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Introduction

Depuis les bactéries jusqu’aux organismes les plus évolués, le glutathion (Figure I-1) apparait
comme un composant caractéristique des cellules vivantes. Il fut isolé pour la premiere fois
par De Rey-Pailhade en 1880 et c’est Hopkins en 1929 qui mit en évidence les 3 résidus
constitutifs de la molécule (Figure I-1): 'acide L-glutamique (Glu, a), la L-cystéine (Cys, b)
et la glycine (Gly, ¢).

Glutathion réduit : GSH

Figure I-1 Le glutathion (GSH)

Le point isoélectrique’ du tripeptide a été déterminé & un pH de 2,8. Ce tripeptide existe
majoritairement sous sa forme réduite (GSH); il constitue d’ailleurs la forme trés largement
prédominante des thiols intracellulaires non protéiques. Lorsqu’il est oxydé, 2 molécules sont
liées par un pont disulfure (GSSG). Les proportions physiologiques de GSH et de GSSG dans
1a cellule sont respectivement de Iordre de 99% et 1% 2>, Le taux intracellulaire de GSH est
beaucoup plus important que celui de la Cys. Il peut donc étre considéré comme une source et
comme un moyen de transport de Cys qui devient toxique quand elle est présente en trop
grande quantité. 1l participe également aux réactions de synthése des protéines et des acides

nucléiques.
Métabolisme du glutathion

Synthése du glutathion
Le GSH est synthétisé a partir de la Cys, de la Gly et du Glu (Schéma I-1).
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Schéma I-1

Cette synthése est catalysée successivement par la y-glutamylcystéine synthétase
(GCS) et la glutathion synthétase (GS). Cette synthése peptidique se produit dans chaque
cellule du corps, mais principalement au niveau du foie. La premiére réaction catalysée par la
GCS permet de former une liaison peptidique entre le groupement carboxyle porté par le
carbone vy du Glu et le groupement amine de la Cys. La Cys est le substrat limitant de la
réaction dc synthése du GSH*. Cette liaison peptidoide confére au GSH une résistance aux
peptidases intracellulaires. A 1’issu de cefte réaction, il se forme un dipeptide Y-
glutamylcystéine qui présente une forte affinité pour la glutathion synthétase (GS). Cette
enzyme va former une liaison entre le résidu cystéine et un résidu glycine ce qui conduit a la

formation du GSH.
Dégradation du glutathion

En 1948, Binkley et Nakamura® mettent en évidence une enzyme initiant 1’hydrolyse
du GSH en clivant Ia liaison y-glutamyle. Cette enzyme nommée y-glutamy! transpeptidase
(GGT) est présente a la surface des cellules et son activité est assurée par le domaine
extracellulaire. De plus, elle peut transférer le groupement y-glutamyl du GSH sur un acide

aminé accepteur, selon un processus appele «transpeptidation»6.



Le GSH ne pouvant pas directement entrer dans la cellule, il doit €tre hydrolysé en
acides aminés qui seront pris en charge par le systéme de transport des acides aminés situé
dans la membrane cellulaire. Le groupement v-glutamyl confére au GSH une résistance aux
protéases et la GGT est la seule enzyme capable de cliver le GSH'. Celle-ci élimine le
groupement y-glutamyle du GSH relargant ainsi la cystéinylglycine. Ce dipeptide obtenu est
un trés bon substrat pour les dipeptidases extracellulaires qui hydrolysent le lien peptidique

pour donner la Cys et la Gly.

Oxydation et réduction du glutathion

Le GSH joue un rdle dans la défense contre le stress oxydant en limitant 1’oxydation
des protéines et des membranes cellulaires réalisée par les peroxydes organiques et le
peroxyde d’hydrogene (H,0,). Pour cela, les glutathion peroxydases (GP) catalysent
simultanément I’oxydation du GSH en glutathion disulfure (GSSG) et la réduction du
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) en H,0. De plus, certaines glutathion S-transferases (GST)
présentent une activité glutathion peroxydase indépendante du sélénium ce qui permet de
réduire les peroxydes organiques situés au niveau des membranes®. Le GSSG ainsi formé est
réduit en GSH par I’intermédiaire d’une GSSG réductase (GR) dépendante du NADPH. Cet
équilibre, assuré en permanence pat les activités GP et GR, traduit parfaitement I'importance
fonctionnelle primordiale du groupement sulhydryle du glutathion. Nous pouvons dire que le
GSH et le GSSG forment un tampon redox intracellulaire qui sert entre autres de modulateur

d’activité pour les enzymes dépendant de leur résidu Cys, sensible aux changements rédox.

Réle du glutathion dans la détoxication

Une des fonctions principales du GSH est la détoxication des xénobiotiques ou de

leurs métabolites (Schéma 1-2).
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1l protége les cellules des espéces électrophiles en formant des especes généralement
moins réactives, plus hydrosolubles et par conséquent plus facilement éliminables. Cette
réaction de conjugaison des espéces électrophiles au GSH se fait de maniére spontanée ou
catalysée par la famille des enzymes GST. Les conjugués au GSH sont généralement élimines
des cellules et dans le cas des hépatocytes sont excrétés dans la bile. Ils sont tout d’abord pris
en charge par la GGT extracellulaire qui élimine le groupement y-glutamyl du GSH libérant
ainsi le conjugué cystéinylglycine. La liaison cystéinyl-glycine est ensuite rompue par la
dipeptidase relargant ainsi un conjugué cystéinyl. Celui-ci est pris en charge par la N-
acétylase intracellulaire® ce qui engendre la formation d’un acide mercapturique qui est
ensuite excrété. La transformation du conjugué en acide mercapturique commence dans la
bile, lintestin ou les reins mais la formation du conjugué N-acétylcystéine a lieu
généralement dans les reins. La conjugaison permet d’éliminer les composés toxiques mais
quelques fois le conjugué au GSH est plus réactif que le composé d’origine a I’instar du
conjugué GS-dibromoéthane.

Le GSH forme également des complexes avec les métaux’ dans des réactions non-
enzymatiques. Le GSH est un des meilleurs ligands pour les métaux (le mercure, I’argent, le

cadmium, P’arsenic, le plomb, I’or, le zinc et le cuivre) et joue un role important dans leur



transport, leur stockage et leur métabolisme. C’est le groupement sulhydryle du résidu Cys

qui confére au GSH ces propriétés.

Réle du glutathion dans le mécanisme de résistance des cellules tumorales

Les cellules tumorales utilisent divers mécanismes pour développer une résistance aux
agents chimiothérapeutiques parmi lesquelles on compte un mécanisme de surexpression de
certaines protéines du systéme du glutathion, en particulier les GST, les transporteurs
transmembranaires de conjugués au GSH et la glutathion réductase. Une stratégie visant a
sensibiliser les cellules tumorales aux agents chimiothérapeutiques est développée depuis

plusieurs années, sur la base de la surexpression de ces protéines du systéme du glutathion.

Les GST catalysent la réaction du GSH avec les agents alkylants et sont dans ce cas
des enzymes de détoxication. Le conjugué ainsi formé est rapidement exclu de la cellule gréce
aux "pompes pour I’exportation des dérivés S-modifiés” (pompes GS-X, GS-X pump). De ce
fait, la surexpression de cette enzyme peut entrainer une baisse de la concentration
intracellulaire en agents cytotoxiques actifs. Les GST sont surexprimées dans un grand
nombre de tumeurs humaines. La famille des GST comprend les GST o, =, 1, G, 0, m, Eetk.
A ce titre, Uétude de la GST w est d’'un intérét considérable car celle-ci peut étre utilisce
comme marqueur d’hépz:1toc:arcinog¢3m‘sse10 et est aussi surexprimée dans un grand nombre de
tumeurs malignes dont le cancer des poumons, du colon, du rein, de 1’ovaire, de I’cesophage et

de I’estomac.

La connaissance des mécanismes de résistance a permis de développer diverses
stratégies visant & sensibiliser les cellules tumorales aux agents cytotoxiques. En effet, des
inhibiteurs des GST et des protéines associées a la résistance multiple aux médicaments ont
été synthétisés dans ’objectif de minimiser ’inactivation du médicament ou d’inhiber Pefflux
de I'agent cytotoxique, respectivement. De nombreux inhibiteurs des GST sont capables de
sensibiliser les cellules tumorales aux agents cytotoxiques. Parmi eux, ’inhibiteur le mieux

caractérisé est I’acide éthacrinique (EA) (Figure 1-2).
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Figure 1-2 Acide éthacrinique

De méme, un médicament anticancéreux de type prodrogue activée par la GST =, le composé
TLK-286 (Figure I-3), fait actuellement I’objet d’études cliniques prometteuses pour le

traitement de tumeurs solides surexprimant cette enzyme'’.
NH, Q
H
HO N OH
N Cl
H
/

Figure I-3 TLK-286

Les transporteurs ABC appartenant a la famille MRP (protéines associées a la
résistance multiple aux médicaments) et réalisant I’export des conjugués anioniques ont été
identifi€¢s dans de nombreux organismes. MRP1 est le transporteur de cette famille le mieux
caractérisé a ce jour. Il est souvent surexprimé dans les cellules tumorales résistantes aux
agents cytotoxiques. Les principaux substrats de MRP1 sont les conjugués anioniques au
sulfate, a I’acide glucuronique et au GSH. 1l réalise également I’efflux de nombreuses drogues
non conjuguées telles que la vincristine en la cotransportant avec le GSH. Le rdle de ces
transporteurs dans 1’élimination des drogues conjuguées ou non au GSH permet d’établir une
stratégie reposant sur le glutathion et visant a inhiber ces pompes & efflux dans le but de

sensibiliser les cellules tumorales aux agents chimiothérapeutiques.

La GR permet la réduction du GSSG en GSH qui est le tripeptide essentiel pour

I’élimination des peroxydes organiques et du peroxyde d’hydrogéne ainsi que pour la



détoxication des xénobiotiques électrophiles. Le GSH est également impliqué dans la
formation des déoxyribonucléotides et par conséquent dans la prolifération des cellules. Du
fait de son role dans la cellule, la GR semble contribuer a la prolifération non-controlée des
cellules tumorales ainsi qu’a leur résistance. Des niveaux élevés d’ARNm GR ainsi qu’une
augmentation de I’activité de cette enzyme sont observés dans les cellules tumorales'”. Ces
cellules peuvent présenter un avantage sélectif lorsqu’elles sont traitées par des composés
électrophiles, des composés induisant un stress oxydant ou encore soumises 4 des radiations.
De ce fait, I’inhibition de cette enzyme dans les cellules tumorales peut conduire & un arrét de

la prolifération cellulaire®.

Apoptose et glutathion

Le GSH intervient aussi dans une autre fonction physiologique essentielle :
l’apoptose”. L’apoptose (Schéma I-3) est un mode physiologique de mort cellulaire essentiel
pour le maintien de I’homéostatie tissulaire. La perturbation de la régulation de I’apoptose est
impliquée dans une variété de maladies (SIDA, maladies neurodégénératives, cancer.. ). Le
stress oxydant qui peut étre généré par des molécules utilisées en chimiothérapie
(doxorubicine, vincristine...) joue un role capital dans I’évolution des cellules vers un état
apoptotique. En effet, ’apoptose est un processus complexe composé de plusieurs événements
cellulaires que ’on peut regrouper en trois phases : Dinitiation, la propagation et la
dégradation cellulaire. L’initiation, induite par différents facteurs, est potentiellement

réversible!”.
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Schéma I-3

Le schéma I-3 est une description simplifiée du mécanisme moléculaire de I’apoptose.
Suite & un signal apoptotique, Bax (protéine pro-apoptotique de la famille de Bcl-2) migre
vers la mitochondrie. Cette migration déclenche I’expulsion de Cytochrome ¢ (Cyt-c). Cette
expulsion est inhibée par Bcl-2 (protéine antiapoptotique) placée sur la membrane
mitochondriale. D’autres contraintes locales peuvent induire 1’exclusion de Cyt-c. Une fois
dans le cytosol, Cyt-c forme un complexe avec Apaf-1 (facteur activant les protcases
apototiques-1) et la procaspase-9. Ce complexe active la caspase-9 qui active elle-méme la

caspase-3. Quand cette caspase, appelee ‘’exécutant’, est activée alors la mort cellulaire

devient inévitable.



La contribution essentielle du glutathion cytosolique sous sa forme réduite dans la
régulation de I’état apoptotique de la cellule devient de plus en plus claire. Plusieurs travaux
menés ces derniéres années tendent & prouver que la baisse de la concentration intracellulaire
du GSH est un événement cellulaire nécessaire au bon déroulement du processus apoptotique.
Aussi une surexpression des Bcl-2 (protéines antiapoptotiques) tendrait a augmenter la
concentration du GSH dans le noyau de la cellule et ainsi interdire le processus apoptothue
17 11 a été suggéré que la compartimentation intracellulaire du GSH (en particulier au niveau
intranucléaire et mitochondrial) plus que le niveau global intracellulaire conditionne
I’évolution de la cellule vers un état apoptotique. Cependant, bien que la contribution de Bel-2
dans ce processus ait été montree, son réle exact reste obscur'®.

Un trop faible niveau intracellulaire empéche également le processus apoptothue En
effet les caspases, initiateurs de la dégradation cellulaire, ne sont plus activées”. Celles-ci
possédent un résidu Cys dans leur site actif et ont besoin d’une concentration précise de GSH
qui empéche I’oxydation de ces résidus et maintient ainsi leur activité catalythue Le

glutathion interviendrait donc lors des différentes phases du processus apoptotique.
Objectif du travail

Le GSH joue un rdle essentiel dans le mécanisme de protection contre la mort
cellulaire. Ainsi un taux élevé en GSH est associé a la résistance anti-apoptotique des cellules
cancéreuses. De méme, la surexpression des GST semble étre associée au phénotype MDR
lors de traitements en chimiothérapie. Le systéme du glutathion qui assure le métabolisme
cellulaire de ce tripeptide constitue de ce fait une cible thérapeutique d’intérét dans ’optique

d’améliorer I’efficacité de traitements anticanceéreux.

Le but du travail proposé dans ce mémoire est de synthétiser une série d’ analogues
photoactivables du glutathion (GSH ou GSSG). Les structures seront détaillées au cours du
premier chapitre. Ces analogues, par leur plus ou moins grande affinité avec les partenaires du
glutathion, permettront a I’équipe de biochimie du laboratoire de 1) évaluer I'effet de ces
composés sur le systéme du glutathion dans des lignces cancéreuses 2) préciser le ou les roles

du glutathion au cours de I’apoptose en identifiant ses différents partenaires cellulaires.

Dans un premier temps, les analogues photoactivables du glutathion synthétisés au

cours de ce travail seront caractérisés pour leur effet sur les enzymes du systeme du GSH



(GR, GST, GGT, pompes GS-X) dans des cellules dérivant de cancer, notamment les cellules
d’adénocarcinomes mammaires humains MCF-7, dans le but de rechercher une molécule
interagissant avec le systéme du glutathion et qui permettrait de sensibiliser les cellules en

diminuant leur résistance aux médicaments anticancéreux.

Dans un deuxiéme temps, nos collégues biologistes du laboratoire exploiterons ces
sondes analogues du glutathion en focalisant leur travail sur la protéine anti-apoptotiques Bcl-
2, dont le lien avec le GSH reste grandement incompris. Les recherches seront orientées vers
les mouvements intracellulaires du GSH et sa compartimentation intracellulaire lors de
I’évolution vers I’apoptose. Les protéines impliquées dans cette compartimentation seront
identifiées en exploitant les analogues photoactivables décrits dans ce travail, et nos collégues
biologistes porteront d’abord leur intérét sur I’étude des roles respectifs et/ou coordonnés de

Bcl-2 et du glutathion dans la résistance aux anticancéreux de type doxorubicine.
Présentation des chapitres

Le chapitre qui suit portera sur une étude bibliographique du marquage par
photoaffinité, des groupements photoactivables et des analogues photoactivables du

glutathion.

Dans le chapitre II, il sera question de la synthése d’esters activés destinés a la
synthése d’analogues photoactivables conjugués du GSH et du GSSG. Ces esters sont
construits & partir de la structure des trois principaux groupements photoactivables: les

azotures d’aryle, le groupement trifluorométhyldiazirine et la benzophénone.

Le chapitre III sera consacré & la synthése des analogues photoactivables conjugués du
GSH N-modifiés, ainsi qu’a la synthése des analogues photoactivables conjugués du GSSG N

et N’-modifiés.
Dans le chapitre IV nous décrirons les différentes stratégies que nous avons

développées pour atteindre un analogue photoactivable du GSH porteur du motif azoture

d’aryle, ainsi que les essais correspondants.
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Le chapitre V traitera de nos différentes tentatives visant & synthétiser un analogue

photoactivable du GSH construit autour du motif benzophénone.

Enfin dans le chapitre VI nous reporterons les premiers résultats des essais biologiques

réalisés avec certains des analogues photoactivables du glutathion.
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Chapitre I Etude bibliographique du marquage par photoaffmité, des

groupements photoactivables et des analogues du glutathion

Dans ce chapitre, nous allons tout d’abord décrire la technique de marquage par photoaffinité,
puis nous allons présenter les groupements photoactivables et enfin présenter les analogues du

glutathion ainsi que ceux que nous nous proposons de synthétiser au cours de ce mémoire.

1- Le marquage par photoaffinité

Le marquage par photoaffinité est une technique en plein essor. Elle est fréquemment utilisée
pour étudier les molécules possédant une activité biologique. Elle consiste a substituer une
molécule bioactive par son analogue photoactivable, stable a I’abri de la lumiére, qui sera
transformé sous irradiation U.V. en une espéce réactive. Cette demniére, en formant une liaison
covalente, rendra irréversible les liaisons basées sur les affinités biologiques. C’est ainsi que
le marquage des sites actifs des enzymes, des sites d’ancrage des protéines, des sites des
récepteurs, des systémes de transport ou des organelles cellulaires, est désormais possible.

(Schéma I-1)

Enzyme = Protéine cible

Reconnaissance

. Digestion
‘ Enzyme-Ligand @ hv Enzymatique '
_ .
Enzyme Ligand (Analogue Complexe Enzyme Idcflﬁﬁ-
photoactivable de Enzyme-Ligand Photomarquée c_atlon du
substrat) ligand

marqué

Schéma I-1

Idéalement, le dérivé photoactivable, encore appelé sonde, devrait avoir une activité
biologique similaire & la molécule étudiée. Cependant des analogues ayant une activité 1000
fois moindre demeurent utiles®® & partir du moment ou le caractére compétitif de la fixation est

démontré.

12



Les biologistes ont un besoin croissant pour ce type de sondes car elles permettent
I’indentification des protéines d’intérét, c'est-a-dire les molécules ayant une affinité
biologique pour I’analogue photoactivable. Les analogues ciblés peuvent €tre soient des
molécules radioactives, soient des molécules porteuses de groupements qui peuvent créer des
liaisons chimiosélectives avec des composés nécessaires a l’identification des protéines
d’intérét, soient des molécules ne possédant ni 1’une ni I’autre de ces propriétés ce qui dans ce

dernier cas peut compliquer ’identification des protéines photomarquées.
Dans les trois cas, aprés Uirradiation U.V. les protéines sont séparées par €lectrophorese.

- Dans le cas des molécules radioactives la détection se fait directement apres la

séparation des protéines par électrophorése et autoradiographie.

- Dans le cas ou les protéines photomarquées possédent un groupement qui permet la
création de liaisons chimiosélectives, les adduits formés avec les protéines possédant une
affinité avec la sonde sont incubés avec un marqueur tel qu’un dérivé de la biotine qui sera
porteur d’un groupement complémentaire nécessaire a la chimiosélectivité. (Schéma 1-2)
Ensuite une nouvelle incubation en présence de streptavidine couplée a la peroxidase
permettra de visualiser et d’analyser les fragments protéiniques marques par
chimiluminescence®" 22, 1l faut noter que le dérivé nécessaire & la chimiosélectivité peut étre

fluorescent ce qui permet de se passer de la chimiluminescence® dans ce cas.
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Schéma I-2

Ces liaisons chimiosélectives sont aussi regroupées sous le terme générique d’orthogonalité
chimique™®. Ce terme fait référence a la réactivité mutuelle et exclusive qui existe entre deux
groupes fonctionnels. Ces réactions doivent pouvoir étre conduites a pH neutre et en milieu
aqueux puisque les conditions doivent étre les plus proches possibles de celles du milieu
physiologique. Ainsi des paires électrophiles-nucléophiles peuvent se coupler sélectivement

en présence de peptides partiellement protégés ou non protégés™. (Schéma I-3)

Les groupements qui constituent la paire électrophile-nucléophile se situent un sur le motif
photoactivable de la sonde et I’autre sur le composé nécessaire & la détection des protéines
ayant une affinité avec la sonde. Dans les schémas I-3, I-4 et I-5 nous donnons des exemples
de paires €lectrophiles-nucléopbhiles utilisées pour I’établissement de liaisons chimiosélectives

en milieu biologique.
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Schéma I-3

Sur le schéma 1-3 nous voyons que les dérivés carbonylés (cétone et aldéhyde) réagissent avec
les hydrazides, les dérivés O-alkyles de I’hydroxylamine ou les thiosemicarbazides pour
donner respectivement des hydrazones, des O-alkyloximes ou des thiosemicarbazones®®. Nous
pouvons €galement citer la création de liaison disulfure qui exploite la trés bonne réactivité

des thiols dans des conditions douces d’oxydation.
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Schéma I-4

D’aprés le schéma I-4 nous voyons que les thiocarboxylates réagissent avec les a-halocétones
pour former des thioesters. Les aldéhydes en présence d’aminothiol donnent des thiazolidines.
Les aminothiols sont particuliérement intéressants. Leur réactivité particuliére a €t€¢ mise a
profit lors de la synthése de peptides contenant plus de 60 amino-acides dans une réaction
appelée ‘Native Chemical Ligation’”’. Cette réaction connait un regain d’intérét depuis
quelques années®® ?* % Un thioester d’acide aminé ou de peptide partiellement protégé va

créer un lien peptidique de fagon sélective avec une cystéine N-terminale. (-NH; et —SH
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libres) La premiére étape est une trans-thioestérification réversible, et ce thioester

nouvellement formé se réarrange pour former une liaison amide plus stable’®. (Schéma I-5
gep p

Enfin nous pouvons citer la ligation dite de Staudinger-Bertozzi développée par Bertozzi et

coll. - 3% 32 qui met en jeu un azoture d’alkyle et un dérivé de la triphénylphosphinezs.

(Schéma I-5)
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Sur le schéma I-5, le complexe protéine cible-ligand est celui formé aprés irradiation U.V. du
gfoupement photoactivable qui aboutit a I’établissement d’une liaison covalente. L’alkylazide
terminal réagit dans une réaction de Staudinger appliquée par Bertozzi et son équipe
P'identification des protéines. Le groupement R peut étre un dérivé de la biotine ou un
groupement fluorescent. Comme nous ’avons vu précédemment ces groupements permettent

I’identification des protéines cibles.

Il faut noter que le groupement d’une paire électrophile-nucléophile se situant sur le motif
photoactivable doit étre assez robuste pour ne pas étre détruit lors de Pirradiation U.V.

nécessaire au marquage par photoaffinité.

- Dans le cas ou les protéines photomarquées ne comportent ni élément radioactif, ni
groupement permettant la création de liaisons chimiosélectives, 'identification peut étre
effectuée grice & [lutilisation d’anticorps®. Aprés électrophorése, les protéines sont
transférées sur une membrane de nitrocellulose et sont incubées avec un anticorps dirigé
contre 'adduit. Ensuite un deuxi¢me anticorps, dirigé contre le premier et couplé a la
streptavidine puis a la biotine, sera utilisé. Pour finir, I’ensemble couplé a la peroxidase
permettra de visualiser et d’analyser les fragments protéiniques marqués par
chimiluminescence. Cette méthode est restrictive puisqu’elie dépend de la disponibilité d’un
anticorps dirigé contre I’adduit d’intérét. De plus, ’adduit doit étre accessible par 1’anticorps

existant.

C’est cette technique que mes collégues biologistes privilégieront dans un premier
temps. La reconnaissance du complexe protéine cible-substrat modifié sera de type

biochimique.

La technique de marquage par photoaffinité posséde 3 niveaux d’analyse. Le premier niveau
permet d’identifier des protéines de liaison qui peuvent étre impliquées dans des pathologies.
Le second niveau permet de localiser le domaine de liaison au ligand en fragmentant le
complexe protéine marquée-cible en de courts peptides. Le dernier niveau établit la
conformation du site de liaison au ligand et identifie les acides aminés impliqués dans

’interaction du récepteur avec son ligand.
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2- Les groupements photoactivables

Il y a un nombre limit¢€ de groupements photoactivables car ils sont tenus de répondre a des
criteres stricts. En premier lieu, les produits obtenus aprés irradiation U.V. doivent étre
identifiés de maniere précise pour connaitre le type de liaison covalente qu’ils peuvent

fournir. Ils doivent également posséder :

1) une stabilité raisonnable lorsqu’ils sont exposés a la lumiére ambiante.

i) un état excité induit photochimiquement avec une durée de vie plus courte que la
dissociation du complexe ligand-récepteur, mais suffisante pour s’approcher du site ciblé qu’il

faut lier de maniére covalente.

iii) une forme activée qui réagit avec les groupements —CH, ou les groupements

nucléophilique —X-H.

iv) une longueur d’onde d’activation suffisamment élevée pour éviter la détérioration du

matériel protéinique. Si ce n’est pas le cas, le temps d’irradiation UV sera réduit au minimum.
Des études comparatives ont montré que la plus grande efficacité de marquage par

photoaffinité est obtenue par action de groupements tels que les azotures d’aryles, les

trifluorométhyldiazirines et les benzophénones.
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2-1) Les azotures d’aryles
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Schéma I-6

Comme le montre le schéma I-6, la photochimie des azotures aromatiques est compliquée.
Plusieurs espéces sont formées lors de 1'irradiation UV. De plus, le temps de vie des ces
intermédiaires est long par rapport aux critéres mentionnés plus en avant. Ceci pose un
probléme majeur & savoir le risque de ne pas avoir de modifications sélectives au niveau du
site de fixation du ligand, et par conséquent ces sites de fixation seront le reflet d’une
préférence du réactif et non celui de la localisation initiale du substrat. Un autre point qui ne
plaide pas en la faveur des azotures aromatiques est le fait que la longueur d’onde nécessaire a
leur activation peut endommager les systémes biologiques étudiés. Pour essayer de pallier ces
inconvénients plusieurs modifications ont été apportées. Soit le cycle aromatique est désactivé
par la présence d’un groupement nitro ou par la présence d’atomes de fluor pour stabiliser le
nitréne formé. Soit le cycle aromatique est enrichi par I’ajout d’un groupement hydroxyle qui
permet de modifier la longueur d’onde d’activation de ’azoture d’aryle et de préserver ainsi
les matériels biologiques étudiés. Ces améliorations permettent de rendre 1utilisation des

azotures d’aryles attractive pour le marquage par photoaffinité des protéines.
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2-2) Les trifluorométhyldiazirines
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En ce qui concerne les trifluorométhylphényldiazirine (Schéma I-7), leur irradiation sous U.V.
conduit a la formation d’un carbéne et d’un composé diazo. Il y a plusieurs problémes qui
découlent de cette photodécomposition.

Premi¢rement le carbéne formé est sensible au milieu oxydant et peut former des cétones.
Deuxiemement pour que le composé diazo formé engendre un carbéne il doit &tre irradié 2
une longueur d’onde voisine de celle qui endommage les systemes biologiques. De plus le
compos¢ diazo a une durée de vie assez longue a la longueur d’onde d’irradiation des
diazirines, ce qui crée des problémes similaires & ceux rencontrés dans le cas des azides, et par
conséquent le photomarquage peut donner des informations erronées concernant la sélectivité
des modofications.

Par ailleurs il faut signaler que les diazirines sont peu stables a la lumiére ambiante et elles
necessitent certaines précautions lors de leur utilisation. I faut travailler en mode laboratoire
de photographies. (Notons que nous n’avons pas remarqué un quelconque caractére explosif
des diazirines).

