ (1a and 1b) or
by reaction between thiocarboxylic acid and methoxycarbonyl-
sulfenyl chloride (2a and 2b)."™"

R X
.5 OMe
RPN SR R e Sy
o (o]
1a R=Me 2a R=Me
1b R=Ph 2b R=Ph

Scheme 1. H,S donors used in this work.

The H,S-releasing properties of molecules 1 and 2 were
studied in Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS) solu-
tion containing 0.1% THF with the polarographic sensor 1S0-
H.S-2 (World Precision Instruments, Sarasota, FL). Although the
donors alone did not significantly generate hydrogen sulfide
(1a showed a slight increase in the current when added to the
phosphate buffer), they were, however, activated by addition
of a thiol (Figure 1).

= Addition of CysSH
20
Addition of
] 15 la
5 10
(7}
< 5
0
0 20 40
t/ min —

Figure 1. H,5 release monitored by the ISO-H25-2 sensor with 1a (50 um)
and CysSH (5 mm).
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Interestingly, both cysteine (CysSH) and glutathione (GSH)
proved to be effective (see Figure S1 in Supporting Informa-
tion). This is important, because GSH is ubiquitous in cells,
thus removing the need to add extra cysteine in order to gen-
erate H,S in low free-cysteine environments."¥ Moreover, its
concentration in the millimolar range and its tight regulation!'
should aveoid redox deregulation upon addition of physiologi-
cal concentration of the donors to biclogical systems.

We used the parameters previously described by Xian'¥ to
characterise their donors with the 1SO-H,5-2 sensor (peaking
time and H,5 concentration at peaking time) to compare our
molecules {Table 1). Both symmetric and disymmetric donors

Table 1. Maximum concentrations and peaking times'* recorded for
donors 1 and 2 (50 um in 20 mm phosphate buffer containing 0.1% THF,
pH 7.4) upon addition of thiols (5 mm).

Concentration [pm] Peaking time [min]

Thiol 1a 1b 2a 2b 1a 1b 2a 2b
GSH 26 7 26 20 16 15 20 20
CysSH 34 17 24 19 12 n 10 12

{1b, 2a and 2b) yielded a maximum concentration of ~20 pm
{upon addition of 100 equiv of thiol to 50 pm donor), whereas
1a gave a slightly higher concentration {up to 34 um with cys-
teine). Peaking times were consistently higher (by ~5 min)
with GSH, relative to CysSH. The acyl-based donors 1a and 2a
were clearly more stable in solution than aromatic 1b and 2b,
as determined by H,S generation upon addition of cysteine
after incubating donors 1 or 2 in phosphate buffer (20 mm,
pH 7.4) for 60 min. Under these conditions, no changes in the
H,S-release profiles were observed for 1a and 2a, whereas the
maximum concentrations for 1b and 2b decreased by 70 and
30%, respectively. For 1a in DPBS containing 10% DMSO, t,,,
was found to be approximately 12 h (Figure 53), with acetate
detected by 'H NMR as the single degradation product; poor
solubility of the aromatic molecules hampered determination
of their t,; values.

To test the potential of our donors under biological condi-
tions, we first studied their ability to generate hydrogen sulfide
in cellular lysate. The release of H,5 by 1a in Hela cell lysate
was monitored by using the selective fluorescent probe DNS-
Az'"™ and not by the polarographic sensor, as this was slowly
deteriorated by the HNTG {HEPES/NaCl/Triton-X/glycerol) lysis
buffer of the reaction mixture. Figure 2 clearly shows that Ta
was able to generate H,S in this complex biological medium.
Indeed, strong DNS-Az fluorescence was detected for 1a and
cellular lysate incubated in phosphate buffer; only basal fluo-
rescence was recorded for 1a or lysate alone. However, the
poor linearity of the calibration curves obtained from solutions
of NaHS mixed with the lysate did not permit precise guantifi-
cation of the hydrogen sulfide released.

The efficiency of 1a in biological systems is further high-
lighted by its ability to release hydrogen sulfide in nutrient
medium containing CHO cells over-expressing human sulfide

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

1a+lysate

1a

lysate
o 30
t/min —

Figure 2. Fluorescence intensities (F,—F,, 4., — 520 nm) recorded after
mixing aliquots of the reaction between the donor 1a (20 pm) and Hela cell
lysate in DPBS for different reaction times with DNS-AZ"® in DPBS/THF (1:1,
blue curve). See the Supporting Information for the full experimental proce-
dure.

so {+NaSH!| +1a } +1a
(5 um) . (20 LIM)E 0 um)
40
30 — [HZS] F'um
—— respiratory rate /
-1 1
56 pmol O, s mL
10
o
0 10 20 30 40

t/ min —

Figure 3. H;5 concentration (blue line) and respiratory rate (red line) record-
ed after addition of a solution of NaHS, 1a, then 1a followed by antimycin

(1 pgmL™") to CHO cells overexpressing SQR (10° cellsmL~", 2 mL} in Ham's

F12 medium at 37°C.

quinone reductase (SQR)," as shown in Figure 3. SQRs are
ubiquitous membrane-bound flaveproteins involved in sulfide
detoxification.*” In mammals, they oxidise H,S to thiosulfate or
sulfate by using dioxygen, thus providing electrons to the res-
piratory chain by reduction of coenzyme Q.%**"

Addition of a solution of NaHS to cells in Ham's F12 medium
led to an immediate increase in H,5 concentration, correlated
to dioxygen uptake. In parallel, only minor H,S production was
detected after addition of 1a, although sustained dioxygen
consumption was observed. Addition of 1a followed by anti-
mycin (an inhibitor of complex Il of the respiratory chain)
when the dioxygen uptake was maximum led to a fast de-
crease in dioxygen consumption and detection of hydrogen
sulfide (maximum concentration 8 um, peaking time 5 min),
thus indicating that 1a efficiently releases H,5, which is quickly
oxidised by the respiratory chain. Interestingly, generation of
H,S was clearly initiated by the cells, whereas 1a alone in
the culture medium only generated traces of hydrogen sulfide
(<1 um after 30 min) under the same experimental conditions.