Cependant ce groupement photoactivable posséde également des points forts. Contrairement
aux azides’™ *°| les diazirines sont stables vis-a-vis les thiols souvent présent dans les essais
cellulaires.(dithiotréitol ou mercaptoéthanol)** *’ De plus elles sont stables dans les milieux
légerement acide ou basique. Ce groupement lipophile est petit en volume et permet une

modification minimale du ligand. Enfin, la formation directe du carbéne & une longueur
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d’onde égale a 360 nm est tolérée par les systémes biologiques étudiés et sa haute réactivité

lui permet de réagir avec tous les acides aminés™®.

2-3) Les dérivés de la benzophénone
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Schéma I-8

Le trotsieme type de groupement photoactivable (Schéma I-8) est le motif benzophénone.
D’aprés la littérature c’est le plus efficace™ *°. Chimiquement il est plus stable que les autres
réactifs photoactivables. Il peut étre manipulé a la lumiére ambiante et sa longueur d’onde
d’activation est compatible avec les systémes biologiques étudiés. Il peut étre excité de
maniére réversible, I’état excité revenant a son état fondamental sans perte de réactivité de la
benzophénone. Le radical généré réagit de maniére préférentielle avec les liaisons C-H non
réactive (la distance entre 1’atome d’oxygéne de la liaison carbonyle et la liaison C-H ne doit
pas excéder 3,1A) et ceci méme en présence d’eau ou de tout autre solvant protique. Ces
propriétés font que le groupement benzophénone crée des modifications covalentes de
manicre tres efficace et généralement avec une grande sélectivité par rapport aux sites visés.

Cependant un point négatif, encore a I’étude, a été rapporté*. Des structures aux rayons X
tendent & montrer que le groupement —CH,;Benzophénone (que nous n’utiliserons pas dans
cette étude) posséde une certaine flexibilité, et ceci peut influer sur la sélectivité du
photomarquage. Les chercheurs doivent donc rester critiques vis-a-vis des données physiques
et des résultats analytiques qui découlent des travaux de photomarquage sur la cartographie

des protéines ainsi que sur les distances intramoléculaires.

Bien que le groupeemnt benzophénone semble supérieur aux deux autres, il faut quand méme
noter qu’il est impossible de prédire lequel de ces groupements photoactivables donnera les
meilleurs taux d’incorporation lors des essais de photoactivation. L’affinité enzyme-ligand

conditionnera ’utilisation de tel ou tel groupement photoactivable. C’est pourquoi dans de
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nombreuses études publiées les analogues synthétisés comprennent différents types de

groupements photoactivables pour mener au mieux une étude structure-activité>®

3- Les analogues du glutathion

Dans la suite de ce mémoire nous considérerons deux types d’analogues du GSH:
- les analogues pour lesquels le chromophore est inséré dans la structure du GSH.
- les analogues conjugués: dérivés obtenus par couplage du groupement photoactivable

sur une des fonctions du GSH.

De part son omniprésence dans les cellules, le GSH a attiré les chercheurs depuis de
nombreuses décennies. En conséquence il y a un grand nombre d’exemples d’analogues du
GSH dans la littérature® ** ** %> En effet nous avons vu dans Pintroduction que le GSH est
impliqué dans de nombreux processus de protection cellulaire et est ainsi le substrat privilégié
de plusieurs enzymes. Le site d’interaction avec le GSH différe suivant les enzymes. De ce
fait, le choix de I’enzyme étudiée a parfois conditionné les changements structuraux qu’ont
effectué les chercheurs sur le GSH, et ceci bien siir pour atteindre des analogues possédant
une activité biologique spécifique. Le GSH a été ainsi S-modifié par des groupements
photoactivables ou non, afin d’évaluer 1’effet des sondes synthétisées sur les glutathion-S-
transférases*, les protéines résistantes aux traitements anticancéreux”’ (MRP), les pompes a
GSH S-modifié (GS-X Pump)®, la glyoxalase I* et la glyoxalase II’° dans des études de
marquage par photoaffinité ou d’inhibition enzymatique. Levy et coll®! ont quant a eux
diestérifié le GSH afin d’augmenter la concentration de GSH dans les cellules en tirant profit

du fait que le plasma humain ne contient pas de glutathion diester a-diestérase.

Nous allons nous intéresser a la synthése d’analogues du GSH porteurs de groupements

photactivables.

3-1) Synthése d’analogues photoactivables N-fonctionnalisés du
glutathion

La littérature ne rapporte que peu de travaux consacrés a ce type de cibles. Les analogues

décrits sont généralement S-modifiés™ ** > ou N et S-modifiés™ 3% ¢ L’unique exemple
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d’analogue N-modifi€ est proposé par Kawartsky et coll.>’ mais nous montrerons dans le
chapitre III que les résultats semblent difficilement reproductibles. De méme, i notre
connaissance la littérature ne révéle qu’un seul exemple d’analogue photoactivable N-
fonctionnalisé du GSSG®. Nous pouvons également ajouter que dans les deux références

citées précédemment les groupements photoactivables sont des azotures d’aryles.

Au cours de ce travail, nous nous proposons de réaliser I’étude structure-activité biologique
d’analogues conjugués N-modifiés du GSH, car ces dérivés gardent leur fonction sulfhydrile
intacte.

Nous avons choisi d’étendre notre étude a la synthése d’analogues photoactivables qui portent
comme groupement photoréactif soit le groupement azoture d’aryle, soit le groupement

diazirine ou encore le groupement benzophénone.

Nous nous intéresserons également au cas de la synthése de nouveaux analogues
photoactivables du GSSG N-fonctionnalisés car comme le montre une publication récente le
GSSG peut induire ’apoptose’® et I'utilisation de sondes photoactivables analogues du GSSG

pourrait étre exploitée pour en comprendre le mécanisme d’action.

O
P
HN O
H
N s
HO,C Y N CO,H
H H
O =
SsH
P : groupement photoactivable
N—N o

Figure I-1 Analogues ciblés du GSH

Les différentes stratégies pour atteindre les analogues photoactivables conjugués du GSH

(Figure I-1) seront développées dans le chapitre II1.
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Figure I-2 Analogues ciblés du GSSG

Les différentes stratégies pour atteindre les analogues photoactivabies conjugués du GSSG

(Figure I-2) seront également développées dans le chapitre IIL

3- 2) Synthése d’analogues photoactivables du GSH

La littérature décrit des analogues isostéres du GSH qui sont issus de la synthése peptidique®
60. 61. 62 les modifications portent en général sur la chaine carbonée du tripeptide, sur les
liaisons amides ou sur les acides carboxyliques. Cependant nous n’avons pas trouvé
d’exemples décrivant la synthése d’analogues du GSH ou un des acides-aminés qui le

constituent était remplacé par une structure photoactivable.
Par conséquent, nous nous proposons de synthétiser des analogues du GSH dont la structure

est construite autour d’azotures aromatiques ou de dérivés de la benzophénone. Les analogues

ciblés sont présentés dans la figure I-3.

25



“‘YWV“W

© e

HS

NH,
H
HO N OH
I Analogue I
o] o] o]
HS N
O O N OH Analogue 11
H
0 o

Figure I-3 Autres analogues ciblés du GSH

Les différentes stratégies mises en ceuvre pour atteindre ces cibles (Figure I-2) seront
exposées dans les chapitres IV (Analogue I) et V (Analogue II)
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Chapitre IT Synthése des groupements photoactivables

Parmi les différents groupements photoactivables nous avons choisi de nous intéresser aux
motifs ; benzophénone, azoture d’aryle et diazirine. L’objet de ce chapitre est de présenter les

différentes synthéses que nous avons effectuées pour atteindre ces molécules photoactivables.

Celles-ci doivent posséder une fonction acide carboxylique qui sera transformée en ester N-
hydroxysuccinimique. Cette activation, fréquemment utilisée en synthése peptidique, nous
permettra de greffer le groupement photoactivable au GSH, plus précisément de le greffer au

niveau de I’amine libre du résidu de I’acide glutamique.

1- Svnthése d’analogues du motif "benzophénone”

Le motif benzophénone est un groupement photoactivable, ainsi que le groupement
benzoylthiophéne® **. D’aprés les travaux de Bosca et coll.®’ il apparait clairement que le
groupement benzoylthiophéne ou le groupement benzoylpyrrole contenu dans I’acide
tiaprofénique, dans le suprofen et dans le tolmetin (Figure II-1) rendent ces molécules elles
aussi photoactivables. En effet, ces travaux ont rapporté que les patients traités avec ces

molécules présentent des problémes d’allergie par photosensibilisation.

/ \ OH Ketoprofen S
S ‘o) \ o)
Acide Tiaprofénique o Suprofen o OH
/ \ QH
/ O
Tolmetin

Figure II-1 Exemples de molécules photoactivables
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De plus étant donné que le groupement 4-benzoylbenzoyle ** 6% 66 67. 68,69

et que le kétoprofen
sont également reconnus pour avoir des propriétés photoactivables nous nous sommes
proposés de synthétiser des analogues de ’acide tiaprofénique, du tolmetin et du suprofen
pour atteindre des nouveaux motifs photoactivables. Ces analogues (1-4) comportent dans

leur structure un noyau thiophénique ou pyrrolique et sont représentées dans la figure I1-2.

OH AN

1 2

3 4

Figure II-2 Analogues de 1’acide 4-benzoylbenzoique ciblés
Nous espérons que les modifications faites sur le motif de la benzophénone fera des ces

analogues des bons candidats pour 1’élaboration de sondes destinées au marquage par

photoaffinité.
1-1) Acide 5-benzoylthiophéne-2-carboxylique

La synthese de ’analogue de I’acide thiaprofénique a été conduite en apportant quelques
modifications & une synthése décrite dans la littérature. Dans ces travaux I’acide 5-

benzoylthiophéne-2-carboxylique n’y est jamais utilisé pour ses propriétés photoactivables.

La littérature propose trois voies d’accés & ’acide 5-benzoylthiophéne-2-carboxylique (1).
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D\COOH —————»Ié?ﬂi(mﬁle / A\

)
THF, -78°C S COOH

Schéma II-1

La voie 17° (Schéma II-1) consiste & faire réagir ’acide thiophéne-2-carboxylique avec du
benzonitrile & -78°C en présence de LDA. L’imine intermédiaire est hydrolysée lors du

traitement de la réaction et donne le composé ciblé avec un rendement de 92%.

/ \ 1) i-PrMgBr (10-20 éq.) / \

QO -40°C, 2h
Résine S Br COOCH
i1) Chlorure de benzoyle S
O

-20°C O
iii) TFA

Schéma II-2

La voie 2 (Schéma II-2) développée par Knochel et coll.”" est de la chimie supportée par
résine. Le magnésien de I’acide 5-bromothiophéne-2-carboxylique obtenu par action du
bromure d’isopropylmagnésium a -40°C est mis en réaction avec du chlorure de benzoyle a -
20°C. Aprés déprotection avec 1’acide trifluoroacétique, le composé ciblé est ainsi atteint avec

un rendement de 93%.
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Chlorure de benzoyle
U\ SnCly CuCN
s Br )\ /
CHyCl, s Br Quinoléine S CN

K 0
Rdt : 89,2%
Rdt: 61.8% ?
©

*)
A}‘se basique

/ \ Rdt : 44,9%

s COOH
0
M
Schéma II-3
La voie 3% (Schéma II-3) est une synthése en trois étapes a partir du 2-bromothiophéne. La

premiere étape est une benzoylation du 2-bromothiophéne en position 5 suivant les conditions
de la réaction d’acylation de Friedel-Crafts. La deuxiéme et la troisiéme étape consistent en la
substitution de I’atome de brome par un groupement nitrile dont I’hydrolyse en milieu basique

conduit au composé ciblé.

En nous inspirant de cette derniére méthode nous avons synthétisé ’acide 5-

benzoylthiophéne-2-carboxylique (1).

1- 2) Synthése

L’acide 5-benzoylthiophéne-2-carboxylique (1) est synthétisé en remplagant le catalyseur de
la réaction de Friedel-Crafts par du chlorure d’aluminium (AICl;) car par expérience nos
premiéres tentatives nous ont montré que le tétrachlorure d’étain (SnCly) était difficile a
éliminer lors de la purification. Donc, dans la premiére étape, la benzoylation du 2-
bromothiophéne est réalisée par une réaction de Friedel-Crafts en présence d’AlCl; comme
catalyseur. Apreés un traitement acide le 2-benzoyl-5-bromothiophéne (5) est isolé avec un
rendement de 85% et est suffisamment pur pour étre utilisé sans purification particuliére. La

structure est confirmée par RMN 'H, GC-MS et gréce a son point de fusion.
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Lors de la deuxiéme étape I’atome de brome est substitué par un groupement nitrile a I’aide
de cyanure de cuivre I dans le DMF a reflux. Le nitrile correspondant (6) est ainsi 1solé avec
un rendement de 30% aprés purification par recristallisation. La structure est également

identifiée par RMIN 'H, GC-MS et grice a son point de fusion.

Dans la derniére étape le groupement nitrile est transformé quantitativement en acide
carboxylique par hydrolyse acide. La structure de I’acide 5-benzoythiophéne-2-carboxylique
(1) (Figure II-3) est confirmée par les moyens analytiques usuels : RMN 'H, point de fusion.

/

3

COOH

1

Figure 11I-3 Acide 5-benzoylthiophéne-2-carboxylique

1- 3) Acides: 4-(thiophéne-2-carbonyl)benzoique, 4-(1H-pyrrole-2-
carbonyl)benzoique et 4-(1-Methyl-1H-pyrrole-2-carbonyl)-benzoique

A notre connaissance seule 1’acide 4-(thiophéne-2-carbonyl)benzoique (2) apparait dans la
littérature, mais aucune synthése n’est proposée. De plus cet acide n’est pas utilis€ pour ses
propriétés photoactivables mais dans la préparation d’inhibiteurs de cyclase-oxydes de

T3
squaléne”™.

Pour atteindre les analogues de 1’acide 4-benzoylbenzoique nous proposons le schéma
réactionnel ci-dessous (Schéma II-4). C’est une synthése en cinq étapes a partir de I’acide

térephtalique.
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COOH COOR COOR

30CL KOH (1éq.)
—_— —_—
R-OH R-OH anhydre
Reflux R : Me (8a), Et (8b)
COCH COOR COOH
R : Me (7a), Et (7b) 1)SOClL,
2) AICl;, Thiophéne, pyrrole
ou N-méthylpyrrole
CH,Cl,
o) Q
= KOH (5¢q.) S
\ X MeOH/Eau \ X
COOH COOR
X=8,(2) X=S, 9
’ R:Me, Et
X=NH, (3) X=NH, (10) <
X=N-Me, (4) X=N-Me, (11)

Acides | Rendement global
2 86%
3 15%
4 21%
Schéma I1-4

1- 4) Synthéses

Comme dans les travaux de Zu et coll.” lors de la synthese du monoester méthylique de
I"acide 2-méthoxyisophtalique, nous avons employé la méme stratégie pour atteindre le
monoester methylique (8a) et le monoester éthylique (8b) de I’acide térephtalique. La
diestérification de 1’acide térephtalique est conduite dans le méthanol ou 1’éthanol a reflux en
présence de 10 équivalents de chlorure de thionyle. Les différents diesters sont obtenus avec
des rendements de 75 et 85% respectivement pour le diester méthylique (7a) et le diester
éthylique (7b). La deuxiéme étape est la monosaponification du diester. Dans le cas du diester
méthylique la monosaponification est faite dans le méthanol & reflux en présence d’un

€quivalent de potasse. Le monoesterméthylique (8a) est obtenu avec un rendement de 50%.



Dans le cas du diester €thylique elle est faite dans I’éthanol a température ambiante en
présence d’un équivalent de potasse. L’avantage par rapport a la réaction pour synthétiser le
monoester méthylique est que le sel du monoester éthylique précipite dans 1’éthanol, ainsi le

traitement en est simplifié. Le monoester éthylique (8b) est obtenu avec un rendement de
66%.

La troisiéme étape est une acylation de Friedel-Crafts réalisée & partir du chlorure d‘acide
d’un monoester de I’acide térephtalique. Le chlorure d’acide est mis en réaction avec les
différents hétérocycles en présence d’ AlCl; dans le CH,Cl,. Il est a signaler que dans le cas du
thiophéne, le chlorure d’acide est prémélangé” avec le chlorure d‘aluminium en suspension
dans le dichlorométhane, puis & température ambiante le thiophéne est ajouté. En effet ce
dernier a tendance a se dégrader rapidement en présence d’ AlCl;. Aprés traitement classique
nous obtenons ’ester désiré (9) avec un rendement de 95%. Dans le cas du pyrrole ou du N-
méthylpyrrole le mode opératoire est différent. Alors qu’une diacylation du thiophéne est

quasi impossible’ ”’

, une diacylation du pyrrole en position 2 et 4 se fait sans probléme. De
plus le pyrrole est plus stable que le thiophéne en présence d’ AlCl3 Nous avons donc suivi les
conditions décrites par Cadamuro et coll.” afin d’obtenir les dérivés monoacylés du pyrrole.
Au pyrrole et AlCl; en solution dans CH,Cl; est ajouté le chlorure d’acide. Apres purification
sur gel de silice nous obtenons les deux esters avec 17 (10) et 23% (11) de rendement pour le
pyrrole et le N-méthylpyrrole respectivement. Cette baisse de rendement est sans doute due a

la trop grande réactivité du pyrrole.

Ces différents esters sont saponifi€s avec un exces de potasse dans un mélange THF/eau. Les
acides 2, 3 et 4 sont obtenus avec un rendement quantitatif. Les structures sont confirmées

grace aux méthodes analytiques usuelles.

Dans le tableau qui suit (Tableau II-1), nous présentons les valeurs d’absorption UV des
composés 1, 2, 3, 4 et de I’acide 4-benzoylbenzoique mesurées dans de la soude 0,05 M, (¢ en

L.mol".cm™).



Acides UV/Vis. (g)

OH

263 nm

o}
(L ssz0

o]

\ OH
/ 304 nm
s S (27630)

300 nm
(15330)

316 nm
(20100)

315 nm
(18290)

Tableau II-1 Absorption UV de I’acide 4-benzoybenzoique et de ces analogues

D’apres les valeurs UV reportées dans le tableau I1-1, nous voyons que les analogues 1-4 de
I’acide 4-benzoylbenzoique voient leur longueur d’onde du maximal d’absorption déplacée
vers les basses énergies. Le remplacement d’un cycle benzénique par le thiophéne ou le
pyrrole a donc eu un effet bénéfique. D’aprés ces résultats, nous pouvons dire que ces

nouveaux chromophores semblent étre de bons candidats pour la synthése de nouvelles
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sondes dont les propriétés sont en accord avec celles demandées par la technique de marquage

par photoaffinité.

2- Synthése des azotures d’arvles

L’acide 4-azidobenzoique” (12), I’acide 5-azido-2-nitrobenzoique™ (13) et I’acide 4-azido-2-
hydroxybenzoique®' (14) sont connus en tant que groupements photoactivables. Nous avons

voulu étudier et élargir ces propriétés de photoactivation a d’autres azotures d’aryle.

La littérature propose d’atteindre ce type de cibles en passant par les sels de diazonium. Les

azotures d’aryles® sont atteints grice a ’action de I’azoture de sodium (NaN;) sur ces sels.

Résultats
H2N N3
X" X
[ 1) NaNO,, H,S0, [
OH -
R/ Z 2) NaNj / A o
R
o 0

R: H, CI,NO,, OH

Schéma II-5

Les azotures d’aryles sont donc obtenus par diazotation (Schéma II-5) d’un acide
aminobenzoique commercial comme décrit précédemment et sont isolés avec des rendements
compris entre 50 et 90% aprés purification par recristallisation dans un mélange acétate
d’éthyle/cyclohexane. La structure de ces composés est confirmée par RMN du proton, point

de fusion et par spectroscopie infra-rouge (LR.).
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NH, o} N; o

OH H 55%

s

Tableau II-2 Rendements des azotures d’aryle synthétisés

D’aprés le tableau ci-dessus (Tableau II-2) nous remarquons que la substitution du cycle
aromatique par des groupements donneurs (OH 14, Cl 15) ou attracteurs (NO,, 13) n’a pas
d’influence sur le rendement de la réaction. Au contraire la position de la fonction amine par
rapport a la fonction acide carboxylique est un facteur important de la réaction. Le rendement
chute si ¢’est deux fonctions sont en ortho I'une de 1’autre (16, 18). Dans le cas du compose
17 nous obtenons un rendement de 60% bien que la fonction amine soit en méta par rapport a
la fonction acide carboxylique. De plus ce chromophore semble se dégrader rapidement méme

s’1l est conservé dans un réfrigérateur.

Cette réaction de diazotation avec NaNO; fera 1’objet d’un spotlight accepté dans la revue

Syniett.

3- Synthése de I’acide 4-[3-(trifluorométhyl)-3H-diazirin-3-vl]benzoique

Le dernier groupement photoactivable que nous voulons greffer au glutathion est le motif
phényl-diazirine. Nous avons opter pour la diazirine la moins substituée : ’acide 4-[3-

(trifluorométhyl)-3H-diazirin-3-yl Jbenzoique (24) (Figure 11-4).



N OH

es)

Figure II-4 Acide 4-[3-(trifluorométhyl)-3H-diazirin-3-yl]benzoique

La synthése de ce composé a été publiée la premiére fois par Nassal en 1983 alors qu’en
1993 Hatanaka et coll.® publient une synthése optimisée de ce composé. En effet le

rendement global passe de 28% a 40%.

Le schéma II-6 reprend la synthese développée par Nassal.

H TOS\O
o) ~o
FiC o | [
FiC / N
F.C N
Br N)J\ZF:; 8 /
NH,OH.HCI Tes.Cl
—— ———
Bu-Li NaOH Pyridine
EtOH
Rdt : 72% (19) Rdt : 89% Rdt : 92%
21
@0) (21)
e /\ e N N NH, liquide
N ? ‘\N FiC AW Et,0
KMnO, Ag,0
~——————
Pyridine/Eau
®) oH (24) 23) @
Rdt : 58% Rdt: 91% Rdt : 91%
Schéma II-6

Le réactif de départ utilisé pour synthétiser le motif diazirine (schéma I1-6) est un dérivé de la
trifluoroacétophénone obtenu par D'action d’un lithien aromatique sur la N-
trifluoroacétylpipéridine. La cétone est transformée en oxime par I’action du chlorhydrate
d’hydroxylamine, puis en tosyloxime qui sous I’effet de I’ammoniac dans un réacteur scellé

donne la diaziridine. Cette demiére est ensuite oxydée en diazirine par action de ’oxvde
Xy y
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d’argent (Ag;0). En fin de schéma réactionnel le groupement méthyle est oxydé par le

permanganate de potassium (KMnOy) en milieu basique.

Hatanaka et coll® proposent' la syntheése de 1’acide 4-[3-(trifluorométhyl)-3H-diazirin-3-
yl]benzoique a partir de 1’acide 4-bromobenzoique afin d’éviter 1’étape finale d’oxydation du
groupement méthyle par KMnQy,. (Schéma I1-7) Cependant nos essais de synthése par cette
méthode n’ont pas été concluants. En effet apres 1’étape de formation de la cétone (19b) nous
n’avons pas réussi a synthétiser ’oxime (19¢) avec des rendements satisfaisants pour

continuer cette suite réactionnelle.

CF3
Br N
NH«()H 'HCI
—_— D —"—_7\"'———>
Mg
o Xy Xy X
COOH \ < \ { \ {
Rdt : 89% Rdt : 68%
Schéma I1-7

Par conséquent pour atteindre 1’acide 4-[3-(trifluorométhyl)-3H-diazirin-3-yl]benzoique nous

avons choisi d’adapter la synthése de Nassal ** (Schéma II-6).

Résultats

Afin de diminuer le nombre d’étapes de la synthése nous présentons une méthode plus

efficace pour atteindre la 2,2,2-Trifluoro-1-p-tolyl-éthanone (19) ci-dessous (Figure II-5).

FaC

Figure II-5 La 2,2,2-Trifluoro-1-p-tolyl-éthanone

39



La littérature propose d’atteindre les dérivés de la trifluoroacétophénone par action soit du

86, 87

, soit de I’anhydride trifluoracétique®® * *¢

chlorure de trifluoroacétyle sur un composé

aromatique avec en général la présence d’un catalyseur.

Nous avons choisi comme agent de trifluoroacétylation I’anhydride trifluoroacétique qui est

plus commode & manipuler’ par rapport au chlorure de trifluoroacétyle qui est gazeux.

(CF,C0),0
AICI,
—_—
CH,CL,,
0°C

3

a9
Rdt: 77%
Schéma I1-8

Ainsi nous avons effectué la réaction a partir de ’anhydride trifluoroacétique sur du toluéne
en présence d’AlCl; (Schéma II-8). Nous obtenons le produit désiré (19) en une étape avec un

rendement de 77%.

L’acylation de Friedel-Crafts nous a donc permis d’éviter la synthése de la N-
trifluoroacétylpipéridine ainsi que l'usage du butyllithium (BuLi, réactif pyrophorique)

comme le proposait Nassal. De plus, dans notre cas Iautre réactif de départ est le toluéne.

Les deux étapes suivantes mettant en jeu le chlorhydrate d’hydroxylamine et le chlorure de

tosyle nous donnent les produits désirés avec des rendements satisfaisants.

La quatrieme étape est la synthése de la diaziridine en mettant en réaction
Phydroxytosylamine et I’ammoniac liquide. Cette étape donne le produit attendu (22) avec un

rendement de 80%.
L’étape suivante est I’oxidation de la diaziridine en diazirine. Nous avons utilisé AgyO. Aprés

1h30 min de réaction le milieu réactionnel est filtré et évaporé sous vide. Le produit brut (23)

est ensuite mis en réaction selon le schéma réactionnel sans purification particuliére.
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La derniére étape est la conversion du groupement méthyle en acide carboxylique par 1’action
de KMnOy4 dans un mélange pyridine/eau. Il est & noter que cette réaction est relativement
sensible et entraine la formation de nombreux sous-produits. Nous obtenons ’acide désiré

24) avec un rendement de 37%.
(24)

4- Activation des acides carboxyliques

Parmi les nombreuses activations des acides carboxyliques’ ** développées en synthése
organique nous avons choisi les esters activés de la N-hydroxysuccinimide. Ils semblaient
bien adaptés aux synthéses que nous envisagions. Ces esters ont été synthétisés pour la

premiére fois en 1963°* *°

pour les besoins de la synthése peptidique. Ils sont atteints en
faisant réagir un acide carboxylique et le N-hydroxysuccinimide en présence de
dicyclohexylcarbodiimide (D.C.C.1.) a 0°C dans un solvant aprotique anhydre tels que le
dioxane, le diméthoxyéthane (DME), le tétrahydrofurane (THF) ou I’acétonitrile (MeCN).

Ces esters, en plus d’étre trés réactifs, ont I’avantage d’étre solides.

Ces esters nous permettront de fonctionnaliser 1’amine libre des dérivés du GSH en formant
un lien amide pour obtenir des intermédiaires ou directement les analogues photoactivables

conjugués ciblés. (Schéma I1-9)

R

NH O)\NH

o o
H H
N P N P
HOOC Y N COOH ——— = HOOC s N COOH
= H -4 H

o)
S
R% |
p
o0—N
e}

Schéma I1-9

/"
-

o—=

41



A notre connaissance la synthése de seulement 5 de ces esters est décrite dans la littérature.

Résultats

N-Hydroxysuccinimide
R TOH DCC \H/ ~N
THF, 0°C

@]

Schéma 11-10

Les travaux de Latli et coll.’® nous ont guidé dans la synthése des esters de la N-
Hydroxysuccinimide. La réaction est conduite dans le THF anhydre 4 0°C (Schéma II-10).
Cette réaction a €té conduite sur les 11 acides photoactivables que nous avons synthétisé et

sur I’acide 4-benzoylbenzoique qui est commercial.

Les esters activés obtenus sont caractérisés avec les moyens spectroscopiques usuels, et les

rendements sont rapportés dans le tableau qui suit (Tableau I1-3).



Produits Rendement Produits Rendement
[e]
B4
O onsw | 88% . 90%
O-NSuc
O 25) © ©26)
o] o)
/= O-NSuc 83% J NSuc 85%
e =
@n 28)
O Q
o) [6)
J N/ O-NSue 80% NSuc 87%
=~
@ Ny ()
o]
OH [e} Q
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Tableau II-3 Rendements des esters activés
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Nous remarquons que les rendements reportés dans le tableau II-3 sont tous quasiment
similaires. Nous pouvons conclure en disant que la substitution du cycle aromatique n’est pas

un facteur influent de la réaction de synthése des esters activés.