Finally, 1a was also able to induce total vasorelaxation of
isolated rat aortic rings pre-contracted with phenylephrine
(Figure 58). In rings with intact endothelium, administration of

ChemBioChem 0000, 00, 1-4
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Figure 4. Compound 1a (1-100 pm) induces relaxation in isolated aortic
rings with intact endothelium (A), but not in those lacking endothelium (B).
Aortic rings were contracted with phenylephrine. Data are mean = SEM;
n=4-6 rats. A) a: solvent (1=6), ¥: 1a (n=4); B) m: solvent (n=6), 4: 1a
(n=4); **P < 0.001, two way ANOVA.

1a (1, 10 and 100 pm) produced concentration-dependent re-
laxation (ECyy 5.2 pm, n=4; Figure 4). This EC,, value is at least
an order of magnitude lower than those recorded under iden-
tical conditions for Xian's donor PhCONH-SCOPh' or for
GYY4137 (Figure S9). Interestingly, it was also lower than the
EC,, values reported for H,5,%” and confirmed by us.

H,S vasoactivity is strongly dependent on dioxygen concen-
tration,”” because of the loss of sulfide by oxidation and the
vasoconstrictor effect of these oxidised species. The usually
high molecular oxygen (95% 0,, 900 um) used for isolated rat
aortic ring assays might therefore explain the discrepancy be-
tween the ECs, of 1a and those reported for H.S. Indeed, a
more physiologically relevant ECs, of 15 um was proposed for
hydrogen sulfide when a lower O, concentration was used
(40 um).*? This nicely fits the value found for 1a, thus making
this dithioperoxyanhydride a very advantageous, more stable
source of H,S for these studies.

Interestingly, the relaxation induced by 1a is strongly endo-
thelium dependent as no effect was observed for rings without
endothelium (Figure 4). Such results are in a perfect agreement
with previous studies that showed endothelium-dependant ef-
fects for GYY4137 and NaHS.?” A complete study of the
mechanisms underlying this vasorelaxant response is ongoing
in our group.

The concentration of hydrogen sulfide released from 1 and
2 suggests a similar mechanism with the four donors. Al-
though the reaction of N- and O-protected penicillamine with
2a in methanol was reported to give the unsymmetrical disul-
fide resulting from the cleavage of the disulfide bonds of 2a
as major product,""! we observed no evidence for this reaction

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

under our experimental conditions. For instance, when equi-
molar quantities of GSH and 1a were reacted in phosphate
buffer containing THF (2-16%, see the Supporting Informa-
tion), the main product detected by 'H NMR or ESI-MS was the
thioester GS-Ac, which resulted from nucleophilic attack of the
thiol on the acyl carbonyl group (Figures 54 and S5). This reac-
tivity is in accordance with the mechanism reported by Xian
for the activation of its donors.”™ In addition, products in
which the terminal amino moiety was N-acylated were also de-
tected; these were not observed in previous studies because
N-protected cysteine was used as the thiol."” These by-prod-
ucts were undetected when two or more equivalents of GSH
were reacted with 1a; but, in these cases the disulfide GS-SG
was present in the reaction mixture (Figures S4 and S6).
Indeed, as already reported, 1a acts as an efficient acyl transfer
agent towards amino acids like lysine or methionine (Fig-
ure 57),"¥ but not to phosphate buffer.””’ Although 1a reacted
with the amino groups of amino acids, this reaction did not
generate H,S. However, incubation of excess thiol with a mix-
ture of 1a and 100 equiv of amino acid for 30 min led to H,S
production, in concentrations similar to those recorded with-
out incubation. The exact nature of the acetyl-moiety-contain-
ing intermediate formed upon reaction of the dithioperoxyan-
hydride 1a with glutathione, lysine or methionine (Figure 57)
remains speculative: all attempts to isolate and characterise
this compound failed. A tentative rationalisation of the results
involves formation of the intermediate acylpersulfide
CH,C(0)5SH, which can directly lead to H,S in the presence of
excess thiols, or oxidation to the corresponding trisulfide
(Scheme 2) in the absence of additional thiol, by analogy with

i Main pathways in the presence of
excess thiols

w e i

RNHA s 2RsH RoSR
P RS NS T s l| St s

Side reaction
. in default of thiols B °

Scheme 2. Speculative mechanism for the release of H,5 from 1a. Com-
pounds in bold were clearly identified.

the reactivity of persulfides.” The chemistry of acylpersulfides
is so far largely unexplored, although they have been pro-
posed (and detected) as intermediates in reactions involving
thicacids.”*!

Finally, it must be noted that although these reactions can
cause side-effects, such as acetylation of lysines,? no toxicity
of 1a, up to at least 200 um, was observed on human fibro-
blasts (Figure S10).

In summary, dithioperoxyanhydrides are a new class of hy-
drogen sulfide donor: stable and easy to synthesise. Their ef-
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fectiveness to induce biological responses in cellulo or ex vivo
at physiological concentrations provides a basis for the devel-
opment of new molecular tools to study the pathophysiologi-
cal effects of this gaseous transmitter. They constitute a prom-
ising complement to very slow-releasing molecules, like
GYY4137 and dithiolethione-based donors, which are better
suited to in vivo studies.
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2. ETUDES MECANISTIQUES

Le schéma réactionnel proposé dans la publication provient d’études que nous allons
résumer ci-dessous. Ces études ont été menées par RMN 'H et HPLC-MS avec le composé

MeCOS Me(CO)SS(CO)Me (notre donneur le plus efficace) et le glutathion comme activateur.

i) La réaction entre le MeCOS et le glutathion conduit a un mélange de plusieurs
produits. Ceux-ci dépendent du nombre d’équivalents de GSH utilisé pour la
réaction (Schéma D6 et Spectre D4) mais on notera que la présence de GS-Ac est

détectée comme produit majoritaire dans les deux réactions.

NH3* L9
- H N o
N
Om \H\H/T s
NH3" 9 S-Ac
: N " MeCOS NHAC o
§ T T o N o
o} o] 0
SH Y Y NY
0 o}

GSH © S-Ac

2

NH3" b 9
oL A N 0
M \ﬁkﬁ/ﬁr GSSG
o) 0 s o)

Schéma D6 : Structures de produits obtenus apres réaction entre le MeCOS et 1 ou 2 eq GSH

Intensity / 5
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Spectre D4 : Analyse RMIN 'H des bruts obtenus apreés réaction d’une solution de MeCOS avec le GSH
(D) 2 eq ou (C) (1 eq) ainsi que les produits de référence (A) GS-Ac et (B) GSSG.

Les pics marqués « * » correspondent au glutathion N-acétylé.
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L’acétylation majoritaire du glutathion sur le soufre du thiol et non sur 'azote de I'amine

a été confirmée par I'étude HPLC-MS, qui indique clairement sur le spectre MS? la présence du

fragment Cys(SAc)-Gly (Spectre D5).

Spectre HPLC
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Spectre D5 : Analyse HPLC-MS de la réaction du MeCOS avec 2 eq GSH
ii) L’amine libre du glutathion peut cependant réagir avec le MeCOS, bien que cette

réaction ne se produise pas en présence d’un exces de thiol. Ceci confirme que le

MeCOS est un réactif efficace pour acétyler les acides aminés,

[1703] -5 mme

I'indique le Spectre D6 qui présente les spectres RMN "H obtenus aprés réaction

avec la méthionine ou la lysine. Ces derniers font clairement apparaitre une
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acylation de la fonction aminée, la structure des produits formés ayant été

confirmée par spectrométrie de masse.

a S-Me

N-Ac

|
0 ; |
)l\s’sj]/ + methionine |
O ..J. i adl

(o}

P |
7Y~ +lysine N-Ac, N-Ac
; -
P || P R A | N S § Y

Spectre D6 : Spectres RMN issus de la réaction du MeCOS avec la méthionine ou la lysine (tampon

phosphate deutéré, pH 7.4)

iii) Si la premiere étape de I'activation du MeCOS est identifiée (Schéma D7), le
devenir de l'intermédiaire Me(CO)S-SH qui doit étre libéré durant cette réaction

reste quant a lui a définir.

0]
@H ou S _Me
R
S Me g SH
Me” Qs” T R—NH, T + Me)ks/
ou
© H Me
R/ T
o]

Schéma D7 : Premiére étape de I'activation du MeCOS par les thiols ou les amines

Les spectres RMN 'H présentés ci-dessus laissent envisager un intermédiaire
commun a toutes les réactions (Cl), qui présente un seul singulet en RMN 'H a

2.37 ppm. L’hypothése que ce dérivé soit le trisulfure Me(CO)S-S-S(CO)Me reste
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raison d’une cinétique d’échange trop rapide du ligand SH™ lorsque les complexes sont dilués

dans une solution tampon a des concentrations physiologiguement acceptables pour un

a démontrer, nos efforts pour synthétiser ce produit étant pour le moment

restés vains. Mais cette proposition semble cependant la plus vraisemblable

compte tenu:

i) Du fait que ce signal ne corresponde a aucun des composés suivants :

CH3CO,H, CH3COSH, CH3(CO)S(CO)CHs, et qu’il ne parait pas envisageable que

I'acylpersulfure CH3;COSSH soit stable en solution,

ii) De la chimie des persulfures RSSH, qui conduisent en présence d’oxygene et

en milieu polaire essentiellement au trisulfure correspondant, avec formation

de soufre élémentaire (Schéma D8).

o o}

2 i /SH [Ol - )J\ -S4 )j\ + SO

Me S Me S S Me

Schéma D8 : Formation du trisulfure a partir du persulfure correspondant

en présence d’oxygéne

Conclusion du chapitre IV : Donneurs lents d’H,S

L'utilisation des dérivés du zinc comme donneurs d’H,S s’est avérée décevante, en

donneur.