Il faut noter que les produits obtenus sont toujours légérement contaminés avec de la
dicyclohexylurée (DCU) sous produit de la réaction. Cependant cette impureté n’est pas
génante lors de I’étape de couplage entre 'acide activé et le dérivé du glutathion. En effet

celle-ci disparait lors de la purification des peptides sur gel de silice.

Nous disposons a présent de différents chromophores sous forme d’esters activés, esters de la
N-hydroxysuccinimide. Parmi les nouveaux synthétisés nous avons vu que certains ont leur
longueur d’onde maximale d’absortion UV déplacée vers les basses énergies, cette propriété
faisant d’eux des chromophores parfaitement adaptés a I’étude des systémes biologiques.
C’est la synthése d’analogues photoactivables conjugués du glutathion a partir de ces

molécules que nous allons développer dans le chapitre qui suit.
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Chapitre I Synthése d’analogues N-modifiés photoactivables du glutathion

dérivés de sa structure réduite et oxydée

Chromophore photoactivable

NH

H
RO N\/U\

NH

0
PN
HO N
P

Analogues photoactivables conjugués ciblés
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Dans ce chapitre le mot analogue désignera Iexpression analogue conjugus.

1- A partir du GSH non protégé

Nous allons présenter les différentes stratégies que nous avons élaborées pour atteindre les
analogues photoactivables N-modifiés du GSSG et du GSH. A notre connaissance il n’existe
que deux exemples de ce genre d’analogues dans la littérature, ’un concerne le GSSG>°
I’autre concerne le GSH>'. Les autres analogues proposés dans la littérature sont S-modifiés
ou S et N modifiés. Or la fonction thiol est trés importante car ¢’est elle qui confére au GSH
(Figure IlI-1) ses propriétés oxydo-réductrices en autres. L’intérét de ces sondes est de suivre

I’évolution du GSH modifié en laissant ses propri€tés oxydo-réductrices intactes.

NH; o
H
HO N OH
H N /\ﬂ/

o 0 /g o}
Figure III-1 Glutathion réduit - GSH

Pour atteindre ces composés nous avons choisi les trois voies d’accés suivantes.
- La premiére consiste a choisir le GSH comme réactif de départ.
- La deuxiéme consiste a utiliser le GSSG comme réactif de départ. Nous pouvons
considérer que le GSSG est la forme protégée naturelle du GSH.
- Enfin la troisiéme voie consiste & prendre comme réactif de départ le GSH sous une

forme S-protégée.

Ces différents réactifs de départ (GSH, GSH S-protégé) seront mis en réaction avec des acides
activés sous forme d’ester de la N-hydroxysuccinimide pour atteindre les précurseurs des

analogues photoactivables du GSH.

Cette approche parait d’autant plus intéressante qu’elle ne nécessite aucune protection
préalable du GSH. En effet, en régle générale la synthése de peptides contenant un résidu
cysteine ou histidine est compliquée par des contraintes lides 4 I’utilisation de groupements
protecteurs de la fonction thiol car elle est connue pour étre plus nucléophile que la fonction

amine’’.
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En 2003 Karwatsky et coll.”’ atteignent un dérivé photoactivable du GSH N-modifié en

travaillant directement avec le GSH sous sa forme réduite. (Schéma III-1).

4% 3
O SO T

/— eau / DMF

\....

HS
Schéma IT1-1

Ce protocole consiste & faire réagir le GSH avec un équivalent de I'ester N-
hydroxysuccinimide de I’acide 4-azidosalicylique dans un mélange eau/DMF en présence de
triéthylamine. Le motif photoactivable dans ces travaux est un azoture d’aryle (le 4-azido-2-

hydroxybenzoyle).

1-1) Résultats

Nos différents essais de fonctionnalisation du groupement amine du GSH avec différentes
structures photoactivables en suivant le protocole de Karwatsky et coll.”” ne nous ont pas
conduit au produit attendu. En fait & chaque fois nous obtenons un produit dans lequel le GSH
est modifié au niveau de I’atome de soufre et non au niveau de ’atome d’azote (Schéma IlI-
2). Ceci est facilement visualisable en effectuant un test a la ninhydrine sur chromatographie
sur couche mince (c.c.m.) ou grice & un test d’Ellman qui signale clairement 1’absence de

groupement thiol libre.
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HN/&O O
HO OH
N
P R H H/I
/
NH, No’ko
HQMN NN OH 8
e} o = H/\lC])/
Hs” Et;N
eau / DMF NH, O
oAy
—_— é H (@]
O -
A
Schéma III-2
Argon(+) . . ,
Air () Solvant + eau Base additif ninhydrine

+
_ DMF Ez;N — +
+
— Acétone Na,CO; — +
i Acétonitrile Na,COs / +
’ Acétonitri Et:N
- cetonutrile 3 - +
+
- Acétonitrile Et;N DMAP +

Tableau ITI-1 Variation des conditions opératoires pour atteindre un analogue N-substitué du

GSH

Nous avons essayé de faire varier les conditions opératoires (gaz, co-solvant, base) comme

I'indique le tableau III-1. Nos essais ont été tentés avec le groupement benzophénone comme

groupement photoactivable. Lors de nos différentes tentatives nous avons toujours obtenus le

produit S-modifié au lieu du dérivé N-modifié souhaité méme en présence de DMAP. Ces

résultats sont confirmés par un test 4 la ninhydrine.
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Dans leurs travaux, Karwatsky et coll.’’ ne caractérisent ’analogue photoactivable du GSH
que par spectrométrie de masse. Ce qui ne permet pas de différencier 1’analogue N-modifié de
I’analogue S-modifié du GSH qui sont deux isoméres. De plus la synthése décrite est

directement inspirée d’un protocole d’une publication de Nare et coll.”®

. Dans cette
publication I’amine libre n’est en compétition avec aucun autre nucléophile. Selon schéma III-

3.

Et;N
HN

eau / DMF Ng
o]

Rh123 OH
Schéma III-3

Nous avons mené une derni¢re expérience pour confirmer que ce protocole ne conduit pas a
I’analogue conjugué N-modifié du GSH, pour cela nous avons synthétisé son analogue

conjugué S-modifié (39) et comparé ses caractéristiques a celles de la littérature.

Pour cela nous avons fait réagir le GSH avec I’acide 4-benzoylbenzoique sous forme d’ester
du benzotriazole (38). Nous n’avons pas travaillé en milieu basique mais plutét en milieu
acide en mettant a profit le caractére ‘partant’ du benzotriazole dans les acylbenzotriazoles.
Le dérivé du benzotriazole (38) a été synthétisé en suivant le protocole de Katritzky et coll.””.
Enfin pour faire le thioester nous nous sommes inspiré d’autres travaux de Katritzky et

coll 1%,

Nous avons conduit notre réaction test dans un mélange eau/acétonitrile avec dix équivalents
d’acide formique par rapport au GSH pour que I’amine du GSH perde tout caractére
nucléophile (Schéma I11-4).
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~N
N

38) 39

Schéma 111-4

La réaction a été suivie par c.c.m. avec une visualisation sous u v. et par la ninhydrine. Aprés
purification sur gel de silice le spectre RMN 'H du produit obtenu est similaire a celui obtenuy

avec le produit synthétisé selon le protocole de Karwatsky et coll.”’.

L’analogue conjugué S-modifié du GSH (39) visé est décrit dans la littérature par Viljanen et
coll. ! Ce thioester a été synthétisé sur support solide en utilisant une résine de Wang et la
stratégie Fmoc. Malheureusement les auteurs ne caractérisent leur produit que par spectre de
masse et avec un test d’Ellman. Nous ne pouvons donc pas comparer nos données

spectroscopiques, spectre RMN 'H notamment.

Neéanmoins, nos résultats sont en accord avec la littérature existante sur le GSH et sur la
littérature concernant la synthése peptidique en général’” 1% 103 qui a recourt a des
groupements protecteurs pour masquer la réactivité des résidus Cys. En effet, de nombreux
travaux démontrent qu’en milieu basique ou neutre la fonction thiol du GSH est plus réactive
que sa fonction amine. En milieu légérement basique nous sommes en présence d’un anion
thiolate, meilleur nucléophile qu’une amine aliphatique primaire. De plus, Douglas et coll.!*
précisent bien que le groupement amine du GSH est peu réactif et que son acylation n’est pas

systématique.

1- 2) Comparaison de I’activité nucléophile des fonctions amine et thiol
du GSH

Les exemples qui suivent illustrent la réactivité du GSH en milieu neutre et en milieu basique.
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a- Réactivité du GSH en milieu neutre

G-SH +

Schéma I11-5

Dans le cas ci-dessus le GSH est mis en réaction avec le dialdéhyde orthophtalique pour
générer une espece fluorescente dont la structure n’est pas précisée. La réaction est conduite a
un pH égal a 7. Dans ce cas également c’est la fonction thiol du GSH qui est impliquée dans
la réaction car en présence de p-chlorobenzoate de mercure ou de N-méthylmaléinimide,

réactifs spécifiques des thiols, aucune fluorescence n’est constatée'”.

ii)

SG

+ GSH —m—m
Eau distillée

Schéma I11-6

Nous pouvons également citer la réactivité du GSH en milieu neutre vis-a-vis des quinones.
Potentiellement il est possible de fixer trois autres molécules de GSH. La encore les dérivés

obtenus sont S-modifiés'®
iii)

Br

KI, éther couronne 12,4
G-SH + —
Eau / EtOH G—S
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Schéma II1-7

Dans ce cas-ci nous avons 4 faire a une substitution nucléophile. Le GSH est mis en réaction

avec avec un bromure d’alkyle en présence d’éther couronne dans un mélange EtOH/eau'®’.

b- Réactivité du GSH en milieu basique

F 5G
NO, NO,
KHCO,4
G-SH + _—
MeOH / H,O
NO, NO,
Schéma I1-8

1'% effectuent une substituttion nucléophile aromatique du 24-

Sokolovsky et col
dinitrofluorobenzéne par le GSH en présence d’hydrogénocarbonate de potassium. Il est
précisé dans ces travaux que I’amine n’est substituée que lorsqu’un deuxiéme équivalent de
2,4-dinitrofluorobenzéne est ajouté au milieu réactionnel. Plus récemment, il est également
reporté la substitution aromatique nucléophile d’un ester de I’acide 4-chloro-3-nitrobenzoique
par le GSH dans un mélange EtOH/eau en présence de NaOH'®. De plus, Maeda et coll.!'°
reportent une substitution nucléophile aromatique de la 2,4-dinitrobenzénesulfonyl
fluoresceine par le GSH en milieu aqueux a pH= 7,4 La 2,4-dinitrobenzénesulfonyl

fluoresceine sert d’alternative au réactif d’Ellman.

Nazc 03

G-SH + R-X - GS-R
ou NaOH

R : alkyl, benzyl
Schéma ITI-9
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De plus de nombreux travaux montrent qu’en milieu basique le GSH participe a des
substitutions nucléophiles sur divers halogénures d’alkyle et d’aryle. Les dérivés du GSH

obtenus dans ces travaux sont toujours S-substitugs!!’> 1% 113, 114, 115

ii1) Le GSH peut ouvrir des époxydes et les dérivés obtenus sont également S-substitués'’®.

(0] O e} (o)
-~ G-SH ~
THF / H,0
o pH 8.4 ~o OH
o}
SG

Schéma ITI-10

iv) Le GSH peut également participer & des réactions de type addition de Michaél sur des

. 19
17118 ou sur des structures photoactivées'™.

0 Ci o cl
Cl
Cl
Base
G-SH + OH —_—— oH
H,O/EtOH s /\ﬂ/

o]

énones a,f insaturées

]

Schéma III-11
v) Enfin nous présentons I’exemple le plus significatif.

Cl R
" NaOH /“\
G-SH + )I\ GS N
o T H,O/EtOH

OH

Schéma III-12
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La réaction est conduite en milieu basique comme les travaux de Karwatsky et coll.”” et elle
est conduite en présence d’un dérivé de I’acide carbamique, un groupement qui réagit
usuellement de maniére spécifique avec les amines. Or en milieu basique le GSH réagit pour

former un produit encore une fois S-substitué'?® 12!,

Pour conclure cette série d’exemples nous pouvons ajouter cette remarque. Les analogues du
GSH S et N-modifié sont synthétisés selon une stratégie précise et constante. C’est d’abord
I’atome de soufre qui est fonctionnalisé et ensuite I’atome d’azote!?> %> 124125 (Ceci indique
deux choses, la premiére est que le groupement sulfhydrile/thiol est plus réactif que ’amine
terminale du résidu acide glutamique, et la seconde est que si la réactivité était inverse les
dérivés que nous cherchons & synthétiser seraient probablement plus souvent décrits dans la

littérature.

Nos resultats corroborés par ceux de la littérature indiquent que les travaux de Karwatsky et
coll.”’ présentent des conclusions erronées. Pour contourner ce probléme nous avons envisagé
d’atteindre nos cibles a partir d’intermédiaires ot le groupement sulfhydryle du GSH serait

protégé.

2- A partir du GSH aprés protection de la fonction thiol

En premiére option, nous avons décidé d’atteindre les analogues photoactivables du
GSH a partir du GSSG aprés une N-fonctionnalisation des groupements amines, suivie d’une

réduction du lien disulfure permettant ainsi d’atteindre les produits cibles.

En deuxiéme option, nous avons envisagé un couplage direct du groupement
photoactivable sur le GSH aprés une protection initiale du thiol. Parmi les nombreux
groupements protecteurs de la fonction thiol nous avons choisi de travailler avec le
groupement trityle'* (Figure I1-2). Le GSH S-trityle (GS-Tr) aprés une N-fonctionnalisation
et une déprotection de la fonction thiol conduit aux GSH photoactivables N-acylés souhaités.
Notre choix s’est arrété sur ce groupement protecteur car ses méthodes de déprotection
semblent mieux adaptées a la structure du GSH ainsi qu’a la réactivité de certains

groupements photoactivables mis en jeu.
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40)

Figure II-2 GSSG et GS-Tr (40)

2-1) A partir du GSSG

2- 1- 1) N-fonctionnalisation du GSSG

Dans les années 1980, I'équipe de D’Silva a publié quelques articles sur des dérivés
photoactivables du GSH. Dans ces différents articles les dérivés étaient S-modifiés ou N et S-

modifiés, mais jamais seulement N-modifiés.

En 1981 D’Silva et coll.”® décrivent la synthése du N,N’-Bis-(4-azidobenzoyl)glutathion
disulfure a partir du GS-SG (Figure II-3).

N3

HOOCJ\/W \)J\ /\COOH

S

0
H
HOOC \/N NJ\/\N\\\\COOH
H

[®] NH

/©/§O
N3

Figure II-3 N,N'-Bis-(4-azidobenzoyl)glutathion disulfure
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Le protocole de synthése est le suivant : tout d’abord, le GSSG est mis en solution dans un
mélange dioxane-solution aqueuse d’hydroxyde de sodium. Un mélange de chlorure de 4-
azidobenzoyle et de 4-paradiméthylaminopyridine (DMAP) (1/1 en moles, 1 équivalent par
rapport au GSSG) est ensuite ajouté. Puis aprés 24 heures, en s’étant assuré de la valeur du pH
de la solution, un deuxiéme équivalent du mélange précédent est ajouté. Aprés acidification
du milieu réactionnel et une recristallisation du produit obtenu dans un mélange méthanol-
éther diéthylique, D’Silva et coll. obtiennent le N,N’-Bis-(4—azidobenzoyl)glutathion disulfure

avec un rendement de 34,2%.

En 1993, Kussmann et al.'*® utilisent (Schéma IM-13) des méthodes classiques de
synthese peptidique pour fonctionnaliser les deux groupements amines du GSSG. 11 faut noter
que les groupements introduits ne sont pas des groupements photoactivables. Leur stratégie

est la suivante:

- diéstérification du GSSG en ester fert-butylique

- elongation du résidu acide glutamique et N-fonctionnalisation, grice a la stratégie
Fmoc (amine protégée avec un groupement Fmoc et couplage en présence de
dicyclohexylcarbodiimide (D.C.C.) et d’hydroxy benzotriazole.)

- clivage des esters par I’acide trifluoroacétique

- réduction du lien disulfure par le dithiothréitol (dtt)

HO
SH

SH
HO

dithiothréitol
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Schéma I11-13

ZT

/M

Cette syntheése a plusieurs inconvénients. Tout d’abord I’estérification du GSSG conduit 4 un
melange de mono-ester et de diester pas toujours facilement séparables'?” "% De plus
Kussman et coll.'*® précisent que la déprotection des esters par I’acide trifluoroacétique n’est
pas totale. Enfin cette méthode offre de faibles rendements (15% a partir du diester du
GSSG). Le point intéressant est la réduction du lien disulfure avec le d.t.t. qui est un réducteur

classique.
Résultats

Pour atteindre les analogues du GSH, nous avons décidé d’appliquer le protocole de couplage

156

proposé par D’Silva et coll.™ et par la suite, de réduire le lien disulfure en présence de d.t.t.

selon la méthode proposée par Kussman et coll. ',

Comme nous I’avons mentionné dans le chapitre précédent, nous avons préféré travailler avec
des acides activés sous forme d’ester hydroxysuccinimique® (activation usuellement utilisée
lors de synthese peptidique) plutot qu’avec des chlorures d’acides moins stables en milieu

aqueux. Cette activation a I’avantage de ne pas nécessiter de protection préalable des
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fonctions acides du GSSG lors de la réaction de couplage et par ailleurs de simplifier I’étape
de purification en fin de schéma réactionnel. De plus par expérience (Tableau ITI-1) nos
différents essais nous ont permis d’adopter le mélange eau/acétonitrile pour conduire nos
réactions. En ce qui concerne la base nous avons préféré travailler avec six équivalents de

triéthylamine par rapport au GSSG (Schéma ITI-14).

OH

""§=

By M

I o ET’;N DMAP
GS-8G + N
ﬂ Acétonitrile / eau \”/[
° )J\/ M JJ\
O
R
Schéma ITI-14

Les différents produits N,N’-disubstitués obtenus aprés purification sur un gel de silice

classique €lués avec un eau/acétonitrile sont rassemblés dans le tableau II1-2,

R Rendement R Rendement
(%) (%)

88 \ Y 90

@) 42)
0
IS
83 \ i 85
3) )
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N—N

FiC Dégradation
83 du produit
lors du
@6) .
traitement
N3 U
N3 75 20
@7 (48)
N3 N3
62 c 55
(49) (50)
N3 N3
55 : : :Noz 85
O,N 52)
(1)

Tableau I11-2 Rendements obtenus pour les dérivés N-acylés du GSSG

La réaction pour introduire le groupement photoactivable diazirine a été conduite, mais il

semble que ce groupement hautement sensible se soit détérioré malgré toutes les précautions

prises.

Les produits sont caractérisés par les techniques spectroscopiques usuelles. Ils ont été obtenus

avec de bons rendements compris entre 65 et 82%. Ces rendements sont supérieurs a celui

annoncé (34,2 %) pour la synthése du N,N’-Bis-(4-azidobenzoyl)glutathion disulfure.

L’acylation du GSSG par les esters de la N-hydroxysuccinimide est donc plus efficace que

Iacylation par un chlorure d’acide activé par la DMAP. En effet il a été montré que les ions

pyridiniums étaient stabilisés en solution aqueuse et voyaient leur réactivité d’agent

d’acylation fortement diminuée'®. La DMAP ne joue plus son réle de catalyseur.

59




Dans le tableau III-3 sont reportées les valeurs des absorptions UV des différents analogues

N,N’-disubstitués du glutathion disulfure mesurées dans de la soude 0,05M, (een L.mol ™ .cm™

.

R UV/Vis. (g) R UV/Vis.
(&)
(o] Q
264 nm 307 nm
(34580) \ / (29220)
“n “2)
o 268 nm o 255 nm
S (19680) S (18800)
\ S \ NH
292 nm 319 nm
43) @)
(16790) (21810)
259 nm
(22830) 272 nm
(29000)
316 nm Ny
“3) (16810) 7
N3 Ny
270 nm :©/ 250 nm
(36000) cl (27500)
“9 (50)
N3 N3
Z 262,5 nm \ij( 322 nm
(35000) NO, (19500)
O,N x
(52)
(51

Tableau ITI-3 Absorption UV des dérivés N-acylés du GSSG
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Nous observons que le composé 41 a une longueur d’onde d’absorption de 264 nm et un ¢ de
34580 et que les composés 42-45 ont des longueurs d’ondes d’absorption comprises entre 292
et 319 nm ainsi que des € compris entre 16790 et 29220. Les modifications que nous avons
effectuées sur le chromophore benzophénone ont déplacé les longueurs d’onde vers les plus
faibles énergies, le composé 44 subissant le plus grand décalage par rapport au composé de
réference 41. Ces résultats sont fort intéressants car lors de la photoactivation de ces sondes

les protéines dans le milieu cellulaire ne seront pas endommagées.

Nous observons également que le composé 47 a une longueur d’onde d’absorption de 272 nm
et un & de 29000 et que les composés 49-52 ont des longueurs d’ondes d’absorption comprises
entre 250 et 322 nm ainsi que des & compris entre 19500 et 36000. Quand le groupement
azoture est en ortho de la liaison carbonyle (49 et 51) il n’y a pas d’effet notable sur la
longueur d’onde d’absorption, et ceci méme en présence du groupement nitro (51). Quand le
groupement azoture est en position méta de la liaison carbonyle nous observons des
différences de comportement. Déja quand 1’azoture d’aryle n’est pas substitué la synthese de
la sonde (48) a été réalisée avec un rendement modeste. Nous pouvons pensé que ce
chromophore n’est pas stable. Quand celui est substitué, comme pour les sondes 50 et 52, un
atome de chlore en position para de la liaison carbonyle déplace la longueur d’onde
d’absorption (250nm) du peptide vers les hautes énergies, alors qu’un groupement nitro en
position ortho de la liaison carbonyle déplace la longueur d’onde (322 nm) du peptide vers les

faibles énergies.
D’apres ces résultats nous pouvons conclure que les composés 42-45" et le compos€ 52
semblent €tre de bons candidats pour I’étude du systéme enzymatique du glutathion par la

technique de marquage par photoaffinité.

2- 1- 2) Réduction du lien disulfure

2- 1- 2- 1) Résultats

En se basant sur les différents protocoles que propose la littérature!®" 3% 133 134 1545 avons
choisi de réaliser cette réduction en milieu aqueux en présence d’un excés de 5 équivalents de

d.tt. sous atmosphére d’argon (Schéma ITI-15). La réaction est quantitative aprés 7 heures
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d’agitation 4 température ambiante. L’eau est évaporée sous pression réduite, et le résidu

purifié sur gel de silice comme précédemment.

R%° O

o NH o
HO N ., ~OH dtt. o
W/\Q ’u/ Eau distillée o \H
O Argon
© S © “g; HO N oy, SOH
\S\ . : Y\: /"/
O (o] x o Air, T.A., 2-3 jours 3 S 3
H Rdt= 76%

41

53

Schéma III-15

La reaction a été menée sur le composé 41. Le composé 53 est obtenu avec un rendement de

76% apres purification sur gel de silice.

2- 1- 2- 2) Inconvénients

Malheureusement cette voie de synthése avec le GSSG comme réactif de départ ne peut étre
appliquée aux dérivés porteurs d’un azoture d’aryle contrairement i ce que D’Silva et coll.
rapportent dans la conclusion de leur travaux concernant la réduction du GSSG N,N’substitué
par un groupement azoture d’aryle. En effet ces groupements sont réduits par quasiment tous

les agents de réduction classiques, spécialement par les agents de réduction du lien disulfure’®
135

Pour mettre en évidence la sensibilité des azotures d’aryles vis-a-vis des agents réducteurs

nous avons sutvi la réduction de I’acide 4-azido benzoique en présence de d tt. et en présence
de GSH.

- réduction de I’acide 4-azidobenzoique en présence de d 1.

Nos résultats montrent que ’acide 4-azidobenzoique dans le DMF réagit effectivement avec

le d.tt. aprés deux heures d’agitation sous argon. Les c.c.m. ont clairement montré la
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formation. d’acide 4-aminobenzoique Ces résultats sont en accord avec ceux de la

littérature™.
- réduction de I’acide 4-azidobenzoique en présence de GSH

Dans ce cas nous avons fait réagir I’acide 4-azido benzoique avec un équivalent de GSH dans
un melange eau/acétonitrile sous atmosphére d’argon. Aprés 48 heures d’agitation nous avons

décelé par suivi c.c.m. 1a présence d’acide 4-aminobenzoique dans le milieu réactionnel.

Etant donné que le groupement azoture se réduit facilement, il nous a fallu trouver une
nouvelle voie d’accés pour atteindre les analogues du GSH sous sa forme réduite porteurs de
groupement azoture d’aryle. Pour cela il nous faut un groupement protecteur de la fonction
sulthydryle dont les conditions de déprotection sont compatibles avec les azotures d’aryle.
Comme nous nous ’avons déja indiqué, parmi les nombreux groupements protecteurs des
thiols notre choix s’est arrété sur le groupement trityle. Nous espérons ainsi développer une

methode de synthése généralisable a tous les groupements photoactivables.

2- 2) A partir du GSH S-trityle

Cette stratégie se base sur les travaux de Gelinsky et coll.'®. Les auteurs synthétisent le GSH
S-trityle (40), Pestérifient, acylent le groupement amine et enfin enlévent le groupement
trityle avec du thioéthanol. Nous ne pouvons pas utiliser ce dernier réactif de déprotection car

il réduit les azotures d’aryle.

2- 2- 1) Protection du GSH avec le groupement trityle

Le GSH S-trityle est décrit dans la littérature'® '?*>. Le thioéther est synthétisé en faisant
réagir le triphénylméthanol et le GSH dans ’acide trifluoroacétique pendant 1 h & température
ambiante. Hiskey et coll. décrivent la synthése de la S-trityl cystéine*®. Dans ce cas la
réaction entre la cystéine et le triphénylméthanol se fait dans ’acide acétique en présence de
fluorure de bore (BF;.Et,0).
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2- 2- 2) Déprotection du groupement trityle

I existe différentes méthodes pour cliver le groupement S-trityle. La plus ancienne des
méthodes rapportée consiste a cliver le groupement trityle grice a I’action de I’acide
chlorhydrique dans le chloroforme'’. Ensuite nous pouvons citer ’action du nitrate d’argent
dans un mélange méthanol/pyridine'”. L’acide bromhydrique’® dans I’acide acétique au
reflux est également reporté comme un bon agent pour enlever le groupement trityle ainsi que
I’acide trifluoroacétique au reflux'®. Le groupement S-triphénylméthyle peut étre enlevé par
’action de I’acétate de mercure (II) dans 1’éthanol suivi par un traitement avec le sulfure
d‘hydrogéne (HS)"®. I peut étre clivé par 'action du trifluoroacétate de thallium dans
I’acide trifluoroacétique'. Plus récemment (1989) Pearson et coll.'* proposent une meéthode
qui semble plus douce vis-a-vis des azotures d’aryle qui consiste a faire réagir le produit
porteur du groupement trityle dans un mélange acide trifluoroacétique/dichlorométhane en
présence de triéthylsilane a température ambiante pendant une heure (Schéma III-16). Voir

, , . . 144, 145
schéma. C’est cette méthode qui est la plus utilisée actuellement'*"> 14 143 144145

Et3SiH SH O
Q O 50% TFA/ CH,Cl, /[ Q O
.
S 1hr, 23°C  NH

5 CO,H H

NH CO,H _
+  Et;8i0COCF;

Schéma ITI-16

Cette méthode est particuli¢rement séduisante car:

- les trialkylsilanes sont des composés volatiles et nous pouvons facilement les

enlever du milieu réactionnel par évaporation sous pression réduite.