donneurs trés intéressants, puisqu’ils sont non seulement capables de libérer du sulfure
d’hydrogeéne dans des solutions tampons, mais aussi dans des cellules et des tissus.
particulier, ils sont d’excellents substituts aux sels d’H,S pour les études ex-vivo de la fonction

vasculaire, avec les meilleures CEsq pour la relaxation d’aortes de rat pré-contractées

Par contre, les composés organiques dithiopéroxyanhydriques se sont eux révélés des

actuellement rapportées dans la littérature.
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CHAPITRE V : CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

I Conclusion générale

A travers ce manuscrit, nous avons pu voir le réle ambivalent du sulfure d’hydrogene, a
la fois fortement toxique, voire mortel a une concentration supérieure a 500 ppm, et nécessaire
a la vie en tant que transmetteur gazeux, aux cotés des monoxydes d’azote et de carbone. C'est
ce rble biologique, et les implications qui en découlent pour les chimistes s’intéressant a
I'interface chimie-biologie, que nous avons cherché a présenter dans le premier chapitre. Les
trois chapitres suivants décrivent le travail de recherche effectué dans ce contexte : nous nous
sommes attachés a développer des molécules susceptibles d’aider a la compréhension des
actions biologiques d’H,S, et a synthétiser de nouveaux complexes de coordination impliquant

un ligand hydrosulfure HS'".

La premiere étape de ce travail a été de synthétiser des sondes fluorescentes sélectives
d’H,S, pour permettre de détecter et de quantifier H,S in vivo. Nous avons choisi un principe de
réactivité nouveau basé sur la chimie de coordination, avec un métal inerte vis-a-vis de
I’échange de ligand afin de favoriser la réaction sur le ligand lui-méme, plutdt que sur le centre

métallique utilisé ici comme quencheur de la fluorescence.

Nous avons synthétisé deux familles de sondes : une basée sur le ruthénium(ll) et une
sur le cobalt(lll) (Schéma E1). Celles-ci sont, en accord avec nos objectifs initiaux, i) solubles
dans un tampon aqueux avec un ajout minimal (1% maximum) de solvant organique ii) des
sondes « turn-on » c'est-a-dire que la fluorescence augmente en présence de H,S. Cette
augmentation de la fluorescence induite par H,S est importante, puisque des rapports
(fluorescence en présence de H,S / fluorescence initiale) de plus de 30 ont été enregistrés avec
la sonde basée sur le cobalt(lll). Ces rapports sont compétitifs avec ceux rapportés dans la
littérature. Malheureusement, nos molécules ne sont pas (ou peu) sélectives pour d’autres
molécules soufrées présentes dans les systemes biologiques, et en particulier les thiols. Ce

manque de sélectivité provient soit d’une réactivité similaire d’H,S de la cystéine (sondes
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basées sur le ruthénium), soit d’'une réactivité différente mais inattendue d’H,S (sonde basée
sur le cobalt(lll)). A la vue des énormes progres réalisés dans ce domaine des sondes
fluorescentes pour H,S ces deux dernieres années, la sélectivité obtenue dans ce travail n’est

évidemment pas suffisante.

NO3 / PFg
cr
/N {
Q.S S
A\
5\
o8 -
() ,
~
\ SH /"S—Cys 0
8—Cys

Schéma E1 : Sondes fluorescentes développées et mécanismes mis en jeu en présence de H,S ou CysSH

Une seconde partie du travail a été consacrée a la synthése de molécules libérant du
sulfure d’hydrogéne de maniére lente et contrélée par une activation endogéne. Si des
donneurs inorganiques a base de zinc ont donc été synthétisés, ils se comportent comme des

donneurs rapides d’H,S en milieu tamponné (Schéma E2).

A, ?p

— SH —Zn—SH
%” Zx

l l

x N
Schéma E2 : Structures des donneurs d’H,S basés sur le zinc

Par contre, les donneurs organiques de type dithioperoxyanhydride se sont eux révélés
prometteurs. lls sont stables en milieu tamponné jusqu’a I'ajout d’un thiol activateur comme la

cystéine dans le milieu (Spectre E1). La libération d’H,S a été observée pour le donneur

(CH3COS),, notre donneur le plus efficace, en milieu tamponné et en présence de lysat cellulaire.
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Des réponses biologiques ont été enregistrées dans des cellules en suspension (consommation
d’oxygene liée a une augmentation de la dégradation mitochondriale d’H,S) ou dans des tissus
(relaxation d’anneaux d’aorte de rat pré-contractées). Nos donneurs sont ainsi plus efficaces
que les autres donneurs de la littérature, y compris les sels dérivés d’H,S pour cette étude de la

fonction vasculaire ex-vivo.
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Spectre E1 : Libération d’H,S par les donneurs de type dithioperoxyanhydride a 40 uM
dans le tampon phosphate 20 mM pH 7.4

Enfin, nous nous sommes aussi attachés a la synthése du premier complexe du fer
possédant un ligand hydrosulfure accepteur de liaison hydrogéne. Le point clef de cette
synthése est d’utiliser H,S et non le sel HS" comme source d’hydrosulfure, ce qui est possible
grace au choix du ligand coordinant le fer, qui possede une fonction basique. La protonation de
ce ligand fournit le donneur de liaison hydrogéne (Schéma E3), ce qui a été confirmé par les
structures aux rayons X du complexe hydrosulfure et de son analogue résultant de la réaction

avec le thiophénol (Figure E1).