- les sous-produits de la réaction sont trés peu polaires et nous pouvons facilement

les séparer du peptide obtenu par purification sur gel de silice.
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- les azotures d’aryle ne sont bien siir pas réduits. (Par expérience, nous savons que

I’acide 4-azidobenzoique ne réagit pas dans ces conditions opératoires.)
2- 2- 3) Résuitats
2- 2-3- 1) S-Protection du GSH
Pour la synthése de ce composé nous avons trouvé un compromis entre les deux protocoles
cités dans le paragraphe précédent. Le GSH est en suspension dans I’acide acétique, et le

milieu réactionnel est chauffé a 40°C. Le triphénylméthanol est ajouté, et le milieu réactionnel

agité pendant 48 heures (Schéma ITI-17). Le mélange réactionnel est purifié sur gel de silice.

NH, 0
H
Fo N \/lk OH
NH, o] o 0 0
HoMH \/ﬂ\ on  Triphénylméthanol/AcOH s
X N /Y
| :H
40°C, 48 h
] o] o) >
Rdt=60% O

N

tin

(40)

Schéma IT1-17

Le produit (40) est caractérisé par les techniques analytiques et est comparé avec les données

de la littérature. '?* Le produit est obtenu avec un rendement de 68%.

2- 2- 3- 2) N-fonctionnalisation du GSH S-protégé
Le produit protégé est couplé avec les acides activés de la méme maniére que pour le GSSG,

sauf que dans ce cas nous n’utilisons que trois équivalents de trié¢thylamine au lieu de six

précédemment (Schéma ITI-18).
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Schéma ITI-18
Les différents produits synthétisés ainsi que leur rendement sont regroupés dans le tableau III-
4.
R Rendement R Rendement
[0}
O O 65% N3 55%
(54) (55)
N=N Le produit s’est
\©/ 35% F.C dégradé pendant
le traitement
(56) 57
N3 N3
63%
ON
cl 48%
(58) 59
N3
Z
66%
AN NO,

(60)

Tableau III-4 Rendements de la N-fonctionnalisation du GS-Tr (40)
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Encore une fois la réaction pour introduire le groupement diazirine (57) a été conduite, mais

le groupement s’est également détérioré malgré les précautions prises pour éviter son contact

avec la lumiére.

Les différents produits sont obtenus avec un rendement variant entre 30 et 66%. Les structures

etant confirmées par les techniques analytiques usuelles.

2- 2- 3- 3) Déprotection du groupement trityle

Nous avons réalisé nos essais en suivant les protocoles décrits par Sakowski et coll.'** Le

dérivé du GSH N-modifié-S-trityle est dissous dans un mélange dichlorométhane/acide

trifluoroacétique. Deux équivalents de triéthylsilane sont ensuite ajoutés. (Schéma III-ci-

dessous.

M

Jk

|l|||

2 éq. Et3SiH
TFA 3mL/mmoles)

CH,Cl, (6mL/mmoles)

1h45min, TA.

Schéma ITI-19

OYR
NH (o]
H
HO N OH
> N
| Iz H
I H
HS/

La réaction a été préalablement effectuée sur le N-(4-benzoylbenzoyl)-S-tritylglutathion pour

la valider la méthode. Etant donné que les spectres RMN 'H et RMN 'C du peptide déprotégé

étaient identiques & ceux obtenus lors de la réduction du N,N’-(4-benzoylbenzoyl)glutathion

disulfure (41) par le d.t.t.. Nous avons égaleemnt testé ces conditions opératoires sur 1’acide

4-azidobenzoique, aprés 48 heures a température ambiante nous n’observons pas pas la

présence du produit de réduction : I’acide 4-aminobenzoique. Nous avons donc élargi la

déprotection aux dérivés porteur d’un groupement arylazide.
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Apres 1h 45min, le milieu réactionnel est évaporé sous pression réduite et le résidu purifié sur
gel de silice. Les produits sont obtenus avec un rendement variant entre 65 et 75%. Les
structures sont confirmées par RMN 'H et RMN '*C en prenant comme référence les spectres
"H RMN et *C RMN du GSH et du GSSG. 1l faut noter que sous argon et a 0°C, ces produits
s’oxydent au bout de 7 jours. Les analyses structurelles ainsi que les tests de marquage par

photoafinité doivent étre conduits le plus rapidement possible.

Les produits synthétisés ainsi que leur rendement sont reportés dans le tableau I1I-5.

R Rendement R Rendement
0
71% N3 En cours
(53) 62)
N3 N3
En cours cl 75%
63) (64)
N, Ns
74% NO, En cours
ON (66)
(65)

Tableau III-5 Rendements des analogues N-substitués du GSH

Les peptides déprotégés sont obtenus avec des bons rendements compris entre 71 et 75%.

Nous avons vu voir au cours de ce chapitre qu’une réaction directe du GSH avec des
esters activés en milieu basique conduisait a la formation des thioesters correspondants. La
synthése des analogues photoactivables du glutathion nous a donc demandé une phase
d’optimisation, et pour contourner ce probléme nous avons synthétisé des analogues NN’

substitués du GSSG, a partir d’acides activés sous forme d’esters de la N-

68



hydroxysuccinimide, dont la réduction du pont disulfure avec le dtt conduit aux analogues N-
substitué¢ du GSH. Or cette synthése ne se généralise pas aux peptides disubtitués par des
azotures d’aryles. Pour atteindre des analogues N-substitués par des azotures d’aryles du GSH
nous avons protégé la fonction thiol du GSH sous forme de thioéther tritylique. La N-
fonctionnalisation de ce peptide S-protégé puis sa déprotection par du triéthylsilane nous ont
conduit aux analogues N-fonctionnalisé ciblés.

Nous avons également vu que les propriétés UV de certains de ces analogues sont
particuliérement intéressantes et nous développerons dans le chapitre VI les premiers tests
enzymatiques et de photoactivation menés avec ces composés sur le systéme enzymatique lié

au glutathion.

Derniére minute le composé ci-dessous (GSBB) a été synthétisé pour ces éventuelles
propriétés photoactivables. En fait des tests de photoactivation ont montré qu’il ne 1’était pas,
a I'inverse il se révéle étre un trés bon inhibiteur des GST. Les tests enzymatiques sont

actuellement en cours de réalisation.

NH,

HO N

~

GSBB
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Chapitre IV Synthése de ’analogue I

Nous nous sommes proposés de synthétiser la molécule ci-dessous, analogue photoactivable
du GSH. Nous I’appellerons 1’analogue 1. Dans ce chapitre nous allons développer les

différentes stratégies que nous avons mises en ceuvre pour atteindre cette molécule.

NH, 0

H
HO N 0O
- N
H H
0 0 = OH
HS/
GSH
NH,
H
HO N 0
o] 0 m
HS N3
Analogue |

Comme le montre le schéma de rétrosynthese ci-dessous (Schéma IV-1), la synthése de
’analogue I passe par la préparation initiale de dérivés aromatiques tétra-substitués par deux
groupements azotés en para 1’un par rapport a " autre, un groupement soufré et un groupement

alkyle dont la structure générale est représentée par le composé (67).
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P1_HN

NH,
H
HO N 0O
— R,
© © m P2 \s /P3
HS N N

3 H

(67)

Py, P,, P; : Groupements protecteurs

Schéma IV-1

L’introduction de ’atome de soufre sur le cycle aromatique dans cette structure nous semble
étre une des ¢tapes déterminantes de la synthése. Pour cela deux alternatives se présentent:
soit nous partons d’une structure qui posséde déja un atome de soufre sur le cycle aromatique,

soit nous introduisons I’atome de soufre sur le cycle aromatique en cours de synthése.

1- Voie 1 : molécules possédant déja un atome de soufre sur le cycle aromatique

Pour atteindre une des cibles tétrasubstituées nous avons décidé de commencer notre synthése

soit avec un dérivé du benzothiazole, soit avec un dérivé du thiophénol.

1- 1) Synthése a partir d’un dérivé du benzothiazole

L’idée est de démarrer la synthése avec le 2-méthylbenzothiazole, le fonctionnaliser tout
d’abord en position para de I’atome d’azote avec un groupement -NO, (le groupement —NO,
pouvant €tre transformé en cours de synthése), et ensuite créer une liaison carbone-carbone en

position para de ’atome de souftre.

Une fois ces étapes faites il nous restera & ouvrir le cycle thiazole pour atteindre la structure

(67) précurseur de 1’analogue I (Schéma IV-2).

71



Ry
s o— — ———"
| "
P2
(67) HN C hN
L/ |
P, R Ps

Schéma IV-2

L’introduction d’un atome d’azote sur le cycle aromatique du 2-méthylbenzothiazole se fera

par nitration. La création de la liaison carbone-carbone a été envisagée de trois facons

différentes.
1- 1- 1) Chemin 1: Vicarious Nucleophilic Substitution (VNS)
7 1 Vicarious
6 s, OGN S Nucleophilic OaN S
Nitration \ Substitutuion
J V4 " /
s N N N
4 3
CO,R
(68) 69)
Schéma IV-3

La premicre étape est la nitration du 2 méthyl-benzothiazole pour obtenir le 2-méthyl-6-
nitrobenzothiazole (68). La deuxiéme étape est la fonctionnalisation du 2-méthyl-6-
nitrobenzothiazole en position ortho du groupement nitro et en position para de I’atome de
soufre. Pour cela, nous avons envisagé de tester les conditions de la réaction appelée:
vicarious nucleophilic substitution (VNS). (Schéma IV-3) dont le mécanisme est représenté

sur le Schéma IV-4.
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® ) ¢l \k R
NO NO H
P : b

2/\//4%
T e T

H H.© _R H R
{ e
NO, o NO 4~ _NO,
H X 2
/

Schéma IV-4

\

1- 1- 1- 1) Nitration du de 2-méthylbenzothiazole

L’étape de nitration (Schéma IV-5) est effectuée en suivant le protocole de Ward &
Poesche'*®. Le benzothiazole est en solution dans ’acide sulfurique concentré et 1 équivalent
d’acide nitrique concentré est ajouté en gardant la température du milieu réactionnel proche
de 0°C. Aprés recristallisation dans I’éthanol & 95% nous obtenons le 2-méthyl-6-

nitrobenzothiazole (68) avec un rendement de 50%.

S\ HNO, / H,SO, O=N s
V4 0°C i />
N N
Rdt: 50%  (68)
Schéma IV-5

. , e, 1 ) . .
Le produit est caractérisé par RMN 'H, spectre de masse et par comparaison avec son point de

fusion.
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1-1- 1-2) VNS

Notre deuxi¢me étape est la fonctionnalisation du 2-méthyl-6-nitrobenzothiazole en position
5, c'est-a-dire en ortho du groupement nitro nouvellement introduit. Pour cela, nous avons
testé¢ les conditions de la réaction appelée: vicarious nucleophilic substitution (VNS),
développée par Makosza et coll.!*7: 148149130 qag 1987 et plus particuliérement par Mudryk et
coll."!.

La synthése décrite par ces derniers nous a particuliérement intéressée car la chaine alkyle

introduite est identique & celle que nous voulons introduire comme le montre le schéma IV-6.

EtO.C
NO,
t-BuOK / DMF
. /\COZEt
ol c 72%

Cl

Schéma IV-6

Résultats

Nous avons donc testé ces conditions sur le 2-méthyl-6-nitrobenzothiazole (68) (Schéma IV-

7).

OZN S /\002Et 02N S
: Cl :
................... -
/ t-BuOK / DMF /

CO,Et
(68) (69)

Schéma IV-7

Lors de nos différents essais, nous n’avons jamais obtenu le produit attendu (69) car le réactif
de départ restait inchangé dans la majorité des cas.
Nos observations sont en accord avec celles de Lawrence et coll.!> qui ont rencontré des

problemes similaires lors de leurs synthéses d’oxydes de benzylphosphine. Leurs essais avec
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les conditions initiales de Makosza et coll. ne les conduisent jamais aux produits ciblés. Leur
réactif de départ ne réagit pas dans ces conditions.

Par ailleurs, en plus de nos observations un article récent de Makosa et coll.'” laisse supposer
qu’il est plus facile de fonctionnaliser la position 7 que la position 5 du 2-méthyl-6-
nitrobenzothiazole (68) (Schéma IV-8) en travaillant avec des nucléophiles tels que les

réactifs de Grignard.

O.N s

)

N

ON_ 6

CO,EL

¥
3 \ . |

)

N

Schéma IV-8

N’atteignant donc pas notre produit cible en suivant les conditions de la V.N.S. et n’étant pas
str d’atteindre le bon isomére en développant de meilleures conditions opératoires, nous
avons décidé de réduire le 2-méthyl-6-nitrobenzothiazole (68) en son dérivé aminé
correspondant (70). Ce second intermédiaire peut alors étre fonctionnalisé en amide fert-
butylique et mis en réaction dans les conditions d’ortho-lithiation d’amide aromatique
(Schéma IV-9). 1l peut également étre engagé dans une réaction de Reimer-Tiemann (Schéma

IV-13).
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1- 1- 2) Chemin 2: Ortho-lithiation

Piv

- = U ="

(72) (71) (70)

OHC

Schéma V-9

1- 1- 2- 1) Synthése du 6- amino-2-méthylbenzothiazole

Pour réduire le groupement nitro du 2-méthyl-6-nitrobenzothiazole (68) nous avons plusieurs

155

. . . Ve 4 , e q, . .
options & notre disposition* Nous avons décidé d’atteindre le 6-amino-2-

méthylbenzothiazole (70) en suivant la méthode proposée par Ramadas et coll.*®.

O,N H N
S\ Zn, NH,CI S
// EtOH / H,0 /:
N Doux Reflux N
(68) Rd=75% (70)

Schéma IV-10

Nous y avons cependant apporté quelques modifications (Schéma IV-10). Nous avons préféré
conduire la réaction dans 1’éthanol & 95% moins agressif vis-a-vis de 1’organisme, plutot que
dans un mélange eau / méthanol. De plus nous avons choisi comme agent de réduction le zinc
(Zn) au lieu du fer (Fe). Cependant, bien qu’il soit reporté que parfois le Zn en présence de
NH4Cl réduit le groupement —NO, en oxime nous avons obtenu le 6-amino-2-
méthylbenzothiazole avec un rendement de 75% aprés recristallisation dans 1’éthanol. La

réduction est confirmée entre autres par un spectre de masse.
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1- 1- 2- 2) Synthese du 2-méthyl-6-(pivaloylamino)benzothiazole

Fenlon et coll.'”’ décrivent la réaction d’une amine aromatique avec du chlorure de pivaloyle,
mais leurs conditions ne sont pas satisfaisantes car notre produit n’est pas soluble dans le
dichlorométhane (CH,Cl,). Nous avons donc choisi de réaliser la réaction dans le THF en

présence d’acide pivaloique et de dicyclohexylcarbodiimide. (Schéma IV-11).

L’amide obtenu est un bon groupement ortho orienteur lors de la formation de

I’organolithien!*® '

HoN

H
S t-Bu N s
\ Acide pivaloique \”/ :
N// DCC, THF 0 N/

(70) Rdt=79% (71)
Schéma IV-11

Nous obtenons I’amide désiré (71) avec un rendement de 79%.

1- 1- 2- 3) Essais d’ortho-lithiation

Nous avons effectué les essais d’ortho-lithiation avec les conditions préconisées par Fuhrer et

1 158

coll.”™ avec Iiodure de méthyle comme nucléophile (Schéma IV-12).

H . . H
t-Bu N Bu-Li (2 ¢q.) t-Bu N S
\”/ S Me-I (1,1 éq.) \[(
i /> THF, -78°C o />
N N

1)) (T1a)
Schéma IV-12

La réaction n’est pas totale, la ccm confirme la présence de 71. Une analyse RMN 'H du brut
révele la formation du produit 71a. Encore une fois, cette approche comme celle utilisant la

VNS semble étre régiosélective et ne nous permet pas d*atteindre ’isomeére ciblé.
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A partir de (70), nous avons simultanément développé la synthése de (72) selon la réaction de

Reimer-Tiemann,

1- 1- 3) Chemin 3: Reimer-Tiemann

H2N s H2N s
\ Reimer-Tiemann
/ N/>
N OHC
(70) (72)

Schéma IV-13
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2

La réaction de Reimer-Tiemann a d’abord été consacrée a la formylation des phénols

cependant Fenlon et coll.’®” ont réussi la formylation de diaminopyridine avec un rendement
de 26% (Schéma IV-14).

NaOH, CHCl, CHO
X EtOH, reflux X
—_>
26%
/ ° /
H,N N NH, H,N N NH,

Schéma IV-14

Résultats

Nous avons testé les conditions de Fenlon et coll.'*’ décrites ci-dessus pour atteindre le 6-

amino-2-méthylbenzothiazole-5-formaldéhyde (72) (Schéma IV-15).

HaN HoN

S S
NaOH, CHCl, :
................ -
/ EtOH, reflux /
N OHC N
(70) (72)
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Schéma IV-15
Malheureusement lors de nos différentes tentatives notre produit s’est dégradé, et nous
n’avons rien récupéré d’exploitable. Les c.c.m. montrent bien la disparition du réactif de
départ (70) mais la RMN 'H ne nous permet pas d’identifier le ou les produits formés.
Cette stratégie avec le benzothiazole se révele peu concluante en ce qui concerne la VNS,
Portho-lithiation et la réaction de Riemer-Tiemann. En effet, soit nous n’obtenons rien
d’exploitable, soit la voie étudiée pose un probléme de régiosélectivité. Nous nous sommes

donc orientés vers la synthése a partir de thiophénol.

1- 2) Synthese a partir d’un dérivé du thiophénol

1- 2- 1) Rappel bibliographique

En 2002, Tale'® propose la synthese de 2-aryl-5-méthylbenzothiazole a partir du
parathiocrésol en présence de nitrate d’ammonium cerrique (CAN) (Schéma IV-16). Cette
synthése nous semblait fort intéressante pour atteindre notre cible tétrasubstituée. En effet a
partir de 2-aryl-5-méthylbenzothiazole I’introduction du second atome d’azote en position 6

par nitration semble assez aisée.

SH CN

CAN. (2¢q), NaHCO;
+
Acetomtn]e 30 min.
CHa CHs
Schéma IV-16

162 i1 est montré

Cette synthése est d’autant plus intéressante que dans un article de Molander
que de nombreux oxydants transforment les thiols en disulfure ou en produits d’oxydation des
disulfures. Il est précisé qu’en présence d’un seul équivalent de C.AN. les thiols sont

majoritairement oxydés en disulfure.
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1- 2- 2) Résultats

Nous avons décidé d’appliquer ce protocole au parathiocrésol et au benzonitrile (Schéma IV-

17).

CN

e 00
P At

SH 73)

Schéma [V-17

Nos deux premiers essais n’ont pas été concluants. Pourtant d’aprés la c.c.m. le parathiocrésol
est consommé lors de la réaction mais la RMN 'H du produit nous révéle un systtme AB
caractéristique des cycles aromatiques substitués en position 1-4 comme Iest le
parathiocrésol. Nous avons essayé¢ de faire varier le solvant (DMF), la base (Na,COs,
triéthylamine) ou la température (reflux d’acétonitrile) mais rien n’y a fait, nous obtenons

toujours le méme produit.

Nous avions abandonné cette voie depuis un moment quand une nouvelle publication sur ces

1.' ont repris les travaux de Tale'®’. Iis trouvent

travaux parut. En effet, en 2003 Nair et col
surprenant qu’un oxydant comme le CAN, dans les conditions décrites, n’oxydent pas le
thiocrésol. Pour vérifier cela ils refont les synthéses décrites par Tale avec le 4-méthyl
thiophénol et le 4-nitro-benzonitrile. Ils n’obtiennent jamais le 2-arylbenzothiazole attendu

mais les deux produits d’oxydation ci-dessous (Figure IV-1).

(o}
s AN
I S
- — O
Figure IV-1 Produits d’oxydation obtenus dans les conditions de Tale

Les résultats que nous avons obtenus en RMN 'H sont en accord avec ceux proposés par Nair

et coll. '®. Cette synthése ne conduit donc malheureusement pas au benzothiazole.
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Compte tenu de ces résultats nous avons décidé de développer la seconde alternative qui

consiste & introduire un atome de soufre sur un noyau aromatique en cours de synthése.

2- Voie 2 : synthése de noyau aromatique porteur d’un atome de soufre

La seconde alternative pour atteindre 1’analogue I est de créer une liaison C-S sur un cycle
aromatique possédant déja une chaine alkyle, I’idée étant d’arriver & un des intermédiaires ci-

dessous par exemple (Figure IV-2).

H
N N_P1
\> _
S S_P2
Figure IV-2 Intermédiaires clés dans la synthése de ’analogue I

Dans un premier temps nous avons réalisé une étude bibliographique sur les différentes

méthodes d’introduction d’un atome de soufre sur un noyau aromatique.
2-1) Introduction d’un atome de soufre sur un cycle aromatique

Parmi les méthodes couramment utilisées dans la littérature pour la synthése de thiols

aromatiques nous pouvons citer les suivantes.

2- 1- 1) Réaction de Herz

La premiere méthode présentée est la synthése directe a partir de dérivés de 1’aniline, ou le
groupement amine oriente une ortho-sulfuration. Le dérivé de I’aniline est mis en réaction soit

' (Schéma IV-18) ou avec un

avec du S,Cl, dans les conditions de la réactions de Herz
mélange Br, / KSCN'® 1 (Schéma IV-19). Apres saponification, et hydrolyse acide on
obtient l’amino-thiophénol correspondant. Cependant, ces voies d’accés & [ortho-
aminothiophénol ne sont pas toujours faciles a mettre en ceuvre. Il existe plusieurs

inconvénients comme une difficile extraction des produits de la phase aqueuse, d’ou des
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rendements modérés, ou encore une chloration en para du groupement amine sur le noyau

aromatique.

NH2 he 4 NHZ
©/ v sl synthése de Herz _
SH

Schéma IV-18

NH2 Br2 @ NH2
—_—
K-SCN SH
Schéma IV-19

2- 1- 2) Réarrangement de Newman-Kwart

La deuxiéme méthode est une synthése a partir du phénol et de ses dérivés (Schéma IV-20).
Elle permet de préparer des thiophénols & partir des phénols correspondants. De nos jours
c’est la méthode la plus utilisée industriellement et elle est appelée réarrangement de

Newman-Kwart!67 168,169,

OH R N—R N

RN
7/C| 0 Chauffage S Sapomﬁcatlon
S @ @

Schéma IV-20

L’action du chlorure de diméthylthiocarbamoyl sur le dérivé phénolique en présence d’une
base organique a température ambiante donne un O-aryldiméthylthiocarbamate. Cette
intermédiaire subit une pyrolyse a 230°C pour donner le S-aryldiméthylthiocarbamate. Le

thiol aromatique est obtenu par hydrolyse alcaline a chaud.
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2- 1- 3) Voie de Jacobson

La troisiéme méthode est de transformer une amine en amide, puis en thioamide et ensuite de

le cycliser avec du ferricyanure de potassium pour obtenir un dérivé du benzothiazole.

(Schéma IV-21) Dans la littérature la derniére étape est appelée cyclisation de Jacobson'™.

H H
" Y - Y e O — OO
— —_— ﬂi N R —
-0 7r—-0OY : s
Schéma IV-21

L’aminothiophénol peut étre atteint soit par quaternisation de I’atome d’azote et ouverture du

cycle nouvellement formé par NaBHj, soit par hydrolyse alcaline a chaud du cycle thiazole.

2- 1- 4) Sels de diazonium

La quatriéme méthode fait appel aux sels de diazonium aromatiques ArN, X (Schéma IV-

22).

Les sels de diazonium réagissent avec les O-alkyl xanthates'”! ROCSSK", pour donner dans
un premier temps un dithiocarbamate, ArSCSOR, qui saponifié conduit & un thiol aromatique
(ArSH). Cette méthode de préparation longtemps considérée comme la meilleure au niveau
indrustrielle n’est plus utilisée car d’une part la préparation de dérivés diazoiques & grande
échelle est délicate (dérivés instables, risque d’explosion) et d’autre part le CS; est un liquide
trés inflammable (synthése des xanthates). Pour la chimie au laboratoire les sels de diazonium

demeure une méthode de choix en synthése organique.

R/O .
(\ Z/ " @\ S' | D
Saponification
| i I e ||
\/\N + X S S)KOR i

Schéma IV-22

SH
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2= 1- 5) Voie des halogénures d’aryles

Enfin la derniére méthode est une synthése a partir d’halogénures d’aryles ArX.

2- 1- 5- 1) Via organomagnésiens et organolithiens

La synthése a partir des organomagnésiens aromatiques est bien connue (Schéma IV-23).
L’action du soufre (Sg) sur un organomagnésien du type ArMgX conduit aux thiols ArSH, par
insertion du soufre dans la liaison Csp2-Mg puis par hydrolyse acide du thiophénolate formé.

L’inconvénient de cette réaction est le risque de formation de disulfures et méme de

trisulfures.

+ Sg

Mg-X SH
Schéma IV-23

Cette synthése peut étre également conduite avec des organolithiens aromatiques'’”” (Schéma

IV-24).

R

Br
I\ N .78 °C R\ N Ss R\ X i
s BuLi l | b
n-pul.l / /

Schéma IV-24

2- 1- 5- 2) Substitution nucléophile aromatique intermoléculaire et

intramoléculaire

Les thiols aromatiques ArSH peuvent étre obtenus par substitution nucléophile aromatique de
I’halogéne par I’ion -SH, provenant le plus souvent de NaSH ou Na,S'" (Schéma IV-25). Les

halogénures d’aryles activés par des groupements attracteurs conduisent aux meilleurs
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rendements. Les réactions secondaires sont importantes, elles conduisent notamment & la
formation des thioéthers ArSAr. Il existe une variante!”* ou le nucléophile est de la thiourée et
la réaction est conduite sous irradiation dans le DMSO, mais les inconvénients restent les

mémes.

NaSH ou Na,S

X=CLBr,1

Schéma IV-25

Il existe une variante ol la substitution nucléophile aromatique de I’halogéne est une

substitution intramoléculaire!”®. (Schéma 1V-26).

H
N CHs \
NaH \
_—
S >
X S

X:Cl, Br
Schéma IV-26

La substitution aromatique est induite par I’action de I’hydrure de sodium (NaH). Le
benzothiazole, comme mentionné précédemment, peut nous conduire & un dérivé du

thiophénol.

Comme nous I’avons vu précédemment, les travaux de Nair'®® montrent 1a fragilité des thiols
aromatiques vis-a-vis des oxydants. La synthése du dérivé aromatique tétrasubstitué risque
d’en étre compliquée. De ce fait pour éviter de rallonger le schéma réactionnel par des
protections et des déprotections nous avons choisi d’atteindre le composé I a partir d’un

dérivé du benzothiazole.
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Nous avons donc choisi de partir d’'un dérivé comportant un groupement méthyle qui se
retrouvera en position para de l’atome de soufre lors de la formation du 2,5-

diméthylbenzothiazole (74).

R1
S O2N S HN
- ) R1
/ V4
H3C N HsC N » N—-P3
/ H
P2
74 (75) (67)

Schéma IV-27

L’introduction du second atome d’azote sur le cycle aromatique se fera par nitration (composé
(75)) (Schéma IV-27). D’aprés les travaux de Ward et Poesche'* et nos résultats, nous savons
que I’atome de soufre n’est pas oxyd¢ lors de la nitration du benzothiazole. Le cycle thiazole
permet de protéger I’atome de soufre des oxydants tel que 1’acide nitrique (HNO3) et son

ouverture conduira au composé tétrasubstitué (67).

2- 2) Synthese du 2,5-diméthylbenzothiazole

2- 2- 1) A partir d’un dérivé du phénol

Notre premiere voie de synthese pour atteindre le 2,5-diméthylbenzothiazole (74) s’ appuie sur
la réaction appelée: réarrangement de Newman-Kwart. Le réactif de départ sera le 4-méthyl-
2-nitrophénol. Nous voulons atteindre dans un premier temps un dérivé de 1’aminothiophénol

puis le 2,5-diméthylbenzothiazole (74) Schéma IV-28.

OH oH S
—_—
——- —_—— %
NO, e :: :NOZ e : N

Schéma [V-28
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2-2-1- 1) Réarrangement de Newman-Kwart

Le réarrangement de Newman-Kwart a été mis en évidence en 1966 par Newman et Kwart
séparément'®” 1% C’est une migration intramoléculaire de deux atomes non adjacents.
Ce type de réarrangement n’est pas courant néanmoins nous pouvons en citer deux autres'’®

(Schéma IV-29): celui de Schonberg et celui de Smiles'”.