Schéma E3 : Synthése du complexe I111-4
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Figure E1 : Vues ORTEP des structures cristallographiques des complexes IlI-4 (gauche) et IlI-3 (droite). Les liaisons
Hydrogene sont mises en évidence en rouge, et le n-stacking du ligand thiophénolate en vert

Ce complexe est I'un des rares exemples de complexe de coordination capable de
libérer du sulfure d’hydrogene. Cette libération peut étre lente, par le simple équilibre (1) du
Schéma E3, ou rapide en présence d’un accepteur, tel gu’'un complexe hydroxo du zinc

(Schéma E4).
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Schéma E4 : Le complexe IlI-4 est un donneur de sulfure d’hydrogéne
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1 Perpectives

Ce travail a mis en évidence la formation de dérivés de type persulfure ou trisulfure lors
de réactions impliquant H,S. Ces espéces poly-soufrées sont émergentes en biologie, et I’étude
de tels composés, tant en chimie organique qu’inorganique est donc une suite logique a nos
travaux. Il serait par exemple intéressant de comparer les réactivités d’H,S et des persulfures

RSSH vis a vis de biomolécules.

L'avenir des molécules capables de libérer du sulfure d’hydrogene se situe
essentiellement dans le ciblage vers des organelles. Des premiers résultats prometteurs ont été
présentés par le groupe de Moore, dans un brevet paru en 20132 dans lequel il cible des
donneurs classiques vers les mitochondries (Schéma E5). D’autres organelles pas encore ciblées

présentent aussi un intérét évident en lien avec H,S, en particulier le noyau.

-5

Schéma E5 : Donneur lent d’H,S ciblant les mitochondries; 75

Enfin, de nombreux challenges synthétiques susceptibles de motiver des chimistes
inorganiciens restent encore a attaquer dans cette chimie du sulfure d’hydrogéne. En
particulier, la stabilisation d’un composé fer(lll) comportant un ligand hydrosulfure lié au métal

est particulierement attractive.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Les solvants proviennent des sociétés SDS et Aldrich. Ils sont distillés selon les procédés
standards et conservés sous argon. Les produits ont été commandés chez les fournisseurs Acros,
Aldrich, Fluka. Toutes les expériences nécessitant une atmospheére inerte ont été réalisées sur

une rampe a vide/argon ou dans une boite a gants Labmaster 130 de MBRAUN.

Les spectres infrarouge ont été obtenus avec un spectrometre Perkin-Elmer Spectrum
One FT-IR équipé d'une unité ATR MIRacle TM a réflexion horizontale unique (cristal de

Zirconium-Selenium ou Germanium).

Les études fluorimétriques ont été effectuées sur un Hitachi F7000 et les spectres
enregistrés ont été traités par le logiciel FL-solutions 4.0. Les études UV-visibles ont été menées

sur un spectrometre JASCO V-570.

Les donneurs lents d’H,S ont été évalués par ampérométrie avec I'électrode sélective a
H,S 1SO-H2S-2 avec des interfaces APPOLLO 1000 et lab-trax-4/16 (WPI) avec le logiciel
Labscribe 2.0.

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ont été enregistrés sur un
spectrometre Bruker ARX-250 ou Avance-500 et les déplacements chimiques sont calibrés par
rapport au pic résiduel du solvant deutéré. Les spectres sont traités avec le logiciel NMR-

notebook 2.5 pour I'analyse et la présentation des résultats.

Les spectres de masse en mode électrospray (ESI) ont été réalisés sur un spectrometre

Thermo Finnigan LCD Advantage.
Les microanalyses sont effectuées au centre d'analyses de Gif-sur-Yvette.

Les nomenclatures sont données a I'aide du logiciel ACD/chemsketch, version ACD/Labs
6.00 suivant la nomenclature IUPAC ou en utilisant les abréviations utilisées dans la partie

théorique le cas échéant.
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Composé 1 : [(n®-p-cymene)RuCl(en)]PFg!*”?!

- PFe

A une solution de di-chloro-bis[chloro(n®-1-isopropyl-4-methyl-benzene)ruthénium(ll)]
(306 mg, 0.5 mmol, 1 eq) dans le méthanol (60 ml) est ajoutée I'éthylenediamine
(100 pl, 1.5 mmol, 3 eq). Le mélange est ensuite mis sous agitation pendant 1 h 30 a
température ambiante  avant filtration.  L’hexafluorophosphate  d’ammonium
(408 mg, 2.5 mmol, 5 eq) est ensuite additionné et la solution est concentrée a environ 15 ml
puis laissée au congélateur pendant 6 h ou un précipité est formé. Celui-ci est filtré puis lavé
plusieurs fois a I'éther pour obtenir le produit pur sous forme d’un solide jaune

(100 mg, R = 58%).