R

R
S
I Schénberg
S ——

s o OYS

[o]
r \Ar

O

/

O.N

O,N 1%

0,5 Smiles
—— -
0,8

Schéma IV-29

La question qui se pose a nous est de savoir dans quel ordre réaliser les transformations : faire
le réarrangement de Newmann-Kwart puis la réduction du -NO, en -NH, ou faire I’inverse.
Etant donné que la présence de groupements donneurs tel que le groupement hydroxyle donne

167

de mauvais rendement lors du réarrangement °’, nous avons choisi de d’abord effectuer le

réarrangement puis de réduire le groupement —-NO,.

2- 2- 1- 2) Réduction d’un groupement nitro en présence d’un

groupement carbamate

De plus le groupement nitro peut étre réduit sans difficulté particuliére en présence du

groupement carbamate. Weinstock et coll.'”® effectuent une réduction avec du dihydrogéne en
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présence de palladium sur un produit trés similaire au notre (Schéma IV-30). Ces auteurs

obtiennent le dérivé aminé avec un rendement de 85%.

NHCOCF, NHCOCF,

0] o]
S S

N(CH3), H, N(CHa)2

_—
NO, 10% Pd /Charbon NH,
15 min
Rdt: 85%

Schéma IV-30
2- 2- 1- 3) Résultats

Par conséquent nous avons envisagé la suite réactionnelle suivante (Schéma IV-31).

/ \"/
Newmann-Kwart
NH;

o (76) (77)

Schéma IV-31

2-2-1- 3- 1) Synthese de O-aryl diméthylthiocarbamate

La premiére étape est I'obtention du O-aryl diméthylthiocarbamate a partir du phénol

correspondant. Il y a deux techniques majoritairement utilisées qui sont présentées ci-dessous
(Schéma IV-32).
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AN | 20 N
F : T 80°C F o S

R

R
AN | DABCO x \N S
cl N ou N-méthylmorpholine
DMF
/ OH s / (0] S

Schéma IV-32

Newman et al.'®” précisent que c’est le deuxiéme protocole qui est le plus efficace avec les

phénols possédant un groupement électroattracteur, ce qui est notre cas.

Nous avons donc synthétisé le O-aryl diméthylthiocarbamate en appliquant le deuxiéme
protocole. Nous y avons apporté un petit changement, nous avons travaillé dans le

dichlorométhane plutdt que dans le DMF.

/YL\“/CI
S

NO, DBU, CH,Cl, ,

OH /\”/

Rdt: 75% (75)

NO,

Schéma IV-33

L’action du chlorure de diméthylthiocarbamoyl sur le 4-méthyl-2-nitrophénol en présence de
DBU dans le CH,Cl, a température ambiante donne le O-aryldiméthylthiocarbamate (75)
attendu (Schéma IV-33). Le chlorydrate de la DBU qui précipite pendant la réaction est un
bon indicateur de ’avancement de la réaction. Aprés traitement classique, le produit est
purifié sur gel de silice et est obtenu avec un rendement de 75%, la structure étant confirmée

par les techniques analytiques usuelles.
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2- 2- 1- 3- 2) Réarrangement de Newman-Kwart

Notre deuxiéme étape est le réarrangement proprement dit. Le O-aryl diméthylthiocarbamate
est chauffé sans solvant a 250°C pendant une durée qui varie selon la quantité de matiére mise
en réaction (Schéma IV-34). Dans notre cas 15 minutes ont suffit. Il se produit une

vitrification. Le résidu est recristallisé pour donner le S-aryl diméthylthiocarbamate attendu

(76) avec un rendement de 95%.

NO,
—_—

/NTO Sans solvant /LTS
0

Rdt:76%  (76)

| NO, T=250°C.

Schéma IV-34
2-2- 1- 3- 3) Réduction du groupement nitro

Nous avons utilisé le protocole décrit par Weinstock et coll.!” pour réduire le groupement

nitro.

H,
________________ -
‘ NO; 10% Pd /Charbon ’ NH,
N S
/ \”/ / N TS
0 0
(76) )

Schéma I'V-35
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1.178

Weinstock et col obtiennent leur produit cible en 15 minutes. Dans notre cas (Schéma IV-

35) la réaction aura duré 48 heures, et apres purification sur gel de silice nous obtenons un

produit que nous n’avons pas identifié¢ mais qui n’est pas I’amine (77). Nous n’avons pas tenté

tann
apv

d’essai de réduction supplémentaire. En effet, nous nous sommes rendu compte q de

O~
-

7

nitration pour introduire le second atome d’azote sur le cycle aromatique aurait été délicate
étant donné la fragilité¢ du thiocarbamate. Nous avons préféré ne pas continuer dans cette voie,

intéressante mais inadaptée a notre cible.

2- 2- 2) A partir de thioamide : Voie Jacobson

Nous avons décidé d’atteindre le benzothiazole de la maniére ci-dessous en utilisant la voie
dite de Jacobson qui est une cyclisation oxydante d’un thioamide obtenu a partir d’un amide,

lui-méme obtenu a partir d’un dérivé de I’aniline.

2- 2- 2- 1) Réaction de Jacobson : étude bibliographique

., . 179 &
Nous nous sommes inspirés des travaux de Hutchinson et coll.”” ainsi que ceux de Jackson et

1.180

col (Schéma IV-36). Ces deux articles font référence aux 2-arylbenzothiazoles.
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R R
OCH
: OCH, OCH,
NH H H
2 N N
—— ——
0 s

OcH
: OCH; OCH;, OCH,

K;3Fe(CN)y, KOH
H,0, | 2 8 jours

Rdt: 13-85%

NO,

NO,

NOZ
N K3Fe(CN)g, KOH
[E—— ——— e —————-
I H,0,90°C, 3 h N==
[o]

Rdt: 37-95%

ZI

Schéma IV-36

La synthése commence avec un dérivé de I’aniline (Schéma IV-37). L’amine aromatique est
transformée en amide, qui lui est converti en thioamide avec le réactif de Lawesson ou avec
du penta sulfure de phosphore (P»Ss). Enfin le thioamide est cyclisé par action du ferricyanure
de potassium (K3Fe(CN)g) en milieu alcalin pour obtenir le benzothiazole correspondant.
Cette derniére étape est la plus délicate car les rendements de la réaction sont fortement

influencés par les substituants portés par le noyau aromatique.
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H
2 N
Chlorure d'acyle
S

Et3N / CH,Cl,

K3F€(CN)6
Rdt=92% (78) Rdt=50% (79)

‘< KOH / Eau
S
\

)

(74) (80)
Schéma IV-37

2-2-2- 2) Résultats

Notre produit de départ est la 3-méthylaniline ou métatoluidine. Nous la transformons en
acétamide (78) par action du chlorure d’acétyle dans le dichlorométhane en présence de

triéthylamine®! avec un rendement de 92%.
2-2-2-2- 1) Synthese du thioamide

Le passage de I’amide au thioamide peut se faire avec deux réactifs. Nous avons le choix
entre le réactif de Lawesson'® ou P4Sml75. Le réactif de Lawesson est utilisé & hauteur de 0,6
équivalent dans le toluéne a 80°C et sous atmosphére inerte'®. P4So est utilisé en quantité
stoechiométrique dans le benzéne a reflux ou dans le THF & reflux sous atmosphére inerte et

en présence d’hydrogénocarbonate de sodium'” ¥ (NaHCO»).

Nous avons effectué la réaction avec P4Sj¢ a reflux du THF en présence de NaHCOj; et sous

atmospheére inerte.

Nous obtenons notre thioamide (79) avec un rendement de 50%, la structure étant confirmée

par RMN 'H, RMN “C et GCMS.
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2- 2-2- 2-2) Cyclisation de Jacobson

La cyclisation peut se faire a chaud ou & température ambiante, nous avons opté pour la
cyclisation du thioamide avec les conditions opératoires a température ambiante. Nous

craignions que le thioamide ne s’hydrolyse a chaud.

Aprés traitement de la réaction, nous obtenons un mélange de produits avec un rendement
global de 10% pour les deux isomeres (Schéma IV-38). Le rapport est de 1 pour 7 (déterminé
par RMN 'H) respectivement pour I'isomére ciblé (74) par rapport a I’isomére (80). Les
structures sont confirmées par RMN 'H et GCMS.

HaC N

H
N CHs (74)
T -
s S,<
\

(79) Rdt=10% H3C

80
Rapport (74):(80)= 1/7
Schéma IV-38

D’aprés les travaux de Vara Prasad et coll.'® (Schéma IV-39) nous savions que nous
obtiendrions un mélange de deux isomeéres. Ils synthétisent des 2-aminobenzothiazoles par
cyclisation oxydante grace a I’action du thiocyanate de sodium (NaSCN) en présence de Br;.
Cependant nous pensions que le rendement serait meilleur et que surtout le rapport des deux

isomeéres serait en faveur du composé désiré.

94



NH;

NH
2 \ Nt
NaSCN, NaBr, Br,

o NCS

NCS

(81a) (81b)

Rapport (81a):(81b)=4/1
Schéma IV-39

1.185

Downer et col proposent un meécanisme de réaction pour la cyclisation de Jacobson

présentée ci-dessous (Schéma IV-40).

H

N Ph N Ph

|
NTPh Y KsFe (CN)g /\\Tr
W — $0 5.

N Aromatisation y \
\>7Ph -— >—Ph
S

Schéma IV-40

Nous nous sommes inspirés de ce mécanisme pour essayer de trouver une explication aux

résultats que nous observons (Schéma IV-41).
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Schéma IV-41

Comme nous le constatons sur le schéma IV-41 nous pouvons penser qu’a priori nous
obtenons majoritairement I’isomere (80) car d’apres les formes mésomeéres le radical (B) est

stabilisé par le groupement méthyle.

En ce qui concerne notre faible rendement, nous pouvons penser que le benzoylthioamide

1'% est sans doute plus résistant au milieu basique que

1-180

décrit par Downer et col
I’acétylthioamide mis en jeu lors de notre réaction. En effet Jackson et col montrent que
dans les conditions de cyclisation de Jacobson 1’acétylthioamide a tendance a se désulfuriser
en acétylamide et celui-ci peut facilement s’hydrolyser en milieu NaOH 1,5 M & température

ambiante.

Pour conclure nous pouvons dire que la cyclisation de Jacobson est mieux adaptée aux
benzoylthioamide qu’aux acétylthioamides. De plus lorsque les deux positions en ortho de
I’atome d’azote sont occupées par des atomes d’hydrogéne la cyclisation de Jacobson n’est
pas une synthése recommandée. En effet, elle conduit a la formation de deux isoméres dont la
séparation par les moyens chromatographiques est particuliérement complexe, de plus, leurs

proportions varient suivant la nature des groupements substituants. Enfin il faut remarquer
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qu’en présence des deux oxydants (K3Fe(CN)¢ ou Bry) la réaction adopte la méme
régiosélectivité. La différence de proportion obtenue entre les deux isoméres plutdt favorable

au Br; pourrait étre due au choix de 1’oxydant lui-méme.

2- 2- 3) A partir d’orthoaminothiocyanate

Compte tenu des faibles rendements et de la mauvaise orientation du benzothiazole obtenue
avec la cyclisation de Jacobson nous avons décidé de synthétiser 1’orthoaminothiophénol
précurseur correspondant grice aux sels de diazonium (Schéma IV-42). Les sels de diazonium

font partie des réactions les plus efficaces en chimie organique.

HSO4@
NH; r@ SH S \
N
NO, NO, NH,
NaN02
H,S0, K-SCN L1ALH4
—_—
THF
Reflux
L. _
82) (83) (84) (74)

Schéma IV-42

Pour déplacer le sel de diazonium de la 4-méthyl-2-nitroaniline (82) et introduire I’atome de
soufre sur le cycle aromatique nous avons choisi de travailler avec du thiocyanate de
potassium plutét qu’avec un xanthate. Le thiocyanate de potassium a D’avantage d’étre

commercial.

2-2-3- 1) Passage de -"SCN a SH ct de -NO, 4 -NH,

Bromidge et coll.'®' obtiennent le thiophénol a partir du thiocyanate par action de
I’ammoniaque a reflux dans une premiére étape, puis par ’action de P(Ph); dans une seconde

étape (Schéma IV-43).
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H R H R H R

N NH; aq, N P(Ph)3, HCI N

—_—
o di /H,O
SCN 90°C ol 10Xane/ry SH
- )
Schéma [V-43

Quant a Jendralla et coll.'® ils obtiennent le thiophénol & partir du dérivé thiocyanate

correspondant grice a I’action de LiAlH, dans le THF a reflux (Schéma IV-44).

OH OH

i-Pr i-Pr

LiAlH, (1,7 éq.)

THF / Reflux

SCN SH

Schéma [V-44

1.187

Par ailleurs, Ekhato et coll.”™’ montrent que le groupement nitro d’un composé aliphatique est

18

réduit en groupement amine par LiAlH, a reflux de 1’éther diéthylique, les nitroarénes'®® sont

également réduit en dérivés de I’aniline en présence de LiAlH, dans Et,0.

Etant donné ces informations nous avons décidé d’atteindre directement le composé 84 par

action de LiAlH, sur le composé 83.
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2- 2- 3- 2) Résultats

0 o
/“\ )J\ NH,
NH, NH NH
NO,
Anhydride NO,
acétique HNO; 80% KOH
—_— B —— —_—
Benzéne EtOH / H,0
(82)
(82a) (82b)
SH SCN
NH, LiALH, NOz Rdt= 85%
THF/Reflux
(84) #3)

Schéma IV-45

Pour avoir les substituants positionnés comme nous le voulions sur le noyau aromatique nous

avons débuté la synthése avec de la 4-méthylaniline ou paratoluidine (Schéma IV-45).

Nous avons effectué les trois premiéres étapes de la synthése comme indiquées dans la

. , 1
littérature'®:

N-acétylation (82a), nitration (82b) puis hydrolyse de 1’amide. La 2-
nitroparatoluidine (82) a été synthétisée a partir de la paratoluidine avec un rendement global

de 57% pour les trois étapes.

La 2-nitroparatoluidine (82) est transformée en son sel de diazonium correspondant par action
du nitrite de sodium (NaNO;) en présence d’acide sulfurique (H2SO,). Celui-ci est mis en
réaction avec du thiocyanate de potassium pour obtenir le thiocyanure (83) correspondant

avec un rendement de 85%. La structure est confirmée par les techniques usuelles.

La réduction avec LiAlH,4 se fait dans le THF & reflux. Lors de notre premier essai nous
n’avons pas obtenu [’amino-thiophénol (84) désiré. Nous avons seulement réduit le
groupement nitro et non le groupement thiocyanate, ceci €étant confirmé par un spectre de

masse.
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Nous avons refait la réaction au reflux du THF en utilisant cette fois-ci 5 équivalents de
LiAlH4 au lieu de 1,7 pour obtenir directement le dérivé du 2-aminothiophénol. Nous avons
obtenu le 2-amino-4-thiophénol (84) qui s’est rapidement oxydé en son disulfure
correspondant. La structure est confirmée par RMN 'H et spectre de masse. Cette oxydation
pourrait &tre stoppée si quelques cristaux de 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol sont ajoutés au
thiol apres son isolement.

La molécule visée (74) ayant ét€¢ obtenue par une autre voie menée simultanément, nous

n’avons pas tenté la cyclisation en benzothiazole correspondant.

2- 2- 4) Par substitution nucléophile aromatique intramoléculaire

2-2- 4- 1) Voie de Spitulnik

Dans la suite réactionnelle précédente, nous avons vu que grace aux sels de diazonium nous
pouvions introduire un groupement thiocyanate. Or la 2-nitroparatoluidine peut également
nous permetire d’appliquer la stratégie élaborée par Spitulnik'” (Schéma IV-46). Celui-ci
travaille avec des 2’-halogénothioacetanilide pour synthétiser des dérivés du 2-

méthylbenzothiazole comme le montre le schéma ci-dessous.

- _
R n R\ N R
AN X A N
aw NMP s s
HP L _ X

X:Cl, Br
Schéma IV-46
2- 2- 4- 2) Résultats
Pour tester cette voie nous pouvons substituer le groupement amine de la 2-nitroparatoluidine

par un atome d’iode en utilisant les sels de diazonium (85) (Réaction de Sandmeyer). Ensuite

nous réduisons le groupement nitro en groupement amine (86), nous synthétisons 1’amide (87)
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et le thioamide (88) correspondant auquel nous appliquons les conditions développées par

Spitulnik. Voir schéma IV-47.

NO, NH, [0} NH
NH, |
Sels de Na,$,0,
Diazonium
Rdt: 89%.

(82) (85) (86) (87)

NO,

Rdt: 91%. Rdt: 60%. Réactif de Lawesson

s)\NH
S
NaH
-
NMP

(74) (88)

Schéma IV-47

Notre synthése commence donc & partir de la 2-nitroparatoluidine (82). Tout d’abord nous
utilisons les sels de diazonium pour halogéner le cycle aromatique. Nous obtenons le 4-iodo-
3-nitrotoluéne (85) avec 91% de rendement. La structure est confirmée par les méthodes
analytiques usuelles.

La littérature recommande de réduire ce type de composés avec du dithionite de sodium'® ou
avec de ’hydrazine en présence de chlorure de fer'®®. En effet d’autres agents de réduction,
comme les métaux dans I’acide ou le palladium sur charbon, ont tendance a déhalogéner le
cycle aromatique. Nous avons utilisé le dithionite de sodium comme agent de réduction. Son

action donne la 2-iodométatoluidine (86) avec un rendement de 60%.

Ce composé (86) est N-acétylé par I’action du chlorure d’acétyle, et I’amide obtenu (87) avec
un rendement de 89% est transformé en thioamide par I’action du réactif de Lawesson (RL).
Lors de cette derniére étape il se forme deux produits dont aucun des spectres de masse ne

correspond au thioamide attendu (88). En fait nous obtenons directement le 2,5-

101



diméthylbenzothiazole avec un rendement de 50% et un sous produit de dégradation du dérivé
iodé de départ (87). La substitution nucléophile aromatique se décompose en deux étapes qui
sont 1’addition (réversible) et I’élimination. Avec les nucléophiles mous (ce qui est notre cas),
I’étape cinétiquement déterminante est 1’élimination. La réaction sera plus rapide lorsque la
liaison C-X est la plus fragile, c'est-a-dire quand 1’halogéne est I’iode, ce qui est notre cas.'**®
Ceci pourrait expliquer la cyclisation directe que nous observons. Nous pouvons imaginer que
le sel de thiophosphonium issu du RL soit assez basique pour induire la substitution
nucléophile aromatique. Cette méthode permet de réduire d’une étape le schéma réactionnel
de Spitulnik qui nécessite 1’application d’une base pour effectuer la cyclisation.

1. qui montrent que la

Nos résultats sont en accord avec ceux de Hutchinson et col
cyclisation des 2’-bromothioacetanilide est rendu possible par I’action du carbonate de
potassium (K>CO;3) au reflux de ’acétone. Les iodoaryles semblent étre plus réactifs que les

bromoaryles ou les chloroaryles vis-a-vis le nucléophile issu du thioamide.

SH

O,N
O,N 2

(74) (89) (90)

i HNO3/H,S0,4

il NaOH éthyléne glycol
125°C

Schéma IV-48

Nous avons donc réussi a isoler avec un bon rendement le 2,5-diméthylbenzothiazole dont la
nitration en positon 6 (89) suivie de I’ouverture de I’hétérocycle (90) selon la méthode décrite
par Van Zandt et coll.'* devrait conduire au dérivé aromatique tétra substitué sans difficulté

particuliére (Schéma IV-48).
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Chapitre V Synthése de ’analogue 11

Nous nous sommes proposés de synthétiser la molécule ci-dessous, un analogue

photoactivable isostére du GSH dont la structure est tablée sur celle de la benzophénone.
Nous I’appellerons 1’analogue II.

NH,

H
HO N
N

H,N

SH

Analogue I1
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Le schéma V-1 propose une analyse rétrosynthétique montrant les différents réactifs de départ

que nous pouvons choisir pour atteindre notre cible.

on

NO,

Hai

HQ.

-
HN
HO c Q\
NO,
. O 1 © J
r a
\p\\( et ; “NO,

k X=Br,1 ) X =Br1
Y - Y g

A B

Schéma V-1

L’intermédiaire clé pour atteindre ’analogue II est la benzophénone tétrasubstituée (91).
D’apres le schéma rétrosynthétique ci-dessus, deux alternatives s’offrent a nous pour atteindre
la molécule (91) : d’une part les acylations de type Friedel-Crafts (Alet BI1), et d’autre part
les réactions de type organo-métallique (A2 et BI2). Nous avons privilégié la voie A. En effet,
un synthon de la voie B est un dérivé de I’acide isophtalique, et il nous a semblé difficile de

différencier les fonctions acides carboxyliques au cours de la synthese.

1- Acylation par une réaction de Friedel-Crafts

1- 1) Rappel bibliographique

L’acylation de Friedel-Crafts est une des réactions les plus connues en chimie organique'®® et

elle est une des méthodes les plus importantes pour la synthése de cétones aromatiques. Ces
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cétones aromatiques peuvent étre préparées & partir d’acide carboxylique en présence de
composés aromatiques, les réactions étant activées par divers catalyseurs (en large exces par
rapport aux autres réactifs) tels que ’acide méthane sulfonique'®*, les catalyseurs palladiés,
certains sels d’argent ou les zéolites'”>. Ces acylations aromatiques sont surtout conduites

1 ’ . .
%:197 en présence d’acide de Lewis (au

198, 199

avec des anhydrides d’acide ou des chlorures d’acide

minimum un équivalent). D’autres réactifs tels que le trichlorométhylbenzéne ou le

20 hermettent la benzoylation de composés aromatiques. Les différentes

benzoate de méthyle
conditions qui émergent au fil de la littérature essaient surtout de rendre ce processus
d’acylation propre vis-a-vis de I’environnement en mettant I’accent sur l'utilisation de
catalyseurs en quantité catalytique™" 2*> 2% 2 La syntheése des benzophénones utilisant les
conditions de la réaction de Friedel-Crafts est elle aussi bien documentée et nous avons essaye

de nous en inspirer.
Notre choix s’est arrété sur les travaux de Olah et coll.'*® et sur ceux de Hwang et coll 2. Les
premiers utilisent des conditions classiques: chlorure d’acide et acide de Lewis en quantité

stoechiométrique, les seconds font réagir un ester méthylique en présence d’acide

trifluorométhanesulfonique (CF3;SOsH).

1- 2) Résultats

1- 2- 1) En présence d’AlCl;

Nous avons essay¢ de la synthétiser en testant les conditions classiques faisant appel aux
acides de Lewis utilisés en quantité stoechiométrique. Notre stratégie de synthese est décrite

sur le schéma V-2.
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o 0
O,N O,N
oH  SOCl, o o
—_—
. - ON I I CO,Me
/I\L

[e}

AT

/}1,2(51'2/ CHC1y CCl,
H " Nitrobenzéne-,
NH; N
CLD Ej\ "
—_—
a
oMe CO,Me

Rdt= 88% (92b)

Schéma V-2

(92a)

1- 2- 2) Résultats

Nos réactifs de départ sont le chlorure d’acide de I’acide 2-méthyl-3-nitrobenzoique (92a) et
le N-acétylanthranilate de méthyle (92b) obtenu avec un rendement de 88% aprés acétylation

de ’anthranilate de méthyle.

Nos premiers essais de réaction de Friedel-Crafts ont été faits dans le dichlorométhane
(CHClp). L’acide de Lewis utilisé est le chlorure d’aluminium (AICl3). A température

ambiante aucune réaction ne se produit.

Nous avons donc décidé de changer de solvant et d’effectuer les essais de réaction dans le
chloroforme (CHCl3) pour avoir un solvant avec un point d’ébullition plus €levé. Ici encore
les différents essais au reflux de CHCl; n’ont pas conduit au dérivé de la benzophénone ciblé.

Dans ce cas ci les réactifs ne se dégradent pas mas ne réagissent pas entre eux.

Ensuite nous sommes passés de CHCl; au tétrachlorure de carbone (CCly). Le probléme
rencontré dans ces conditions est le fait que le synthon (91) n’est pas entiérement solubilisé.
Nos différents essais au reflux de CCls ne nous ont pas permis de solubiliser le synthon (91) et

nous n’avons pas obtenu le produit désiré.
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Pour contourner le probléme de solubilité nous avons choisi de conduire la réaction dans le
nitrobenzéne. Ce solvant solubilise chaque réactif. De plus, comme son point d’ébullition est
élevé la réaction a pu étre menée a une température de 110°C. En fait le dérivé de
I’anthranilate de méthyle se dégrada, le groupement acétyle n’a pas supporté les conditions de

réaction.

Notre derniére tentative a consisté a augmenter la quantité d’acide de Lewis dans le CHyCl,,
L’ajout de deux autres équivalents de chlorure d’aluminium ne permet pas non plus
d’atteindre le dérivé de la benzophénone. Cette modification tend a dégrader les réactifs de
départ. Aprés traitement du milieu réactionnel, nous récupérons les réactifs de départ en

mélange avec de nombreux sous-produits non identifiés.

Pour conclure nous pouvons dire que les réactions conduites en présence d’ AlCl; ne nous ont
pas permis d’atteindre le dérivé de la benzophénone ciblé. Les produits décrits dans la
littérature sont souvent peu fonctionnalisés. Par expérience nous nous sommes rendu compte

que les conditions drastiques de synthése sont fatales aux groupements fonctionnels.

1- 3- 1) En présence de CF3SO3H

Les essais que nous allons présenter dans ce paragraphe ont ét¢ faits d’aprés les conditions
proposées par Hwang et coll?® Les auteurs utilisent comme agent d’acylation I’ester
méthylique de ’acide benzoique et le catalyseur est CF3SOsH. Les substrats sont des dérivés
du benzéne avec le cycle aromatique enrichi ou appauvri tels que le montre le schéma V-3 ci-

dessous.

OMe  CF,SO5H (5 éq.)

Ph-R, 85°C, 0,5-8h R

R: H, CL F, Me, OMe, CF; NO,, eic.

Schéma V-3
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Pour cette nouvelle synthése un de nos réactifs de départ n’est plus le chlorure d’acide de

’acide 2-méthyl-3-nitrobenzoique mais son ester méthylique.

O.N

SOCL,
MeOH

Reflux
CO,H
@ /K i
o]
N (o]
ON - (95) WL O COM
OMe /K
CF3S03H Nooe
94 96)
Schéma V-4

1- 3- 2) Résultats

Le 2-méthyl-3-nitrobenzoate de méthyle (94) est synthétisé de maniére classique en faisant
réagir I’acide correspondant dans le méthanol a reflux en présence de SOCI,. L autre réactif
de départ est le dérivé N-acétylé de I’acide anthranilique (95) et celui-ci a été préparé de la
méme manicre que le dérivé N-acétylé de I’anthranilate de méthyle (92b). Les deux réactifs
solides sont broyés et mélangés intimement, & ce mélange est ajout¢ P’acide triflique
(CF3SOs3H) (Schéma V-4).

Apres plusieurs essais, le produit ciblé n’est toujours pas obtenu. Apres traitement nous
récupérons I’ester de départ, & I'inverse I’acide s’est dégradé. La fonction amide est sans
doute trop fragile dans ces conditions et hydrolysée par le CF3SO5H.

Par ailleurs, tous nos réactifs sauf I’acide triflique sont solides a 85 °C, temperature de la
réaction. Cette hétérogénéité de la réaction, en plus de la fragilité¢ de la fonction amide, ne

nous ont pas permis d’atteindre le dérivé de la benzophénone par cette voie.
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A ce stade de nos recherches nous avons décidé d’abandonner les voies mettant en jeu la
réaction d’acylation qui n’a pas donné de résultats concluants. Pour atteindre des dérivés
polyfonctionnalisés de la benzophénone, nous nous sommes orientés vers les réactions

organo-metalliques.

2- A partir des organo-magnésiens

2- 1) Rappel bibiographique

Knochel et son équipe ont mis au point des conditions de réactions ou les magnésiens
réagissent avec des aldéhydes et laissent intacts de nombreux autres groupements fonctionnels

205

tels que les esters, les amides, les nitriles™ . En effet Knochel et son équipe ont publi€ de

. 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212
nombreux articles™

a propos de I’échange magnésium-iode ou
magnésium-brome. L’idée a €t€ non pas de faire I’échange entre le produit halogéné et le
magnésium métal directement, mais de faire cet échange avec le dérivé iodé et un réactif de
Grignard tel que le bromure d’isopropylmagnésium, une transmétallaton en sorte. Les réactif’s
iodés ont été les plus cités car ’échange iode-magnésium se fait plus facilement que
I’échange brome-magésium. Il faut cependant noter que Knochel et coll.>”® ont mis au point
des conditions qui rendent ce dernier échange possible dans des conditions moins drastiques
que celles usuelles grace a ’ajout de chlorure de lithium (LiCl). Leurs travaux montrent que
I’échange halogéne-magnésium peut ainsi se faire entre -20°C et -30°C. A ces températures
ces réactifs de Grignard sont donc inertes vis-a-vis des groupements fonctionnels tels que les
esters ou encore les amides. Cette approche a ouvert la voie de la synthése de réactifs de
Grignard polyfonctionnalisés, ce qui était interdit avec les anciennes conditions. Bien siir
d’autres groupes que celui de Knochel travaillent sur les organo-métalliques mais les travaux

de Knochel semblent vraiment appropri€s a notre cible.

Voici dans le schéma V-5 quelques exemples de produits synthétisés par Knochel et son

équipe.
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CN
j MgBr /@/ OH
i-PrMeBr OHC O O
_— =
20°C, 1h X
20°C, 0,5h Me0,C oN

CO,Me CO,Me

| MgBr /© OH
i-PrMgBr OHC
—_—
-20°C; 1h -20°C, 0,5h

Br

Rdi: 83%

Br Br
Rdt : 93%

Schéma V-5

Ce dernier exemple (Schéma V-6) montre les conditions développées pour catalyser I’¢change

brome-magnésium.

Br MgCLLICI E
@ iPrMgCLLICI Kj & @
THF, -15 4 25°C, 1h
R/ ~ R/ - R/ -

R : F, Cl, Br, CN, CO,R, OMe

Schéma V-6

2- 2) Synthése des synthons

Sur la figure ci-dessous (Figure V-1) sont indiqués nos synthons de départ
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HN

NO;

MeO,C i

o7 (98)

Figure V-1 Synthons ciblés

Afin de tester les conditions développées par Knochel et coll. il nous fallait d’abord
synthétiser un halogénure d’aryle (97) et un aldéhyde (98). Etant donné que les dérivés
bromés ne sont pas toujours trés réactifs vis-a-vis les organo-magnésiens méme si Knochel et
coll. ont réussi & résoudre ce probléme, nous avons opté pour les dérivés iodés plus réactifs et

plus largement décrits.

2- 2- 1) Synthése du N-acétyl-4-iodoanthranilate de méthyle

Ci-dessous (Schéma V-7) la synthése que nous proposons.

h

NH, NH; HN
1-C1
—— ———
T7% 83%
O,Me ! O,;Me MeO,C |
99) (e
Schéma V-7

Notre premiére idée pour atteindre le composé (97) était de ioder ’acide anthranilique en
position para du groupement amine, puis estérifier et acétyler ce produit. Cette synthése a été
bloquée car nous n’avons pas pu estérifier I’acide S-iodoanthranilique dans les conditions

classiques d’estérification.
Nous avons donc commencé la synthése avec de ’anthranilate de méthyle que nous avons

iodé en utilisant un protocole proposé par Wallingford et coll.*. L’agent de iodation est le

monochlorure d’iode (I-Cl).

111



Le produit (99), caractérisé par les techniques spectroscopiques usuelles et obtenu avec un
rendement de 77% est acétylé de la méme maniere que ’anthranilate de méthyle. Le produit
désiré (97) est obtenu avec un rendement de 83% et est caractérisé par RMN'H, RMN"C et
GCMS.

2- 2- 2) Synthése de I’aldéhyde 2-méthyl-3-nitrobenzoique

En suite il nous restait & synthétiser I’aldéhyde. Nous nous sommes inspirés des travaux de

Zhu et coll.???

et de Chakraborty et coll.?'®. Ces deux équipes ont quasiment la méme
stratégie. Ils démarrent d’un dérivé de 1’acide benzoique et en font ’ester méthylique
correspondant. De cet ester ils font un alcool. La seule différence est que les premiers®”
utilisent les hydrures d’aluminium-lithium (LiAlH,) et les seconds®® I’hydrure de
diisobutylaluminium (DIBAL-H) comme agent de réduction. Enfin ils atteignent 1’aldéhyde
en utilisant comme agent d’oxydation le P.C.C. (chlorochromate de pyridinium) (Schéma V-

8).

COOH COOMe CH>OH
MeOH H L‘AIH‘*
ou DIBAL-H
Schéma V-8

Notre synthése inspirée des travaux mentionnés ci-dessus est représentée dans le schéma ci-

dessous (Schéma V-9).

socl, LiAlH, P.C.C.
MeOH Et,0 CH,CI,
79% 60% 90%
OoN COLH ON CO.Me OoN ON
OoH
(ED)] (100) (98)
Schéma V-9
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La matiere premiére est I’acide 2-méthyl-3-nitrobenzoique. Celui-ci est transformé en son
ester méthylique (94) comme nous ’avons mentionné précédemment. Nous avons décidé
d’atteindre I’alcool (100) en réduisant I’ester avec LiAIH,; malgré la présence du groupement
-NO,.

Nous avons conduit la réduction avec LiAlH4 dans I’éther diéthylique & 0°C bien que les
travaux de Ekhato et coll."®® montrent que la réduction d’un groupement -NO, aliphatique en
groupement —NH, amine en présence LiAlH, a reflux d’éther diéthylique est possible. Dans
nos conditions le groupement nitro n’est pas réduit en amine et nous obtenons I’alcool ciblé
(100) avec un rendement de 60%. Celui-ci en solution dans le dichlorométhane est oxydé en

aldéhyde (98) avec du P.C.C. fraichement préparé et ceci avec un rendement de 90%.

Ces trois étapes nous conduisent a notre second synthon (98). Celui-ci est caractérisé par
RMN 'H, “C et GC-MS.

2- 3) Réaction entre le magnésien du N-acétyl-4-iodoanthranilate de

méthyle et I’aldéhyde 2-méthyl-3-nitrobenzoique

1'7 et son

Les groupements nitro sont connus pour réagir avec les magnésiens. Or Knoche
équipe montrent qu’il est possible de faire un réactif de Grignard possédant un groupement
nitro sans dégradation de celui-ci (Schéma V-10). La réaction est conduite a -40°C et ’agent
d’échange halogéne-magésium est le chlorure de phénylmagnésium. La seule contrainte est
que ’halogéne et le groupement nitro doivent étre en ortho 1'un de ’autre sur le cycle

1.2'8 et ceux de Chang et coll.?"” (Schéma V-11).

aromatique. De plus les travaux de Ottl et col
montrent que la fonction aldéhyde est plus réactive qu'un groupement nitro et ceci a basse

température et méme a température ambiante.
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Ph OH

MgCt
NO,
PhMgCl PhCHO
-80°C, 5 min -80 C, 30 min
Co,Et COzEt Lo
Ol Ph OH
NO, NG
PhMgCl PhCHO
—_— —_—
-40°C, 5 min -40°C, 30 min
NO, \o,
Schéma V-10
OH
HaCO mger M HiCO
Mg
—————.-
THF THF, 0-25°C H,CO'
OCH, GCH, OCH,
Schéma V-11

Nous avons donc mis en réaction les synthons (97) et (98) dans les conditions développées par

Knochel et son €quipe (Schéma V-12).
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Résultats

OY OY
HN 1Pr-Mg-Br HN
-20°C, THF

—_—

MeQ,C i Me0,C

'C) aon)

HN 98)

MeO,C NO,

OH

102)

Schéma V-12

Aprés traitement classique du milieu réactionnel, nous obtenons le produit désiré (102) avec

un rendement modeste de 15%. La structure est confirmée par RMN 'H et RMN BC. Nous

n’avons pas effectué d’autres essais afin d’optimiser la réaction. Il nous reste & oxyder 1’alcool

en cétone pour atteindre le premier intermédiaire important (91) (Figure V-2) de notre

synthése. Cette oxydation pourra étre effectuée soit en présence de bioxyde de manganese,

soit en présence de PDC, soit en présence de permanganate de potassium.

h

HN

MeO,C NO,
oD

Figure V-2 Intermediaire 91
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Les différents essais pour atteindre le composé 91 par oxydation du composé 102 sont

actuellement étudiés.
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Chapitre VI Evaluation de quelques analogues photoactivables du

glutathion sur le systéme enzymatique lié au glutathion

Ce chapitre présente les résultats enregistrés au cours des essais enzymatiques et de

photoactivation de quelques uns de nos analogues de synthése du glutathion afin de mettre en

évidence :

- leur propriété d’agent inhibiteur permettant ainsi de sensibiliser les cellules
tumorales en diminuant leur résistance aux anticancereux
- leur capacité a interagir avec le systéme du glutathion aprés une irradiation UV pour

servir de sonde susceptible de préciser I’activité du glutathion lors du processus apoptotique

1) Essais enzymatiques avec des analogues du GSSG

Les premiers essais ont été effectucs sur la glutathion réductase (GR) avec les
Na

molécules 41, 47 et 52 (Figure VI-1)
o}

o
0\/@“@
AT
HOOC \)J\ COOH
HOOC/K/\“/ \/l'k /\COOH )\/\ﬂ/ é
7

3

(41)
OoN N3
XY
HOOC/K/\H/ \)l\ /\COOH

D
Figure VI-1 Analogues photoactivables du GS SG utilisés lors des tests enzymatiques

Tout d’abord I’enzyme ciblée est de la GR de levure purifiée (Figure VI-2). Les
molécules 41 et 47 inhibent I’activité GR de 10 et 20% a une concentration de 1 mM, alors

que I’analogue 52 inhibe I"activit¢ GR d’environ 30% et ceci & une concentration de 0,2 mM

(200 uM) seulement.
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| GR de levure

100,0 -
90,0 -
80,0 -
70,0 -
60,0
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -(
10.0

0,0 -

% d'activité GR résiduelle

PR

O inhibiteur 41 (1mM) 47 (1mM) 52 (0,2mM)
(GSSG 1mM)

' Analogues testés et concentrations

Figure VI-2 Effet de différents analogues du GSSG sur la GR de levure

D’autres expériences (non détaillées ici) montrent que I’analogue S2 n’est pas un

substrat de la GR.

Au terme de ces expériences seul I’analogue 52 semble étre un inhibiteur intéressant
de la GR de levure. Une mesure de I’activité GR d’un homogénat cellulaire de la lignée
d’adénocarcinomes mammaires humains MCF-7 (Figure VI-3) a été réalisée en présence de
différentes concentrations de ’analogue 52. T représente I’expérience témoin mené sans S2 et
avec une concentration en GSSG de 1 mM. L’inhibition est fonction de la concentration en 52

et la concentration correspondant & 50% d’inhibition (ICso) est de 'ordre de 0,1 mM.

GR MCF-7

Activité résiduelle
W
(=)
(o)
1

T 0.1 mM 0,2 mM 0.25 mM

LET



Figure VI-3 Essais d’inhibition de la GR des cellules MCF-7 en présence de différentes

concentrations en analogue 52

Les perspectives concernant I’analogue 52 sont de caractériser le plus finement
possible son action sur la lignée cellulaire d’adénocarcinomes mammaires humaines MCF-7.
Rappelons que la GR permet la réduction du GSSG en GSH qui est impliqué dans la
formation des déoxyribonucléotides et par conséquent dans la prolifération des cellules. De ce
fait, I’inhibition de cette enzyme dans les cellules tumorales peut conduire a un arrét de la

prolifération cellulaire’® ce qui pourrait constituer a long terme une stratégie thérapeutique.

2) Essais enzymatiques et essais de photoactivation avec un analogue du GSH

N-substitué

2- 1) Essais enzymatiques

Une autre série de tests a ¢été effectuée avec 1'analogue 53 (N-(4-

(benzoyl)benzoyl)glutathion) (Figure V1-4).

O NH
H
Y\*Qr\) T
H
] 9] o]
H
(53)

Figure VI-4 Analogue photoactivable du GSH utilisé lors des tests enzymatiques et de

photoactivation

Les premiers essais d’inhibition ont été effectués sur de la GST Py.1 (de la classe des
GST =) purifiée humaine et sur de la GST purifiée de foie de rat. A une concentration de 0,5
mM de 53 Pactivité résiduelle des deux enzymes est encore aux environs de 85%. Ce

composé est donc un mauvais inhibiteur des GST.
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Des expériences complémentaires ont montré que ce composé n’avait aucun effet
cytotoxique sur la lignée d’adénocarcinomes mammaires humaine MCF-7. Du fait de la
nature hydrophile du GSH, les conjugués au GSH traversent difficilement la membrane

cellulaire et sont donc généralement peu cytotoxiques pour les cellules.

Les essais d’inhibition (Figure VI-5) menés en présence de 1’analogue 53 sur les GR et
GST des cellules MCF-7 révélent que cet analogue n’inhibe ni la GR ni les GST de ces

cellules.

A GR ' B GST |
B MCF-7 @ MCE-7 ‘
260 1

150 BEMCF-7 + 53-GSH BIMCE-7 + 53-GSH ‘

150 4

100 -

Activité résiduelle (%)
Activité résiduelle (%)

Figure VI-5 Effet du composé 53 sur les enzymes du systéme du glutathion dans les cellules

MCEF-7. Les activités ont été évaluées en présence de NBB-GSH (500 uM) sur des homogénats cellulaires. A.
GR, B. GST

L’analogue 53 ne pourra donc pas étre utilisé comme inhibiteur réversible du systéme
enzymatique lié au GSH. Nous devons vérifier s’il peut étre utilisé comme sonde

photoactivable.

2- 2) Essais de photoactivation

Les derniers essais ont ét¢€ des essais de photoactivation de I’analogue 53 en présence
de GST Py purifiée humaine. L’analogue 53 posséde une longueur d’onde du maximal
d’absorption située a 265 nm (Figure VI-6). Une irradiation UV 3 365 nm montre une

diminution de son maximum d’absorption 4 265 nm.
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0.3 —— 53-GSH 20uM
o 53-GSH 20pM + TV 1h
$3-GSH 20pM + UV 2h
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Longueur d'onde en nm

Figure VI-6 Influence d’une irradiation UV (365 nm) sur le spectre d’absorbance du composé
NBB-GSH.

Aprés irradiation UV & 365 nm pendant une heure, une diminution de Iactivité GST
P.. purifiée humaine est observée (Figure VI-7). Cette inhibition est fonction de la
concentration en 53 et est strictement dépendante des UV ce qui montre le caractere

photoactivable du composg.
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Figure VI-7 Photoactivation du composé NBB-GSH en présence de GST Py, humaine

recombinante purifiée. L’enzyme purifiée est incubée ou non en présence du compos¢ 53 aux concentrations

indiquées, en présence ou non d’UV pendant 1h, puis I’enzyme est diluée 200 fois de I’essai enzymatique.
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Cet analogue du GSH est donc effectivement photoactivable et se lie de maniére
covalente & la GST P;.; humaine sous irradiation UV entrainant ainsi I’inactivation de cette

enzyme.

Ces résultats préliminaires de photoactivation sur un modéle d’enzyme interagissant
avec le GSH montre que le composé 53 est une sonde photoactivable de la GST P;.;. Ceci
montre bien 'intérét de notre démarche qui devrait étre extrapolée afin de mettre en évidence
de nouvelles protéines interagissant avec le GSH par photoactivation de I’analogue S3 et
immunomarquage de ’adduit en utilisant un anticorps anti-glutathion. Nous pourrons ainsi
préciser a long terme les divers rdles du GSH au cours de I’apoptose en identifiant ses
différents partenaires cellulaires et révéler des cibles potentielles pour les thérapies anti-

cancéreuses.
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Conclusion

Dans ce mémoire nous avons élaboré, en collaboration avec nos collégues biologistes,
des sondes qui permettent d’évaluer leur effet sur le systéme enzymatique du glutathion dans
les cellules tumorales et qui permettront de préciser le réle du glutathion au cours de

I’apoptose en identifiant ses différents partenaires cellulaires.

Dans un premier temps, ces travaux nous ont permis de nous sensibiliser & la technique de
marquage par photoaffinité au travers d’analogues photoactivables du glutathion, ainsi qu’a

I’importance du choix des groupements photoactivables requis par cette technique.

Ceci nous a conduit a synthétiser de nouveaux analogues photoactivables de 1’acide 4-
benzoylbenzoique dont les longueurs d’ondes maximales d’absorption sont déplacées vers les
basses énergies, mieux tolérées par les systémes biologiques étudiés. Ces propriétés font donc

d’eux de bons candidats a la conception de sondes destinées au marquage par photoaffinité.

Nous avons atteint pour la premiére fois des analogues photoactivables conjugués N-
substitués du GSH avec deux voies de synthése différentes. La premiére consiste a N-
fonctionnaliser le GSSG puis a réduire le lien disulfure du composé nouvellement formé.
Cependant cette voie ne s’applique pas aux analogues porteurs d’azoture d’aryle qui sont
dégradés par I’agent de réduction. Pour contourner ce probléme nous avons développe une
seconde voie qui repose sur la protection du groupement sulthydryle du GSH par le
groupement trityle. Sa déprotection en présence de triéthylsilane ne dégrade ni le GSH, ni les
azotures d’aryles. Ainsi la déprotection du GSH S-trityle N-fonctionnalisé conduit avec de
bons rendements a la formation d’analogues photoactivables conjugués du GSH N-substitués
par des azotures d’aryle. Cette nouvelle voie posséde I’avantage d’étre généralisable a

d’autres motifs photoactivables.

Nous avons également réussi a améliorer le rendement de 1’étape de N-fonctionnalisation
du GSSG pour atteindre dans de meilleures conditions de nouveaux analogues
photoactivables conjugués du GSSG. Certains de ces analogues possédent des longueurs

d’ondes maximales d’absorption parfaitement tolérées par les systémes biologiques. Ces



propriétés font donc des ces analogues des sondes particuliérement intéressantes pour I’ étude

du systéme enzymatique du glutathion.

En paraliéle a la synthése des analogues photoactivables conjugués, nous nous sommes
intéressés a la synthése d’analogues photoactivables du GSH dont un (ou plusieurs) résidu est

remplacé par un groupement photoactivable.

L’essentiel de ces synthéses passent par 1’élaboration de synthons aromatiques
tétrasubstitué dont 'emploi en synthése peptidique devrait conduire a la formation des

analogues photoactivables souhaités.

Le chapitre IV est consacré au synthon porteur d’un groupement azoture. Sa
rétrosynthése montre le passage par un dérivé du benzothiazole. Nous avons réussi a
développer a partir d’un iodure d’aryle une synthése originale du 2,5-diméthylbenzothiazole.
Le chapitre V développe une voie de syntheése d’un benzhydrol original dont I’oxydation

permet d’atteindre le synthon benzophénone souhaité.

Le dernier chapitre rassemble les résultats obtenus en collaboration avec 1’équipe de
biologistes. 1is montrent que les divers analogues synthétisés tout au long de ce travail sont
soit, inhibiteurs de certaines enzymes du systéme du gluthation et pourraient a plus long terme
étre étudiés sur des modeles animaux soit, effectivement des sondes photoactivables et

pourraient étre utilisés pour I'identification de nouvelles protéines interagissant avec le GSH.

Ces résultats préliminaires confortent I’intérét de notre démarche visant a synthétiser

des analogues photoactivables du glutathion.



Partie expérimentale

Températures de fusion : les points de fusion exprimés en degré Celsius (°C) sont mesurés sur

un appareil binoculaire Stuart Scientific SMP3 et ne sont pas corrigés.

Spectres de résonnance magnétique nucléaire (R.M.N.) : Les spectres RMN du proton (RMN
'H), du carbone (RMN BC) ont été enregistrés sur un spectrométre Bruker AC 250 (250
MHz). Les déplacements chimiques sont indiqués en parties par million (ppm); les constantes
de couplage sont notées J et sont exprimées en Hz. Rappelons que les abréviations utilisées
sont les suivantes: s singulet, br s sigulet large, d doublet, t triplet, q quadruplet, m multiplet.
Les séquences utilisées pour les spectres de carbone 13 sont DEPT 135 pour avoir les pics des
carbones quaternaires et des CH en haut (positif) et les pics des carbones CH et CH; en bas
négatif, la séquence DEPT 45 donnes des spectres avec tous les pics positifs, et enfin la
séquance DEPT 90 ne donne que les pics des carbones CH positifs.

Les solvants utilisés (CDCl3;, DMSO-dg ou D,0) sont indiqués entre parentheses.

Spectres Infra-Rouges : Les spectres ont été réalisés sur un spectrometre Perkin Elmer FT-IR
Baragon 1000PC equipped with a Graseby-Specac Golden Gate et sont réalisés sans pastille

ni solvant.

Spectres de masse : Les spectres de masse ont été réalisés sur un spectrometre Hewlett-
Packard 5971 A et sur un spectrométre Agilent Technologies GC-MS en impact électronique
(70 eV) aprés séparation par chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire, notée
GCMS. Les spectres de masse ont été réalisés sur un spectrometre a temps de vol MALDI-
TOF Brucker Reflex IV avec la technique MALDI en mode positif avec un laser de longueur
d’onde 337nm.

Spectres UV : Les spectres ont été réalisés sur un spectrometre Perkin Elmer UV/Vis

Spectrometer Lambda 14.
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Mode opératoire : diestérification de ’acide térephtalique

A 30 mmol (4,98 g) d’acide térephtalique en solution dans 300 mL d’alcool absolu, méthanol
ou éthanol, sont ajoutés a température ambiante 10 équivalents (300 mmol, 35,7 g, 21,9 mL)
de chlorure de thionyle (SOCIl,). Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant 8 heures.
Une fois revenu a température ambiante le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu
est repris dans le dichlorométhane (CH,Cl,) et la phase organique est lavée par une solution
de carbonate de sodium (2M), puis plusieurs fois & 1’eau, séchée sur sulfate de magnésium et
évaporée sous pression réduite. Le diester ainsi obtenu est mis en réaction sans purification

particuliére.

Diméthyltérephtalate (7a)

Aspect: solide blanc.

Rendement: 85%.

Point de fusion : 138-139 °C.

RMN 'H (CDCl3): 8= 8,10 (s, 4H), 3,95 (s, 6H).

GCMS : m/z (%)= 194 (22), 163 (100), 135 (20), 103 (13), 76 (9).

Diéthyltérephtalate (7b)

Et Et
Aspect: solide blanc.

Rendement: 87%.
Point de fusion: 40-42 °C.
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Mode opératoire : mono saponification des diesters de 1’acide térephtalique

A 1,5 mmol de diester dissous dans 4,5 mL de méthanol anhydre est ajouté 1 équivalent (1,5
mmol, 0,84 g) d’hydroxyde de potassium (KOH). Le mélange réactionnel est porté a reflux
pendant 4 heures. Une fois revenu a température ambiante le solvant est évaporé sous pression
réduite et le résidu repris dans 6 mL. d’eau. La phase aqueuse est extraite au CH,Cl, pour
enlever le diester n’ayant pas réagit. La phase aqueuse est acidifiée avec de l’acide
chlorhydrique 1M jusqu’a pH =2. La phase aqueuse est alors extraite avec de 1’acétate
d’éthyle, puis la phase organique est lavée a 1’eau, séchée sur sulfate de magnésium et
évaporée sous pression réduite. Le produit est mis en solution dans du chloroforme (CHCl3) a
ébullition et filtré & chaud pour enlever le diacide formé. Le CHCI; est évaporé sous pression

réduite pour donner le monoester méthylique.

Pour le diester éthylique, la saponification se fait & température ambiante. Aprés agitation du
milieu réactionnel pendant 24 heures, le milieu hétérogene est filtré. Le solide obtenu est mis
en solution dans de I’acide chlorhydrique 1M. Le monoester éthylique qui précipite est filtré

sur biichner et lavé a I’eau.

Mono-méthyltérephtalate (8a)

O
O

Me
Aspect: solide blanc.

Rendement : 50%.
Point de fusion : 217-219 °C.

Mono-éthyltérephtalate (8b)

0]
O

/
Et
Aspect: solide blanc.
Rendement : 75%.
RMN 'H (CDCL): 8y= 8,21-8,10 (m, 4H), 4,47-4,38 (q, 2H), 1,45-1,39 (t, 3H).
RMN C (CDCl) : 8¢c= 171,06, 165,87, 135,01, 134,12, 130,10, 129,45, 61,52, 14,24,
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Mode opératoire : synthése de chlorure d’acide

L’acide carboxylique (10 mmol) est mis en solution dans SOCI, et le mélange réactionnel est
porté a reflux pendant deux heures. Une fois revenu a température ambiante le solvant est
€vaporé sous pression réduite. Le résidu est repris dans le benzéne anhydre et celui-ci est a
son tour évaporé sous pression réduite. Le chlorure d’acide obtenu est mis en réaction sans

purification supplémentaire.

Mode opératoire : acylation de Friedel-Crafts appliquée aux dérivés du thiophéne

A 10 mmol (1,33g) d’AICl; en suspension dans 30 mL de CH,Cl, a 0°C est ajouté 1

équivalent (10 mmol, 1,99 g) du chlorure d’acide du térephtalate de méthyle en solution dans
CHxCl, (5 mL). Apres 10 min. d’agitation 1 équivalent (10 mmol, 0,84 g) de thiophéne est
ajout¢ en maintenant la température de la réaction inférieure a 5°C. Aprés deux heures
d’agitation a température ambiante de 1’acide tartrique 1M (20 mL) est ajouté. La phase
organique est lavée plusieurs fois & I’eau, séchée sur sulfate de magnésium et évaporée sous
pression réduite. Le résidu est purifié sur gel de silice avec pour éluent un mélange acétate

d’éthyle/cyclohexane (5/95, v/v).

2-benzoyl-5-bromothiophéne (5)

\\ Br
S

Aspect: solide orangg.

Rendement : 85 %.

Point de fusion : 54-57°C.

RMN 'H (CDCl;): 6= 7,83-7,80 (d, 2H), 7,63-7,56 (m, 1H), 7.52-7,43 (m, 2H), 7,39-7,37 (d,
1H), 7,13-7,12 (d, 1H).

GCMS : m/z (%)= 268 (26)', 266 (25), 191 (42), 189 (43), 163 (4), 161 (4), 105 (100), 77 (56).
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4-(thiophéne-2-carbonyl)benzoate de methyle (9)

74 \ OMe
S

Aspect: solide orangé.

Rendement : 94%.

Point de fusion : 143-146°C.

IR : v= 2361, 1717 (C=0), 1623 (C=0), 1409, 1280 cm™".

RMN 'H (CDCls): 8y= 8,18-8,14 (d, 2H), 7,91-7,88 (d, 2H), 7,77-7,65 (d, 1H), 7,63-7,62 (4,
1H), 7,19-7,16 (t, 1H), 3,96 (s, 3H).

RMN C (CDCly) : 8c= 166,22, 143,17, 141, 79, 135,15, 133,14, 129,65, 129,07, 128,13,
52,42,

GCMS : m/z (%)= 246 (28), 231 (1), 215 (11), 187 (10), 163 (12), 111 (100), 83 (7).

Mode opératoire : synthése du composé 6

A 11,2 mmol (2,99 g) de 2-benzoyl-5-bromothiophéne en solution dans 10 mL de DMF
anhydre sont ajoutés 1,45 équivalents (16,2 mmol, 1,45 g) de cyanure cuivreux (CuCN). Le
milieu réactionnel est porté a reflux pendant 5 heures. Le milieu réactionnel est versé dans
une solution de chlorure de fer hydraté (FeCl;.H,O, 11,23 g) dans 20 mL d’acide
chlorhydrique 1,7 M. La phase aqueuse est extraite avec CH,Cl,. La phase organique est lavée
successivement par de 1’acide chlorhydrique (6M), de I’eau, une solution de carbonate de
sodium et de 1’eau. La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium et évaporée sous
pression réduite. Le solide obtenu est recristallisé dans un mélange acétate

d’éthyle/cyclohexane.