'H NMR (6, DMSO-d6) : 6.13 (sl; 2H; NH,), 548 (d; J = 6.1 Hz ; 2H; H,),
5.32(d;J=6.1Hz ; 2H; H;), 4.22 (sl; 2H; NH,), 2.71 (m; 1H; CH-iPr), 2.43 (m; 2H; CH,),
2.23(m; 2H; CH,), 2.11 (s; 3H; Me), 1.25(d ; ) =6.8 Hz ; 6H ; iPr).
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Composé 2 : DzSNa!38139]

Na*

~UN

A une solution de sulfite de sodium (3.68 g, 29 mmol, 4 eq), et de bicarbonate de
sodium (2.45 g, 29 mmol, 4 eq) dans I'eau (15 ml) a 70 °C, est ajouté le chlorure de dansyle
(1.95 g, 7.25 mmol, 1 eq). Le mélange est laissé a la méme température pendant 2 h 30, puis
refroidi a température ambiante avant d’étre acidifié a pH 6 a l'aide d’acide sulfurique.
Le précipité formé est filtré sur papier puis lavé a I'’eau pour obtenir I'acide correspondant sous
la forme d’une poudre blanche. Apres séchage, le composé est suspendu dans le méthanol
(60 ml), puis une solution 1 M de méthanolate de sodium dans le méthanol est ajoutée goutte
a goutte jusqu’a ce que le mélange devienne limpide. La solution est ensuite filtrée puis
évaporée pour obtenir le sulfinate sous la forme d’un solide blanc. Ce dernier est re-solubilisé
dans la pyridine distillée (10 ml) et du soufre élémentaire (0.23 g, 0.9 mmol, 1/8 eq) est
additionné. Le mélange est ensuite laissé sous agitation pendant 1 h. La solution jaune ainsi

obtenue est concentrée, puis précipité dans I'éther froid (1.15 g ; R =57%).

'H NMR (5, DMSO-d6) : 8.84 (d ; J = 7.6 Hz; 1H; Hs), 8.21 (d; ) = 7.6 Hz ; 1H; H,),
7.99(t;) = 7.6 Hz; 1H; H,), 7.44 (m; 2H; Hs + Hg), 7.14 (d ; J = 7.6 Hz; 1H; Ha),
2.81 (s ; 6H ; N(Me),).

UV (HEPES 50 mM pH 7.4/ MeOH (60/40)) : A = 321 nm (€ = 4683 M™*.cm™)

m/z = 266.1 (M)
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Composé 3 : 1I-1

Le complexe [(n®-p-cymene)RuCl(bipy)]PFs (160 mg, 0.28 mmol, 1 eq) et le nitrate
d’argent (48 mg, 0.28 mmol, 1 eq) sont introduits dans un ballon sous argon. Le méthanol
distillé et dégazé (10 ml), est ajouté et le mélange est porté au reflux pendant 45 min. Les sels
d’argent sont ensuite filtrés sur canule puis le thiosulfonate de dansyle (73 mg, 0.28 mmol, 1 eq)
est ajouté au filtrat qui est laissé sous agitation pendant 1 h a température ambiante. La poudre

jaune formée est finalement filtrée et séchée sous vide. (137 mg ; R = 57%).
Anal. Calc. (trouvée) Cs,H3aFgN3O,PRUS; : C, 47.88 (47.90) ; H, 4.27 (4.33) ; N, 5.23 (5.25)

'H NMR (5, DMSO-d6) : 9.25 (d ; J = 5.6 Hz ; 2H ; Ho), 8.54 (d ; J = 7.9 Hz ; 2H ; H1),
8.36(d ;J=7.9Hz; 1H ; H3), 820 (t;J=7.9Hz; 2H ; Hy1), 7.96 (d ; J = 7.9 Hz ; 1H ; Hy),
7.64(m;3H ;Hyp + Hg), 7.46(t ;J=7.4 Hz ; 1H ;Hs), 730 (t ; J = 7.9 Hz ; 1H ; H,),
7.13(d; J=7.4Hz ; 1H; Hy), 6.20 (d ; J = 5.8 Hz ; 2H; Hg), 6.07(d ; J = 5.8 Hz ; 2H ; Hy),
2.81(s;6H ;N(Me),), 258 (st ; J = 6.6 Hz ; 1H ; CH-iPr), 2.13 (s ; 3H ; Me),
091(d; J=6.6 Hz; 6H;iPr).

UV (HEPES 50 mM pH 7.4/ MeOH (60/40)) : A; = 305 nm (e = 10567 M™.cm™), A, = 316
nm (& = 10400 M™*.cm™), A3 = 337 nm (ep) (e = 4667 M .cm™)

m/z=657.9 (M")
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Composé 4 : 11-2

Le composé [(n®-p-cymene)RuCl(en)]PFs (133 mg, 0.28 mmol, 1 eq) et le nitrate d’argent
(48 mg, 0.28 mmol, 1 eq) sont introduits dans un ballon sous argon. Le méthanol, distillé et
dégazé (10 ml), est ajouté et le mélange est porté au reflux pendant 45 min. Les sels d’argent
sont filtrés sur canule puis le thiosulfonate de dansyle (73 mg, 0.28 mmol, 1 eq) est ajouté au
filtrat qui est laissé sous agitation pendant 1 h a température ambiante. Le brut obtenu est
enfin purifié par chromatograhie (Sephadex LH-20, méthanol) pour obtenir le produit sous la

forme d’une poudre jaune (88 mg, R = 42%).
Anal. Calc. (trouvée) CoaH3sN4OsRuS, : C, 46.21 (46.51) ; H, 5.49 (5.60) ; N, 8.98 (8.61)