2-benzoyl-5-cyanothiophéne (6)

Aspect: solide orangg.

Rendement : 30%.
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Point de fusion : (Litt. 85-89°C).

IR : v=2338 (C=N), 1624 (C=0), 1285 cm".
RMN 'H (CDCly): 8= 7,87 (d, 2H), 7,61 (m, 5H).
GCMS : m/z (%)= 213 (1), 105 (68), 187 (37).

Mode opératoire : acvlation de Friedel-Crafts appliguée aux dérivés du pvrrole

A 10 mmol d’un dérivé du pyrrole et 1,2 équivalents (12 mmol, 1,6 g) de chlorure
d’aluminium (AICl3) dans 15 mL de CH,Cl, est ajouté goutte a goutte 1 équivalent (10 mmol,
2,12 g) du chlorure d’acide du térephtalate d‘éthyle en solution dans du CH,Cl, (15 mL).
Apres 30 minutes d’agitation sont ajoutés 15 mL d’une solution saturée de NaHCOs. La phase
aqueuse est extraite avec du CHCI; et ensuite les phases organiques combinées sont lavées a
I’eau, séchées sur sulfate de magnésium et évaporées sous pression réduite. Le résidu est

purifié sur gel de silice avec pour éluent un mélange acétate d’éthyle/cyclohexane (5/95, v/v).

4-(1H-Pyrrole-2-carbonyl)-benzoate d’éthyle (10)

O

I=Zz_

Et

Aspect: solide grisatre.

Rendement : 17%.

Point de fusion : 79-82°C.

R~ 0,59 (AcOEt/Cyclohexane, 1/4, v/v).

RMN 'H (CDCl): 8y= 9,76 (br, 1H), 8,17-8,14 (d, 2H), 7,95-7,92 (d, 2H), 7,19 (s, 1H), 6,87
(s, 1H), 6,37 (s, 1H), 4,47-4,38 (q, 2H), 1,45-1,40 (t, 3H).

RMN C (CDCl) : 8c= 183,95, 165,93, 141,93, 133,18, 130,95, 130,06, 129,51, 119,86,
111,36, 61,35, 14,29.

GCMS : m/z (%)= 243 (52), 214 (10), 198 (29), 170 (61), 149 (4) 94 (100), 66 (21), 45 (1).
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4-(1-Methyl-1H-pyrrole-2-carbonyl)-benzoate d’éthyle (11)
O

| A\
N
\ o)

Aspect: solide grisatre.

Rendement : 23%.

Point de fusion : 67-69°C.

Rf= 0,35 (AcOEt/Cyclohexane, 1/4, v/v).

RMN 'H (CDCls): 5y= 8,14-8,11 (d, 2H), 7,84-7,81 (d, 2H), 6,95 (s, 1H), 6,71-6,69 (s, 1H),
6,18-6,15 (s, 1H), 4,46-4,37 (q, 2H), 4,05 (s, 3H), 1,45-1,39 (1, 3H).

RMN °C (CDCL) : 8= 165,31, 135,76, 130,42, 130,95, 128,82, 123,27, 108,39, 61,23,
3741,14,19.

GCMS : m/z (%)= 257 (37), 228 (49), 212 (37), 184 (100), 108 (47).

Mode opératoire : synthése du composé 1

0,35 mmol (74 mg) de 2-benzoyl-5-cyanothiophéne est mise en suspension dans 6 mL d’acide
sulfurique a 10%. Le milieu réactionnel sous argon est porté a reflux pendant 48 heures.
Ensuite le milieu réactionnel est saturé avec NaCl et la phase aqueuse extraite avec de
I’acétate d’éthyle. La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium, lavée a 1’eau et
distillée sous pression réduite. Le solide obtenu sera mis en réaction sans purification

supplémentaire.

Acide 5-benzoylthiophéne-2-carboxylique (1)

Aspect: solide beige.

Rendement : 98%.

Point de fusion : 170-172°C (Litt. 176-177°C). US patent 5,627,198.

RMN 'H (CDCly): 8= 7,90-7,88 (m, 3H), 7,65-7,62 (m, 2H), 7,56-7,50 (m, 2H).
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RMN C (CDCL) : 8c= 187,96, 166,30, 149,08, 138,92, 137,09, 134,42, 133,87, 133,02,
129,29, 128,63.

Mode opératoire : saponification d’esters

A 1,2 mmol d’ester en solution dans un mélange eau/THF (1/2) sont ajoutés 5 équivalents (6
mmol, 336 mg) de KOH. Le milieu réactionnel est agité a température ambiante pendant 24
heures et évaporé sous pression réduite. Le résidu est repris dans un minimum d’eau et
acidifi¢ avec de I’acide chlorhydrique 0,5 M. La phase aqueuse est extraite avec de I’acétate
d’éthyle. La phase organique est lavée a I’eau, séchée sur sulfate de magnésium et évaporée

sous pression réduite. Le solide obtenu sera mis en réaction sans purification supplémentaire.

Acide 4-(thiophéne-2-carbonyl)-benzoique (2)

/\ OH
S

Aspect: solide orangé.

Rendement : 90%.

Point de fusion : 200°C (déc.).

IR : v=3100-2359 (br, OH), 1700 (C=0), 1627 (C=0), 1413, 1278 cm".

RMN 'H (CDCls): 8= 8,26-8,23 (d, 2H), 7,96-7,92 (d, 2H), 7,79-7,77 (d, 1H), 7,64 (d, 1H),
7,19 (t, 1H).

RMN C (CDCL) : 8c= 185,05, 164,91, 140,80, 139,24, 133,95, 133,78, 132,22, 127,67,
127,51, 126,93.

Acide 4-(1H-Pyrrole-2-carbonyl)-benzoique (3)
O

\

OH

TZ
/

Aspect: solide blanc.
Rendement : 88%.
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Point de fusion : 189-193°C.

Rf= 0,15 (AcOEt/Cyclohexane, 1/4, v/v).

IR : v= 3269 (NH), 3100-2541 (br, OH), 2359, 2337, 1689 (C=0), 1618 (C=0), 1284 cm".
RMN 'H (CDCl3): 6= 10,64 (br, 1H), 8,11-8,08 (d, 2H), 7,86-7,83 (d, 2H), 7,12 (s, 1H), 6,79
(s, 1H), 6,26 (s, 1H).

RMN °C (CDCls) : 8¢c= 183,94, 167,79, 141,99, 133,33, 130,78, 129,53, 129,53, 128,48,
119,91.

Acide 4-(1 H-1-méthyl-Pyrrole-2-carbonyl)-benzoique (4)

O

‘\
N OH

CHs,

Aspect: solide grisatre.

Rendement : 91%.

Point de fusion : 192-195°C.

IR : v=3100-2541 (br, OH), 2359, 2337, 1683 (C=0), 1621 (C=0), 1247 cm™".

RMN 'H (CDCL): 8= 8,21-8,18 (d, 2H), 7,88-7,85 (d, 2H), 6,97 (s, 1H), 6,72 (s, 1H), 6,19
(s, 1H), 4,06 (s, 3H).

RMN C (CDCls) : 8c= 184,44, 166,97, 142,76, 133,93, 129,39, 128,83, 128,69, 128,05,
12,58, 107,78, 36,67.

Mode opératoire : synthése de sels de diazonium

A 20 mmol d’un dérivé de I’aniline en solution dans 11 mL d’eau distillée refroidie par un
bain de glace sont ajoutés 5 mL d’acide sulfurique concentré. Ensuite 1,5 équivalents (30
mmol, 2,07 g) de nitrite de sodium (NaNO,) en solution dans 5 mL d’eau distillée sont ajoutés
goutte a goutte tout en maintenant le mélange réactionnel a une température inférieure a 5°C.
Puis 1,5 équivalents (30 mmol, 1,95g) d’azoture de sodium (NaN;) en solution dans 7 mL
d’eau distillée sont ajoutés en une fois et sous forte agitation. Aprés ajout I’agitation est
maintenue 15 minutes & température ambiante. Le milieu réactionnel est filtré sur biichner et
le solide lavé abondamment & I’eau. Le solide obtenu est recristallisé dans un mélange

AcOEt/Cyclohexane.
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Acide 4-azidobenzoique (12)

OH
N3_<: >‘—<
O

Aspect: solide blanc.

Rendement : 90%.

Point de fusion : 188-191°C (Litt. 193°C)”.

IR : v=2132 (N3), 1673 (C=0), 1599, 1281 cm™".

RMN 'H (CDCls): 8= 8,12-8,09 (d, J= 8,5 Hz, 2H), 7,12-7,09 (d, J= 8,5 Hz, 2H).

Acide 3-azido-6-nitrobenzoique (13)
N3
OH

NO,

Aspect: solide jaune.

Rendement : 88%.

Point de fusion: 166-168°C. (Litt. 170°C)%°.

Rf= 0,15 (AcOEt>/Cyclohexane, 1/1, v/v).

IR : v=2132 (N3), 1708 (C=0), 1582, 1516, 1342 (NO,), 1265 cm".
RMN 'H (CDCl): y=7,95-7,91 (d, 1H), 7,28 (s, 1H), 7,14-7,11 (d, 1H).

Acide 4-azido-2hydroxylbenzoique (Acide 4-azidosalicylique) (14)
OH
OH
N3
O

Aspect: solide blanc.

Rendement : 85%.

Point de fusion : 167-168°C (Litt. 165-167°C)®".

RMN 'H (CDCL): 8y= 7,87 (d, 1H), 6,65 (d, 1H), 6,60 (s, 1H).
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Acide 3-azido-4-chlorobenzoique (15)
N3
Cl

OH

Aspect: solide blanc.

Rendement : 87%.

Point de fusion : 194-197°C.

Rf= 0,36 (CH,Cly/MeOH, 1/24, v/v).

IR : v=3600-2300 (br, OH), 2100 (N3), 1680 cm™ (C=0).

RMN 'H (CDCls): 8= 7,82 (s, 1H), 7,70-7,67 (d, 1H), 7,38-7,35 (d, 1H).

Acide 2-azido-4-nitrobenzoique (16)

OH
O,N

Aspect: solide orange.

Rendement : 50%.

Point de fusion : 160°C.

Rf= 0,11 (AcOEt-Cyclohexane, 1/1, v/v).

RMN 'H (CDCl): 8= 8,02-7,99 (m, 2H), 7,95-7,91 (d, J= 10,25 Hz, 1H).

Acide 3-azidobenzoique (17)
N3
OH

Aspect: solide blanc.

Rendement : 60%.

Point de fusion : 163-165°C.

IR : v=2129 (N3), 1690 (C=0), 1300 cm™".
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RMN 'H (CDCly): 8= 7,90-7,87 (d, J= 7,75 Hz, 1H), 7,78 (s, 1H), 7,51-7,44 (¢, J= 5,2 Hz,
1H), 7,28-7,24 (d, J= 10,25 Hz, 1H).

Acide 2-azidobenzoique (18)

OH

Aspect: solide beige.

Rendement : 55%.

Point de fusion : 146-148°C.

IR : v=2101 (N3), 1687-1668 (C=0), 1250 cm".

RMN 'H (CDCls): 8= 8,17-8,13 (d, J=9,5 Hz, 1H), 7,65-7,59 (t, 1H), 7,51-7,44 (t, 1H), 7,30-
7,24 (m, 2H).

5-méthyl-1-nitro-2-thiocyanobenzéne (83)
SCN

NO,

Aspect: solide rouge-orangg.

Rendement : 85%.

Point de fusion : 140°C.

IR: v= 2359, 2337, 1509/1265 cm™ (NO,).

RMN 'H (CDCls, ppm) : 8= 8,21 (s, 1H), 7,93 (d, 1H), 7,61 (d, 1H), 2,50 (s, 3H).
RMN "C (CDCl;, ppm) : 8c= 158, 139,89, 136,47, 128,76, 126,73, 123, 111, 20,68.
GCMS : m/z (%)= 194 (98), 129 (96), 78 (100).

4-iodo-3-nitrotoluéne (85)

Aspect: solide marron.

Rendement : 91%.
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Point de fusion : 52-56°C (53-56°C).

RMN 'H (CDCl, ppm) : 8= 7,90-7,87 (d, 1H), 7,68 (s, 1H), 7,10-7,07 (d, 1H), 4,01 (br, 2H,
NH,), 2,40 (s, 3H).

RMN C (CDCl3, ppm) : 8c= 151,5, 142,25, 141,37, 139,87, 125,90, 81,96, 20,71.

GCMS : m/z (%)= 263 (100), 217 (24), 136 (1), 127 (6), 90 (78), 46 (1).

Mode opératoire : synthése du composé 19a

A 22 mmol (4,42 g) d’acide parabromobenzoique sont ajoutés 3 équivalents (66 mmol, 7,85
g) de SOCl,. Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant 1 heure 30 minutes. Une fois
le mélange réactionnel revenu a température ambiante SOCl, en excés est évaporé sous
pression réduite. Le chlorure d’acide obtenu en solution dans 10 mL de CH,Cl, est ajouté
goutte a goutte a 1,5 équivalents (33 mmol, 2,94 g) de 2-amino-2-méthylpropanol en solution
dans 15 mL de CH,Cl, refroidis par un bain de glace. Aprés I’addition du chlorure d’acide la
solution est agitée 16 heures a température ambiante. Le milieu réactionnel est filtré sur coton
et CH,Cl, est évaporé sous pression réduite. SOCI, est ajouté goutte & goutte au solide obtenu,
’addition est terminée quand il n’y a plus d’ébullition, ensuite 15 mL d’éther diéthylique
(Et;0) sont versés sur la solution revenu & température ambiante. La solution éthérée est
neutralisée par ajout d’une solution glacée d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 20%. La phase
aqueuse est extraite par Et,O, la phase organique est séchée sur sulfate de magnésium et
évaporée sous pression réduite. Le produit obtenu sera mis en réaction sans purification

particuliére.

2-(4-bromophényl)-4,4diméthyl-2-oxazoline (192a)
Aspect: solide blanc.

N
O
Rendement : 75%.

Point de fusion : 37-41°C (Litt. 37-38°C)%.

RMN 'H (CDCL) : 8= 7,80-7,76 (d, 2H), 7,54-7,50 (d, 2H), 4,09 (s, 2H), 1,36 (s, 6H).

RMN "C (CDCl3, ppm) : 8c= 161,23, 131,46, 129,72, 126,99, 125,73, 79,20, 67,70, 28,31
GCMS : m/z (%)= 255 (9), 253 (9), 240 (96), 238 (100), 225 (12), 223 (14), 212 (22), 210
(25), 184 (52), 182 (54), 102 (45), 76 (43), 50(32), 41 (46).
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Mode opératoire : synthése de la trifluoroacétylpipéridine

Sous atmosphére d’argon a 50 mmol (10,5 g) d’anhydride trifluoroacétique en solution dans
150 mL de Et;0O anhydre est ajouté 1 équivalent de triéthylamine (Et;N) distillée puis goutte a
goutte 1,2 équivalents (60 mmol, 5,1 g) de pipéridine sont ajoutés. L’agitation a température
ambiante est maintenue pendant 20 heures. La phase organique est lavée avec de ’acide
chlorhydrique 0,1 N, séchée sur sulfate de magnésium et évaporée sous pression réduite. Le

résidu est distill€ sous pression réduite.

Mode opératoire : synthése du composé 19b

Sous atmospheére d’argon, a -40°C, & 11,7 mmol (2,97 g) du 2-(4-bromophényl)-4,4diméthyl-
2-oxazoline en solution dans 60 mL de Et,0 anhydre sont ajoutés goutte a goutte 1,05
équivalents de n-Bul.i (2,5 M dans ’hexane, 12,3 mmol, 4,9 mL). Aprés cet ajout le milieu
réactionnel est amené a 0°C sur une période de 2 heures. Puis a -60°C 1 équivalent (11,7
mmol, 2,1 g). de trifluoroacétylpipéridine en solution dans Et,O anhydre est ajouté par
portion. Une fois I’addition terminée, le milieu réactionnel est maintenu a -60°C pendant trois
heures puis laissé revenir & température ambiante, et hydrolysé a 0°C par ajout d’une solution
saturée de chlorure d’ammonium. La phase organique est lavée par une solution de chlorure
d’ammonium saturée, lavée a 1’eau, séchée sur sulfate de magnésium et évaporée sous
pression réduite. Le résidu est purifié sur gel de silice avec comme éluent un mélange

acétone/cyclohexane (1/2, v/v).

2,2,2-trifluoro-1-[4-(4,4diméthyl-2-oxazolyl)phényl}-1-éthanone (19b)
Aspect: solide blanc.

N CF3
\
) : o)
Rendement : 58%.

Point de fusion : 60-61°C (Litt. 62-63°C)*’.
RMN 'H (CDCls) : 1= 8,09 (s, 4H), 4,16 (s, 2H), 1,38 (s, 6H).

Mode opératoire : synthése du composé 19
A 5,7 g (43,13 mmol) d’AlCl; en suspension dans 100 mL de CH,Cl, a 0°C sont ajoutés &,1
équivalents (47,75 mmol, 6,75 mL) d’anhydride trifluoroacétique dissous dans CH,Cl, (30
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mL). Aprés 15 min. d’agitation 1,23 équivalents (35 mmol, 3,22 g) de toluéne sont ajoutés en
maintenant la température de la réaction inférieure a 5°C. Apres deux heures d’agitation a
température ambiante 50 mL d’acide tartrique 1M sont ajoutés. La phase organique est lavée
plusieurs fois a 1’eau, séchée sur sulfate de magnésium et évaporée sous pression réduite. Le

produit obtenu est suffisamment pur pour étre mis en réaction sans purification particuliére.

2,2,2-Trifluoro-1-(4-méthylphényl)-1-éthanone (19)

: CF3
O

Aspect: huile jaunétre.

Rendement : 77%.

Rf= 0,86 (CHCls).

RMN 'H (CDCl3) : 8= 7,98-7,95 (d, 2H), 7,35-7,32 (d, 2H), 2,46 (s,3H).
GCMS : m/z (%)= 188 (20), 119 (89), 91 (100), 65 (37).

Mode opératoire : synthése du composé 20

A 39,9 mmol (2,77 g) de chlorhydrate d’hydroxylamine (NH;OH.HCI) et 1 équivalent de
NaOH (39,9 mmol, 1,60 g) en solution dans 150 mL de EtOH est ajouté 0,33 équivalent de de
2,2,2-Trifluoro-1-(4-méthylphenyl)-1-ethanone en solution dans 20 mL de EtOH. Le milieu

réactionnel est porté a reflux pendant 16 heures. Une fois revenu a température ambiante le
solvant est évaporé sous pression réduite et le résidu est solubilisé dans CH,Cl,. La phase
organique est lavée avec de 1’eau, de ’acide chlorhydrique 0,01 N, de nouveau avec de I’eau
et est séchée sur sulfate de magnésium puis évaporée sous pression réduite. Le solide obtenu

sera mis en réaction sans purification particuliére.

2,2,2-Trifluoro-1-(4-méthylphényl)-1-éthanone oxime (20)
CF3
\
N—OH

Aspect: solide blanc.

Rendement : 92%.

Rf= 0,28 (CHCl;).
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RMN 'H (CDCL) : 8= 8,72-8,55 (d, 1H), 7,44-7,37 (m, 2H), 7,30-7,21 (m,2H), 2,41 (br s,
3H).
GCMS : m/z (%)= 203 (100), 134 (14), 91 (77), 69 (13).

Mode opératoire : synthése du composé 21

A 5,3 mmol (1,08 g) de 2,2,2-Trifluoro-1-(4-méthylphenyl)-1-ethanone en solution dans 10
mL de CH,Cl; refroidi par un bain de glace sont ajoutés 1,2 équivalents (6,36 mmoles, 0,64 g,
0,88 mL) de Et;N, 0,08 équivalent (2*10° mmol, 0,2 mg) de 4-N,N-diméthylaminopyridine
(DMAP) et 1,1 équivalent (5,8 mmol, 1,11 g) de chlorure de paratoluénesulfonyle. Une fois
’addition terminée, le milieu réactionnel est agité 1 heure a température ambiante. La phase
organique est lavée & I’eau, séchée sur sulfate de magnésium et évaporée sous pression

réduite. Le solide obtenu est purifié par recristallisation dans 1’éther de pétrole.

2,2,2-Trifluoro-1-(4-méthylphényl)-1-éthanone O-(p-Tolué¢nesulfonyl) Oxime (21)
CF3
O
< > <\ I
_O_

Aspect: solide blanc.

Rendement : 99%.

Point de fusion : 106-108°C (104-105°C)*.

Rf= 0,84 (CHCl;).

RMN 'H (CDCl;) : 8= 7,90-7,87 (d, 2H), 7,40-7,36 (d, 2H), 7,34-7,25 (m, 4H), 2,48 (s, 3H),
2,40 (s, 3H).

GCMS : m/z (%)= 187 (27), 118 (100), 91 (24), 69 (4).

Mode opératoire : synthése du composé 22

Dans un tube scellé, 5 mL d’ammoniac liquide sont ajoutés & 1,4 mmol (499mg) de 2,2,2-
Trifluoro-1-(4-méthylphenyl)-1-ethanone O-(p-Toluénesulfonyl) Oxime en solution dans un
minimum de CH,Cl; anhydre refroidi & -78°C. Aprés avoir ét€ agité 12 heures a température
ambiante Je mélange réactionnel est a nouveau refroidi a -78°C pour ouvrir le tube et laissé
évaporer I’ammoniac gaz. La phase organique est lavée a 1’eau, séchée sur sulfate de

magnesium puis évaporée sous pression réduite. Le résidu est purifié sur gel de silice.
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3-(4-méthylphényl)-3-trifluorométhyldiaziridine (22)

CF,

: : : HN _NH
Aspect: solide blanc.
Rendement : 80%.
Point de fusion : 43-45°C (Litt. 45-46°C)%.
Rf= 0,20 (CHCI»), 0,39 (AcOEt/Cycloxexane, 1/4, v/v).
RMN 'H (CDCly) : 6y= 7,52-7,48 (d, 2H), 7,25-7,21 (d, 2H), 2,76 (br s, 1H) 2,38 (s, 1H), 2,19
(br s, 1H).
RMN C (CDCL) : 8¢= 21,21, 57,55 (q), 127,94, 128,70 (q), 129,34, 130,18, 140, 19.
GCMS : m/z (%)= 202 (100), 133 (67), 91 (77), 69 (61).

Mode opératoire : synthése du composé 23

A 2,97 mmol (0,6 g) de diaziridine en solution dans de I’éther diéthylique sont ajoutés 2
équivalents (6 mmol, 1,4 g) d’oxyde d’argent (Ag,0). Aprés 1h30min d’agitation, le mélange
réactionnel est filtré, et la phase éthérée distillée sous pression réduite a température ambiante
car le produit obtenu est volatile. Le produit obtenu est mis en réaction sans purification

particulere.

3-(4-méthylphényl)-3-trifluorométhyl-3H-diazirine (23)

Rf= 0,84 (CHCl3), 0,93 (AcOEt/Cyclohexane, 1/4, v/v).

Préparation d’'Ag,0:

A 20 mmol (3,4 g) de nitrate d’argent (AgNOs) en solution dans 10 mL d’eau est ajouté sous
agitation 10 mL d’une solution de NaOH (2M). Le pécipité est filtré et lavé abondamment

avec de ’eau, MeOH et en enfin avec Et,0.
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Mode opératoire : synthése du composé 24

A 1,5 mmol (0,3 g) de diazirine en solution dans 1,5 mL de pyridine et 3 mL d’cau distillée
sont ajoutés 4 équivalents (6 mmol, 0,95 g) de permanganate de potassium (KMnO,) par
portion. Une fois I’addition terminée le mélange réactionnel est chauffé 4 50°C pendant une
nuit, puis filtré sur célite une fois revenu a température ambiante. Le filtrat est acidifié avec de
I’acide chlorhydrique 6N. Le précipité obtenu est filtré sur biichner et lavé a I’eau. L’acide

sera mis en réaction sans purification supplémentaire.

Acide 4-[3-(Trifluorométhyl)-3H-diazirin-3-yl]benzoique (24)
0 CF,

HO N
Aspect: solide blanc.
Rendement : 37%.
Point de fusion : 120-123°C. (Litt. 123-125°C)%.
Rf= 0,41 (AcOEt/Cyclohexane, 3/2, v/v).
RMN 'H (CDCl;) : 8= 8,27-8,12 (m, 2H), 7,31-7,27 (m, 2H).

Mode opératoire : transformation d’acide en présence de la dicyclohexvylcarbodiimide

A 5 mmol d’un dérivé de I’acide benzoique en solution dans 25 mL de THF anhydre refroidi
par un bain de glace sont ajoutés 1,1 équivalents (5,5 mmol, 0,63 g) de N-hydroxysuccinimide
(NHS), puis 1,05 équivalents (5,25 mmol, 1,08 g) de dicyclohéxylcarbodiimide (DCO).
L’agitation est maintenue 1 heure 4 0-5 °C puis une nuit 4 température ambiante. Le milieu
réactionnel est placé 2 heures au réfrigérateur puis filtré sur coton. Le THF est évaporé sous
pression réduite et le solide obtenu est recristallisé dans un mélange AcOEt/Cyclohexane. Les

produits obtenus contiennent toujours un peu de DCU.

4-(benzoyl)-benzoate de N-hydroxysuccinimidyle (25)

Aspect: solide blanc.
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Rendement : 88%.

Point de fusion : 195-198°C. (Litt. 207°C).

Rf= 0,51 (AcOEt-Cyclohexane, 1/1, v/v).

RMN 'H (CDCl;) : &y= 8,28-8,24 (d, 2H), 7,91-7,88 (d, 2H), 7,82-7,78 (d,2H), 7,67-7,61
(t,1H), 7,54-7,49 (t,2H), 2,94 (s,4H).

RMN C (CDCl3) : 8¢= 195,46, 168,96, 161,18, 142,98, 136,48, 133,19, 130,45, 130,07,
129,92, 128,53, 128,01, 25,63.

S-benzoyl-2-thénoate de N-hydroxysuccinimidyle (26)
Aspect: solide beige.

@)
O—N
| N ;;
S O O
O
Rendement : 90%.

Point de fusion : 137-139°C.

IR: v= 1763, 1709 (C=0), 1627 (C=0), 1197, 1068 cm™.

RMN 'H (CDCL3): 8= 8,02-8,01 (d, 1H), 7,90-7,87 (d, 2H), 7,68-7,63 (m, 2H), 7,57-7,51 (m,
2H), 2,92 (s, 4H).

RMN °C (CDCl) : §c= 168,73, 136,81, 136,01, 133,53, 133,25, 129,34, 128,72, 25,62.

4-(thiophéne-2-carbonyl)-benzoate de N-hydroxysuccinimidyle (27)
Aspect: solide blanc.

0)
O
N
~
/7 O?
S @)
O
Rendement : 83%.

Point de fusion : 193-195°C.
RMN 'H (CDCly): 6y= 8,29-8,25 (d, 2H), 7,97-7,93 (d, 2H), 7,81-7,79 (d, 1H), 7,62-7,61 (d,
1H), 7,22-7,18 (t, 1H), 2,94 (s, 4H).

142



RMN C (CDCl) : §c= 186,99, 168,96, 143,58, 135,38, 130,65, 129,21, 128,31, 128,04,
25,61.

4-(1H-Pyrrole-2-carbonyl)-benzoate de N-hydroxysuccinimidyle (28)
Aspect: solide blanc.

O
@)
| A\
N O—N
H
O o
Rendement : 85%.

Point de fusion : 162-165°C.

IR: v= 3295 (NH), 1773, 1725 (C=0), 1610 (C=0), 1197 cm™".

RMN 'H (CDCls): 8= 9,78 (br s, 1H), 8,27-8,24 (d, 2H), 8,00-7,97 (d, 2H), 7,21 (s, 1H), 6,85
(s, 1H), 6,38 (s, 1H), 2,94 (s, 4H).

RMN "C (CDCL) : 8c= 183,33, 169,11, 161,30, 143,76, 130,54, 129,10, 127,63, 126,47,
120,35, 111,56.

4-(1-Methyl-1H-pyrrole-2-carbonyl)-benzoate de N-hydroxysuccinimidyle (29)
Aspect: solide grisatre.

O
O
| N
N O—N
CH;
O o
Rendement : 80%.

Point de fusion : 202-204°C.