'"H NMR (3, DMSO-d6) : 8.66 (d; J = 8.4 Hz; 1H; Hs), 8.55 (d; J = 8.4 Hz; 1H; Hy),
8.11(d; J = 7.7 Hz; 1H; He), 7.69(m;2H; Hy + Hs), 7.31 (d; J = 7.7 Hz; 1H; Ha),
6.18 (sl ; 2H; NH,), 5.33 (d; J=6.1 Hz; 2H; Hg), 5.02 (d ; J = 6.1 Hz; 2H ; H;), 4.70 (sl ; 2H ; NH,),
2.86 (m; 7H; CH-iPr + N(CHs),), 2.81 (m; 2H; CH,), 2.35 (m; 2H; CH,), 2.05 (s; 3H; Me),

0.96 (d;J=6.9Hz; 6H;iPr).
UV (HEPES 50 mM pH 7.4/ MeOH (60/40)) : A; =332 nm (e = 4667 M'.cm™)

m/z =561.9 (M")
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Composé 5 : 6-(bromomethy|)pyridin-2-methano|“74]

2
1 RN 3

HO Z Br
N

On ajoute I'acide bromhydrique (30 ml) a la pyridine-2,6-dimethanol (3.0 g, 21.7 mmol)
et la suspension est mise 1 h au reflux avant d’étre refroidie a 0 °C. La solution est neutralisée
par ajout d’une solution de soude avant d’étre extraite au dichlorométhane. La phase
organique est séchée sur sulfate de magnésium avant d’étre évaporée sous pression réduite.
Les composés mono- et di-bromés sont séparés par chromatographie sur colonne
(dichlorométhane 100% puis éther 100%) pour obtenir le composé pur final sous la forme d’un

solide blanc. (1.34 g; R=31%)

'H NMR (8, CDCl5) : 7.66 (t; J = 7.7 Hz; 1H; Hy), 7.30 (d; J = 7.7 Hz; 1H; H,),
7.22(d;J=7.7Hz; 1H; Hs), 4.72 (s ; 2H ; CH,0H), 4.50 (s ; 2H ; CH,Br),
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Composé 6 : TPA-CH,0H

7 N0
2 ¥ 4
3
1|\ N
HO L N
N
Z "N
|
N

Le composé précédent (1.00 g, 5 mmol, 1 eq) est mis en solution dans
I’acétonitrile distillée (24 ml) puis la dipicolylamine (900 ul,5 mmol, 1 eq) en solution dans
I’acétonitrile distillée (24 ml) avec de la triéthylamine (700 pl, 5 mmol, 1 eq) est ajoutée goutte
a goutte au mélange réactionnel a température ambiante a I'aide d’'une ampoule a brome. La
solution est agitée a température ambiante pendant 3 h, puis évaporée sous pression réduite.
Le résidu est ensuite solubilisé dans I'eau et basifié a pH 12 a I'aide d’une solution de soude
concentrée, avant extraction avec du dichlorométhane. La phase organique est séchée sur
MgSO, avant d’étre évaporée sous pression réduite pour obtenir le composé pur sous la forme

d’une huile jaune-orange. (1.3 g, R = 81%)

'H NMR (5,CDCl5) : 858 (d; J = 4.9 Hz; 2H; Hs), 7.66 (m; 3H; H, + He),
7.60(d;2H;J=7.7Hz;H,), 7.44(d;J=7.7 Hz; 1H;H), 7.18(m;  2H;Hs),
7.09(d;J=7.7Hz; 1H; Hs), 4.76 (s ; 2H ; CH,0H), 3.92 (s ; 6H ; CH,).
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Composé 7 : TPA-CHO

L’alcool précédent (1.00 g, 3.1 mmol, 1 eq) est dissous dans le chloroforme distillé
(22 ml). L'acide 2-iodoxybenzoique (2.60 g, 9.3 mmol, 3 eq) est ajouté a la solution qui est
laissée sous agitation pendant 3 h a 55 °C. Le mélange est refroidi et laissé au congélateur une
nuit avant d’étre filtré sur célite, et évaporé sous pression réduite pour obtenir le produit avec

un rendement quantitatif (1.00 g).

'H NMR (8,CDCl5) : 10.07 (s ; 1H ; CHO), 858 (d; J = 4.8 Hz; 2H; Ha),
7.84 (m; 3H; Hi+ Ha+ H3), 7.67 (m; 2H; He), 7.59 (d;J=7.6 Hz;2H;H), 7.19 (m ;2H; Hs),
4.02 (s; 2H ; Hs), 3.95 (s ; 4H ; Ho).
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Composé 8 : TPA-Michael

Le composé TPA-CHO (1.00 g, 3.13 mmol, 1 eq) est mis en solution dans le
tétrahydrofurane (22 ml). Delapotasse 1.7 M (1.66 ml,2.82 mmol, 09 eq) et de
I’acétophénone (330 ul, 2.82 mmol, 0.9 eq) sont ajoutées a la solution qui est laissée 1 nuit a

température ambiante sous agitation a I'abri de la lumiére. Le brut est ensuite évaporé a sec,

extrait a pH 9 a l'aide de dichlorométhane et purifié sur colonne d’alumine a I’abri de la lumiére.

Un produit blanc rosé est obtenu (600 mg, R = 49%).

'H NMR (8, €DCl5) : 8.57 (d; J = 5.3 Hz; 2H; Hg), 8.14(d; J = 14.9 Hz; 1H; Hy),
8.10(m;2H;Hy), 7.77(d; J = 149 Hz; 1H;Hy), 7.72(t;) = 8.0 Hz; 1H;H,),
7.68 (dt;J=8.0Hz; ) =1.5Hz; 2H; He), 7.63 (m; 3H; Hy+ Hy4), 7.59 (d; J = 8.0 Hz; 1H; H3),
754 (m; 2H;Hi3), 7.35(d;J=8.0 Hz;1H;Hy), 7.17(m;2H;Hs), 3.98(s;2H; Hg),
3.97 (s ; 4H ; Ho).

UV (HEPES 50 mM pH 7.4 avec 3% DMSO) : A; = 261 nm (¢ = 11200 M .cm™),
A =311 nm (€=8400 M™*.cm™).

m/z:421.1 (M + H")

132



Composé 9 : [TPA],-cyclo

Formé par photodimérisation du composé TPA-Michael a I'état solide comme décrit

dans le chapitre II.

'H NMR (8, CDCls) : 8.56 (d; J; = 4.7 Hz; 4H; Ha), 7.75(d; J = 7.5 Hz; 4H; Hy),
7.65(d;J= 7.5 Hz ;4H;He), 7.59(d;J= 7.5 Hz;4H;H;), 7.32(m;4H;H, + H,),
7.18(m;10H;Hs + Hi3 + Huw), 6.95(d;J= 7.5 Hz;2H;Hs), 5.12(m;2H;Hy),
7.59 (m; 2H; Hu1), 3.78 (s; 8H ; Ho) ; 3.67 (s ; 2H ; Hg), 3.65 (s ; 2H ; Hg).
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Composé 10 : MLH,

HO.

HO (0] o

Le benzéne-1,2,4-triol (3.05 g, 24 mmol, 1 eq) est ajouté a l'acétoacétate d’éthyle
(6.16 ml, 48 mmol, 2 eq) en solution dans I'acide perchlorique (8.4 ml). Le mélange est chauffé
a 95 °C pendant 3 h avant d’étre versé dans de I'eau glacée (20 ml). Le solide est recristallisé
dans de I’éthanol bouillant (20 ml) et récupéré par filtration sur canule (2.7 g, 14 mmol, R =

59%).

'H NMR (6, MeOD) : 7.08 (s; 1H; Hi), 6.77 (s; 1H; H,), 6.13(d;J=1.2 Hz; H3),
2.4(d;J=1.2Hz;3H; Me).

UV (HEPES 50 mM pH 7.4 avec 3% DMSO) : A = 362 nm (e = 10600 M*.cm™)
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Composé 11 : -3
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/
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Le dichlorure de cobalt (31 mg, 0.24 mmol, 1 eq) est ajouté au ligand TPA-Michael
(100 mg, 0.24 mmol, 1 eq) en solution dans le diméthylformamide (11 ml) et la solution est
laissée sous agitation pendant 15 min. Le ligand MLH; (46 mg, 0.24 mmol, 1 eq) déprotoné par
de la potasse (27 mg, 0.48 mmol, 2 eq) en solution dans le diméthylformamide (3 ml), est
ajouté au mélange précédent qui est laissé sous agitation a température ambiante pendant
30 min puis est oxydé a l'air pendant une nuit. Le solvant est évaporé puis le produit est
récupéré sous la forme de cristaux vert-noir par redissolution dans le minimum de

dichlorométhane suivi d’'une précipitation dans |'éther.

Anal. Calc. (trouvée) Cs;H33CICoN4Os KCl : C, 52.18 (52.05) ; H, 4.50 (4.35) ; N, 6.58 (6.70).

UV (HEPES 50 mM pH 7.4 avec 3% DMSO) : A; = 303 nm (ep) (e = 9600 M™*.cm™),
A> =392 nm (e = 8400 M .cm™).

m/z :669.1 (M*)
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Apres avoir été considéré pendant des années comme un polluant environnemental, il a
récemment été mis en évidence que le sulfure d’hydrogéne est le troisieme transmetteur

gazeux, aux cotés des monoxydes d’azote et de carbone.

Dans ce travail de theése, deux types d’outils moléculaires ont été visés :

a) Des sondes fluorescentes pour détecter H,S, basées sur une utilisation originale de la
chimie de coordination cherchant a favoriser I'attaque du sulfure d’hydrogene sur le ligand
plutdt que sur le métal. Malgré leur forte réponse a H,S en solution tampon, celles-ci ne se sont

malheureusement pas révélées sélectives vis-a-vis d’autres thiols biologiques.

b) Des donneurs lents de sulfure d’hydrogéne. Les premiers composés développés,
basée sur la chimie de coordination, se comportent malheureusement comme des donneurs
rapides. Par contre, la seconde famille, constituée de molécules organiques, s’est révélée étre
un excellent substitut des sels d’H,S couramment utilisés dans les études biologiques malgré

leurs effets indésirables.

De plus, nous avons aussi répondu a un défi synthétique en obtenant le premier
complexe Fe—SH comportant un ligand hydrosulfure impliqué dans une liaison hydrogéne, telle

gue celle trouvée dans les hémoglobines des bactéries Bacillus subtilis et Thermobifida fusca.

Mots-clefs : chimie de coordination, fer, sulfure d’hydrogéne, sonde fluorescente, donneurs

lents.
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