Rf= 0,29 (AcOEt/Cycloxexane, 1/1, v/v).

IR: v=3320, 2923, 2848, 1767, 1729 (C=0), 1610 cm™ (C=0).

RMN 'H (CDCl;): 8= 8,25-8,21 (d, 2H), 7,91-7,87 (d, 2H), 6,98 (s, 1H), 6,68 (s, 1H), 6,19
(s, 1H), 4,07 (s, 3H), 2,94 (s, 4H).

RMN 3C (CDCl) : 8c= 184,55, 168,08, 160,84, 145,54, 132,49, 130,83, 130,36, 129,81,
127,16, 123,61, 108,72, 37,53, 25,69.
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4-azidobenzoate de N-hydroxysuccinimidyle (30)

Aspect: solide blanc.

Rendement : 87%.

Point de fusion : 164-166°C (Litt. 174-177°C)”.

RMN 'H (CDCl3): 8= 8,14-8,11 (d, J= 8,5 Hz, 2H), 7,15-7,12 (d, J= 7,5 Hz, 2H), 2,91 (s,
4H).

RMN PC (CDCly): 8c= 169,18, 146,89, 132,90, 132,43, 121,25, 119,25, 25,62.

4-azido-2hydroxylbenzoate de N-hydroxysuccinimidyle (31)

0]
OH
O—N
N3
O O

Aspect: solide blanc.

Rendement : 92%.

Point de fusion : 135-137°C (Litt. 140-142°C).

RMN 'H (CDCly): 8= 10 (d, 1H), 9,65 (s, 1H, OH), 6,66 (d, 1H), 6,60 (d, 1H), 2,95 (br s,
4H).

3-azidobenzoate de N-hydroxysuccinimidyle (32)

N3

0O
Aspect: solide blanc.

Rendement : 84%.
Point de fusion : 133-135°C.
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RMN 'H (CDCls): 8= 7,91-7,88 (d, J= 7,75 Hz, 1H), 7,76 (s, 1H), 7,53-7,47 (¢, J= 5,25 Hz,
1H), 7,33-7,29 (d, J= 10,25 Hz, 1H), 2,91 (s, 4H).

RMN B¢ (CDCly) : 8c= 169,56, 169,05, 161,07, 141,16, 130,31, 126,79, 125,27, 120,66,
25,62.

2-azidobenzoate de N-hydroxysuccinimidyle (33)
Aspect: solide blanc.
Rendement : 78%.

0]
N3
j O—N
OO0
Point de fusion: 154-157°C.

RMN 'H (CDCls) : 8= 8,11-8,08 (d,1H), 7,69-7,63 (t,1H), 7,33-7,22 (m, 2H), 2,91 (s, 4H).

3-azido-4-chlorobenzoate de N-hydroxysuccinimidyle (34)
Aspect: solide blanc.
Rendement : 85%.

N3
Cl
O
O\N
O
O
Point de fusion : 162-164°C.

RMN 'H (CDCly): 8= 7,90 (s, 1H), 7,86-7,82 (d, J= 10,25 Hz, 1H), 7.55-7,52 (d, J= 8,25 Hz,
1H), 2,92 (s, 4H).

2-azido-4-nitrobenzoate de N-hydroxysuccinimidyle (35)

O
N3
O—N
O,N

O O
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Aspect: solide jaune.

Rendement : 80%.

Point de fusion : 160-162°C.

Rf= 0,74 (AcOEt-Cyclohexane, 3/2, v/v).

IR: v=2132 (N3), 1690 (C=0), 1521, 1344 (NO,), 1199 em’™

RMN 'H (CDCL): &y= 8,25-8,22 (d, J= 8,5 Hz, 1H), 8,15 (s, 1H), 8,07-8,03 (d, J= 10,75 Hz,
1H), 2,93 (s,4H).

RMN BC (CDCl) : 8c= 168,64, 158,80, 143,56, 133,84, 122,11, 118,97, 114,80, 111,09,
29,69.

3-azido-6-nitrobenzoate de N-hydroxysuccinimidyle (36)

O
N3
O—N
O O

NO,

Aspect: solide jaune.

Rendement : §3%.

Point de fusion: 113-116°C.

Rf= 0,45 (AcOEt/Cyclohexane, 1/1, v/v).

RMN 'H (CDCLy): &4= 8,20-8,17 (d, J= 8,75 Hz, 1H), 7,42 (s, 1H), 7,34-7,30 (d, J= 8,75 Hz,
1H), 2,93 (s,4H).

4(1-azi-2,2,2-trifluoroéthyl)benzoate de N-hydroxysuccinimidyle (37)

Aspect: solide blanc.
Rendement : §0%.
Point de fusion : 100°C (Litt. 106°C)*.
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Rf= 0,39 (AcOEt/Cyclohexane, 3/2, v/v).
RMN 'H (CDCls) : 8= 8,18-8,15 (d, 2H), 7,34-7,30 (d, 2H), 2,92 (s, 4H).
Pour (71), le 6-amino-2-méthylbenzothiazole (70) est mis en réaction avec 1,05 équivalents

d’acide pivaloique et 1,05 équivalents de DCC.

2,2-Diméthyl-N-(2-méthyl-benzothiazol-6-yl)-propionamide (71)

_</Nj©\ 0

S N/[H<
H

Aspect: solide blanc.

Rendement: 79%.

Point de fusion : 125-127°C.

Rf= 0,53 (AcOEt-Cycloxexane, 1/1, v/v))
RMN 'H (CDCl3) : 8= 8,18-8,15 (d, 2H), 7,34-7,30 (d, 2H), 2,92 (s, 4H).

Mode opératoire : synthése du composé 38

A 4 mmol (476 mg) de benzotriazole en solution dans 2 mL de dichlorométhane est ajouté
0,25 équivalent (1 mmol, 119 mg) de SOCl,. L’agitation se poursuit 0,5 heures et est ajouté
0,25 équivalent (1 mmol, 226 mg) d’acide 4-benzoylbenzoique. Aprés 2 heures le précipité
est filtré et lavé avec CH,Cl,. La phase organique est lavée a I’eau, séchée sur sulfate de
magnésium et évaporée sous pression réduite. Le solide est recristallisé dans un mélange

acétate d’éthyle/cyclohexane.

Benzotriazol-1-yl-(4-benzoyl-phényl)-méthanone (38)
O

Aspect: solide blanc.
Rendement : 97%.



Point de fusion : 158-160°C.

RMN 'H (CDCls, ppm) : 8= 8,45-8,42 (d, 1H), 8,34-8,31 (d, 2H), 8,22-8,19 (d,1H), 7,99-
7,96 (d, 2H), 7,89-7,86 (d, 2H), 7,79-7,73 (t, 1H), 7,65-7,50 (m, 4H).

RMN *C (CDCLs, ppm) : 8c= 197, 167, 148, 141,70, 136,72, 134,48, 133,13, 132,16, 131,53,
130,70, 130,17, 129,63, 128,55, 126,64, 120,35, 114,80.

Mode opératoire : protocole Karwatsky®’

A une solution de GSH (0,03 mmol, 10 mg) dans 75 pL est ajouté 500 uL. de DMF. Ensuite

I’acide activé (1 équivalent) en solution dans 500 uL. de DMF est ajouté goutte a goutte, ainsi
que 40 uL (7,5 équivalents) de Et;N. Le milieu réactionnel est agité¢ pendant 48 heures. Le
milieu réactionnel est évaporé sous pression réduite et le résidu est purifié sur gel de silice

avec comme €luent un mélange acétonitrile/eau (9/1, v/v).

S- (4-benzoylbenzoyl) glutathion (39)

Aspect: solide blanc.

Rendement : 60%.

RMN 'H (D20, ppm) : éy= 8,02 (m, 2H), 7,83-7,79 (m, 5H), 7,61 (m, 2H), 3,86 (m, 5H, Cysa
+ Glua + Glya + Cysf)), 3,49 (dd, 1H, Cysp,), 2,58 (m, 2H, Gluy), 2,22 (m, 2H, Glup).
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S- (4-azidobenzoyl)glutathion

N3
Aspect: solide blanc.

Rendement : 55%.
RMN 'H (D20, ppm) : 6y= 8,07-8,04 (d, 2H), 7,28-7,25 (d, 2H), 3,82 (m, SH, Cysa + Glua +
Glya + CysBy), 3,49 (dd, 1H, CysB,), 2,52 (m, 2H, Gluy), 2,16 (m, 2H, Glup).

S- (3-azido-4-nitrobenzoyl)glutathion

NH, L0
N
Hooc/i\v/A\H/ N~ NCOOH
o H

S

NO,
0
N3

Aspect: solide jaunétre.

Rendement : 57%. |

RMN 'H (D;0, ppm) : 8= 8,29-8,25 (d, 1H), 7,44-7,40 (d, 1H), 7,34 (s, 1H), 3,80 (m, 5H,
Cysa + Glua + Glya + Cysfy), 3,52 (dd, 1H, Cysp,), 2,59 (m, 2H, Gluy), 2,21 (m, 2H, Glup).

S- (4-azido-3-hydroxybenzoyl)glutathion

H
NH, L0
N
Hooc/l\v/A\H/ N~ >COOH
i H
S
OH
0
N3

Aspect: solide blanc.
Rendement : 69%.
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RMN 'H (D,0, ppm) : 8= 8,03-7,99 (d, 1H), 6,81-6,75 (m, 2H), 3,80 (m, 5H, Cyso + Glua +
Glya + CysBs), 3,52 (dd, 1H, Cyspy), 2,59 (m, 2H, Gluy), 2,21 (m, 2H, Glup).

Mode opératoire : synthése du composé 39

A une solution de GSH (0,03 mmol, 10 mg) dans 100 uL est ajouté 300 uL d’acétonitrile.

Ensuite 38 (1 équivalent, 0,03 mmol, 9,8 mg) en solution dans 300 uL d’acétonitrile est ajouté
goutte a goutte, ainsi que 10équivalents (13,8 mg, 12 pl) d’acide formique. Le milieu
réactionnel est agité pendant 48 heures et le milieu réactionnel est purifié sur gel de silice

avec comme €luent un mélange acétonitrile/eau (9/1, v/v).

Mode opératoire : N-acylation du glutathion oxydé

A 0,045 mmol (27,5 mg) de glutathion oxydé dissoute dans un mélange eau distillée (450 pL)
/ acétonitrile distillé (1400 uL) sont ajoutés 5 équivalents (0,225 mmol, 22,7 mg, 32 uL) de
EtN distillée. Aprés 5 minutes d’agitation & température ambiante sont ajoutés 2,1
équivalents d’ester hydroxysuccinimique. Le mélange réactionnel est agité 36 heures a
température ambiante puis purifié sur gel de silice avec comme éluent un mélange
acétonitrile/eau (9/1, v/v).

Pour les réactions concernant les azides et la diazirine I’agitation se fait a I’abri de la lumiére.

N,N’-Bis-(4-benzoylbenzoyl)glutathion disulfure (41)

O
HN H O
Hooc)\/\[( N%N/\COOH
o) S H

|
$
’ 0
HOOC.__N N/[K/\KCOOH
o H NH
QO

0]
Aspect: solide blanc.

Rendement : 85%.
Point de fusion : 250°C (déc.).
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RMN 'H (D,0, ppm) : 8y=7,95-7,92 (m, 4H), 7,82-7,78 (m, 10H), 7,66-7,63 (m, 4H), 4,77 (¢,
2H, Cysa), 4,49 (t, 2H, Glua), 3,77 (s, 4H, Glya), 3,28 (dd, 2H, CysBi), 2,96 (dd, 2H, Cysp,),
2,58 (m, 4H, Gluy), 2,40 (m, 2H, Gluf,), 2,20 (m, 2H, Gluf},).

RMN 2C (D,0, ppm) : 8c= 199,58, 177,92, 175,72, 171,82, 168,85, 139,47, 137,42, 136,25,
133,86, 130,40, 130,32, 128,68, 127,35, 55,30, 52,61, 43,39, 38,67, 31,96, 27,10.
MALDI-TOF : 1029 (M+H), 1051 (M+Na), 1067 (M+K).

N,N’-Bis-(5-benzoylthiophene-2-carbonyl)glutathion disulfure (42)

0]

%’51)&\@
9
N

H

)
N
Hooc)\/\ﬂ/ N~ >COOH
H
$

0]

H S 0
HOOC.__N NMCOOH
o H NH
M
S 0]

0
Aspect: solide beige.

Rendement : 88%.

Point de fusion : 245°C (déc.).

RMN 'H (D,0, ppm) : 8= 7,81-7,71 (m, 8H), 7,59 (m, 6H), 7,66-7,63 (m, 4H), 4,77 (t, 2H,
Cysa), 4,42 (t, 2H, Glua), 3,79 (s, 4H, Glya), 3,35 (dd, 2H, CysB,), 2,96 (dd, 2H, Cysp,), 2,55
(m, 4H, Gluy), 2,36 (m, 2H, Gluf,), 2,15 (m, 2H, Gluf,).

RMN 3C (D,0, ppm) : 8c= 190,24, 175,57, 171,93, 162,25, 145,51, 145,06, 136,37, 136,12,
133,52, 130,28, 129,54, 128,69, 52,53, 38,70, 31.83, 27,09.

MALDI-TOF : 1063 (M+Na), 1067 (M+K).
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N,N’-Bis-(4-(Thiophene-2-carbonyl)-benzoyl)glutathion disulfure (43)
o)

S
o P
HN b 0
N
HOOC/k\/Aj( \[%\N/\COOH
8 H
S

|
S
H O
HooC._N N/l\//\T/COOH
o H NH

7| o]

S
Aspect: solide beige.
Rendement : 80%.
Point de fusion : 230°C (déc.).
RMN 'H (D;0, ppm) : 8= 7,95-7,92 (m, 4H), 7,82-7,78 (m, 10H), 7,66-7,63 (m, 4H), 4,77 (t,
2H, Cysa), 4,49 (t, 2H, Glua), 3,77 (s, 4H, Glya), 3,28 (dd, 2H, CysB,), 2,96 (dd, 2H, Cysp,),
2,58 (m, 4H, Gluy), 2,40 (m, 2H, Glup,), 2,20 (m, 2H, Glup,).
RMN C (D,0, ppm) : 8c= 190,35, 175,61, 171,89, 168,6, 141,61, 139,83, 137,94, 137,19,
137,01, 129,39, 129,01, 127,42, 52,49, 38,46, 31,83, 27,06.

N,N’-Bis-(4-(1H-Pyrrole-2-carbonyl)-benzoyl)glutathion disulfure (44)
o)

H
N
o) | /
HN Ho©
N
Hooc/L\/“j( N~ COOH
S H
S

|
H ° *
HOOC.__N NJLV/«W/COOH
o H NH
74 \ 0
N
H

0]
Aspect: solide blanc.

Rendement : 80%.
Point de fusion : 239°C.
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RMN 'H (D;0, ppm) : 8= 7,79 (m, 8H), 7,39 (m, 2H), 6,90 (m, 2H), 6,42 (m, 2H), 4,75 (,
2H, Cysa), 4,42 (t, 2H, Glua), 3,79 (s, 4H, Glya), 3,35 (dd, 2H, CysB,), 2,96 (dd, 2H, CysB,),
2,54 (m, 4H, Gluy), 2,36 (m, 2H, GluB,), 2,15 (m, 2H, Glup,).

RMN "*C (D,0, ppm) : 8c= 185,72, 175,67, 171,83, 168,99, 140,50, 136,49, 130,16, 129,07,
128,65, 127,29, 122,59, 111,47, 52,47, 38,44, 31,87, 26,97.

MALDI-TOF : 1007 (M+H), 1029 (M-+Na).

N,N’-Bis-(4-(1H-1-méthyl-Pyrrole-2-carbonyl)-benzoyl)glutathion disulfure (45)
O

/
N
Om
HN H 0
N
HOOC)\/\[( N/\COOH
o) H
S

|
H ° Q
HooC _N.__A )k/\(COOH
o H NH

& 0

Aspect: solide blanc.

Rendement : 77%.

Point de fusion : 220°C (déc.).

RMN 'H (D0, ppm) : 8y= 7,89-7,86 (d, 4H), 7,76-7,73 (d, 4H), 7,24 (s, 2H), 6,80 (s, 2H),
6,25 (s, 2H), 4,75 (t, 2H, Cysa), 4,42 (t, 2H, Glua), 3,97 (s, 6H), 3,71 (s, 4H, Glya), 3,23 (dd,
2H, CysBy), 2,96 (dd, 2H, Cysp), 2,54 (m, 4H, Gluy), 2,36 (m, 2H, Glup;), 2,15 (m, 2H,
Glup,).

13C NMR (62,5 MHz, Dy0): 6= 186,54, 175,67, 171,86, 168,83, 141,85, 136,15, 134,72,
129,63, 129,19, 127,10, 125,69, 109,02, 52,49, 46,69, 38,45, 36,86, 31,84, 27,09.
MALDI-TOF : 1057 (M+Na)
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N,N’-Bis-(4-azidobenzoyl)glutathion disulfure (47)
N3
OVG(
HN H o
Hooc)\/\[( NfJ\N/\COOH
H
Y

H ° Q
HOOCVN%NMCOOH
o H NH
jon.
N3

Aspect: solide blanc.

Rendement : 75%.

Point de fusion : 225°C (Litt. 127-129°C)*.

RMN 'H (D,0, ppm) : = 7,92-7,89 (d, 4H), 7,29-7,26 (d, 4H), 4,87-4,82 (t, 2H, Cysa), 4,51
(t, 2H, Glua), 3,79 (s, 4H, Glya), 3,35-3,31 (dd, 2H, CysB;), 3,05-3,02 (dd, 2H, Cysp,), 2,62
(m, 4H, Gluy), 2,39 (m, 2H, Glup), 2,25 (m, 2H, Gluf,).

RMN C (D,0, ppm) : 8c= 178,15, 174,04, 146,03, 132,06, 131,38, 121,41, 57,72, 54,89,
45,76, 41,00, 34,52, 29,55.

N,N’-Bis-(3-azidobenzoyl)glutathion disulfure (48)

0]

N3
HN H O
N
Hooc)W \[U\N/\COOH
H
o
i

WY o
HOOC\/N\”J\N J\/\[/COOH
o H NH

Aspect: solide beige.

Rendement : 20%.

RMN 'H (D,0, ppm) : 6y= 7,65-7,53 (m, 8H), 4,51 (t, 2H, Cysa), 4,30 (t, 2H, Glua), 3,77 (s,
4H, Glya), 3,32 (m, 2H, CysP1), 3,05 (m, 2H, Cysf,), 2,62 (m, 4H, Gluy), 2,50 (m, 2H,
GluBy), 2,25 (m, 2H, Glup,).
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N,N’-Bis-(2-azidobenzoyl)glutathion disulfure (49)

o
HN Ny 4 O
HOOC N N~ >COOH
o ?H
H ° 0

HOOC\/NWJ\N COOH

o H N, NH

o

Aspect: solide beige.

Rendement : 62%.

RMN 'H (D;0, ppm) : &y= 7,75-7,72 (d,2H), 7,59 (t, 2H), 7,34-7,28 (m, 4H), 4,80 (m, 2H,
Cysa), 4,44 (m, 2H, Glua), 3,70 (s, 4H, Glya), 3,22 (m, 2H, Cysp), 2,91 (m, 2H, CysBa), 2,52
(m, 4H, Gluy), 2,25 (m, 2H, Glup;), 2,17 (m, 2H, Gluf,).

RMN 2C (D,0, ppm) : 8c= 175,73, 171,87, 167,62, 137,54, 132,76, 130,09, 124,97, 124,81,
119,32, 55,18, 52,53, 43,41, 38,43, 31,74, 27,24.

N,N’-Bis-(3-azido-4-chlorobenzoyl)glutathion disulfure (50)
Cl

Oy@
N3
HN L O
N
HOOC)\/\”/ fJ\N/\COOH
o H
S

|
S
H o)
HOOC.__N N)WCOOH
o H NH
N3
o

C
Aspect: solide blanc.

Rendement : 67%.

RMN 'H (D,0, ppm) : 8u= 7,65 (s, 2H), 7,53 (s, 4H), 4,80-4,78 (t, 2H, Cysa), 4,45 (t, 2H,
Gluo), 3,74 (s, 4H, Glyo), 3,34-3,28 (dd, 2H, Cysp), 2,94-2,89 (dd, 2H, Cysp,), 2,58-2,56
(m, 4H, Gluy), 2,34 (m, 2H, Gluf,), 2,19 (m, 2H, Gluf,).
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RMN BC (D,0, ppm) : 8c= 177,87, 176,05, 175,71, 167,43, 137,16, 133,10, 130,57, 127,46,
124,27, 118,40, 55,24, 52,36, 43,27, 38,29, 31,81, 26,96.

N,N’-Bis-(2-azido-4-nitrobenzoyl)glutathion disulfure (51)

; NO,
O

HN N3

e
N
Hooc/kN/“j( N">COOH
H
S

0]

|
H ° Q
HOOC\V,NW%]\N COOH
o H Ny NH
o
O,N

Aspect: solide jaune-orangé.

Rendement : 55%.

RMN 'H (D,0, ppm) : 8x= 8,25 (s, 2H), 8,18 (d, 2H), 7,97 (d, 2H), 4,80 (t, 2H, Cysa), 4,57 (t,
2H, Gluo), 3,84 (s, 4H, Glyo), 3,20 (dd, 2H, CysBi), 3,05 (dd, 2H, CysB,), 2,62 (m, 4H,
Gluy), 2,41 (m, 2H, Gluf)), 2,13 (m, 2H, Glup,).

RMN C (D,0, ppm) : 8c= 177,49, 176,22, 175,69, 171,95, 166,02, 149,38, 139,29, 131,01,
130,95, 119,56, 114,62, 55,16, 52,44, 43,39, 38,28, 31,55, 27,17.

N,N’-Bis-(3-azido-6-nitrobenzoyl)glutathion disulfure (52)

N3
Q§J:j
HN NO, H 0]
HOOC/kV/\m/N\[%\N/\COOH
o) ? H
H ° 0
HOOC.__N N COOH
o M No,NH
0
N3

Aspect: solide jaune.
Rendement : 8§5%.
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RMN 'H (D,0, ppm) : 8= 8,33-8,29 (d, 2H), 7,43-7,41 (4, 4H), 4,52 (t, 2H, Glua), 3,85 (s,
4H, Glya), 3,35 (dd, 2H, Cysp), 3,10 (dd, 2H, CysB,), 2,57 (m, 4H, Gluy), 2,37 (m, 2H,
Glup,), 2,10 (m, 2H, Gluf},).

[1 manque le signal de Cysa sans doute a cause de 1’irradiation du signal de HDO.

RMN C (D,0, ppm) : §c= 175,69, 171,88, 168,10, 147,24, 141,00, 133,48, 127,16, 120,79,
119,16, 55,17, 52,59, 43,35, 38,48, 31,74, 27,28.

Mode opératoire : synthése du composé 53

Sous  atmosphére d’argon, a 0,0098 mmoles (10mg) de N,N’-Bis-(4-
benzoylbenzoyl)glutathion disulfure (41) en solution dans 200 pL. d’eau distillée désoxygénée
par ultrason sont ajoutés 5 équivalents (0,049 mmoles, 7,56 mg) de dithiothréitol (dtt).
L’agitation & température ambiante est maintenue pendant 6 heures. L’eau est évaporée sous
pression réduite et le résidu est purifié sur gel de silice avec un mélange eau/acétonitrile pour
éluant.

N-(4-benzoylbenzoyl)glutathion (53)

0]

YOR®
HN oo
N
HOOCW fJ\N/\COOH
H
0
SH

Aspect: solide beige.

Rendement : 76%.

RMN 'H (D,0, ppm) : 6= 7,97-7,86 (m, 6H), 7,80 (d, 1H), 7,67-7,64 (t, 2H), 4,58 (t, 1H,
Cysa, t, 1H, Glua), 3,77 (s, 2H, Gly), 2,94-2,92 (d, 2H, Cysp), 2,59 (m, 2H, Glup), 2,20 (m,
1H, Glufy), 2,10 (m, 1H, Glup,).

RMN *C (D,0, ppm) : 8c= 200,03, 175,69, 171,72, 169,34, 139,71, 137,33, 136,33, 133,83,
130,40, 130,37, 128,60, 127,32, 55,42, 55,04, 42,72, 32,15, 27,01, 25,61.

Mode opératoire : synthése du composé 40

A 1 mmol (307 mg) de GSH en suspension dans 1 mL d’acide acétique glacial est ajouté 1
équivalent (1 mmol, 260 mg) de triphénylméthanol (alcool tritylique). Le mélange réactionnel

est chauffé a 50°C pendant 6 heures. Une fois revenu a température ambiante 1’acide acétique
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est évaporé sous pression réduite et le résidu purifié sur gel de silice avec un mélange

acétonitrile /eau (9/1, v/v).

S-(trityl)glutathion (40)

Aspect: solide blanc.

Rendement : 60%.

Rf= 0,34 (eau/acétonitrile, 1/4, v/v).

RMN 'H (D,0, ppm) : 8y= 7,49-7,46 (m, 6H), 7,33-7,30 (m,9H), 4,00 (t, 1H, Cysa), 3,74 (m,
3H, Glua+ Glya), 2,73 (d, 2H, Cysp), 2,48 (m, 2H, Gluy), 2,16 ((m, 2H, Glup).

RMN °C (D,0, ppm) : 8c= 175, 40, 174,08, 173,92, 171,24, 144,14, 129,32, 128,11, 126,95,
66,99, 54,67, 54,15, 43,13, 33,18, 31,57, 26,32.

Mode opératoire : N-acylation du GSH-S-Trityl (40)

A 0,09 mmol (49,4 mg) de glutathion S-Trityle (40) dissoutes dans un mélange eau distillée
(550 pL) / acétonitrile distillé (1500 pL) sont ajoutés 3 équivalents de Et;N distillée. Apres 5
minutes d’agitation a température ambiante sont ajoutés 1,1 équivalents (0,099 mmol) d’ester
hydroxysuccinimique. Le mélange réactionnel est agité 24 heures a température ambiante puis
purifié sur gel de silice avec comme éluent un mélange acétonitrile/eau (9/1, v/v).

Pour les réactions concernant les azotures d’aryle ou la diazirine I’agitation se fait a I’abri de

la lumiére.
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N-(4benzoylbenzoyl)-S-(trityl)glutathion (54)

Aspect: solide blanc.

Rendement : 65%.

Rf= 0,62 (eau/acétonitrile, 1/4, v/v).

RMN 'H (D,0, ppm) : éy= 7,88 (m,2H), 7,59 (m, 5H), 7,39 (m,2H), 7,24 (m,6H), 7,09
(m,9H), 4,57 (m, 1H, Cysa), 4,00 (m, 1H, Glua), 4,70 (m, 2H, Glya), 2,59 (m, 2H, Cysp),
2,48 (m, 3H, Gluy + Glup,), 2,09 (m, 1H, Glup,).

MALDI-TOF : 758 (M+H), 780 (M+Na), 796 (M+K).

N-(4-azidobenzoyl)-S-(trityl)glutathion (55)

Aspect: solide blanc.
Rendement : 55%.
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RMN 'H (D,0, ppm) : 8y= 7,81 (d, 2H), 7,70-7,30 (m, 15H), 7,20 (d, 2H), 4,57 (m, 1H,
Cysa), 4,00 (m, 1H, Glua), 4,70 (m, 2H, Glya), 2,70 (m, 2H, Cysp), 2,48 (m, 2H, Gluy), 2,40
(m, 1H, Glupy), 2,09 (m, 1H, Gluf},).

N-(3-azidobenzoyl)-S-(trityl)glutathion (56)

Aspect: solide blanc.

Rendement : 35%.

RMN 'H (D,0, ppm) : 8= 7,60-7,30 (m, 18H), 4,40 (m, 1H, Cysa), 3,90 (m, 1H, Glua), 3,60
(m, 2H, Glya), 2,70 (m, 2H, CysB), 2,48 (m, 2H, Gluy), 2,30 (m, 1H, Glup,), 2,09 (m, 1H,
Gluf,).

N-(3-azido-4-chlorobenzoyl)-S-(trityl)glutathion (58)

Cl
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Aspect: solide blanc.

Rendement : 63%.

RMN 'H (D0, ppm) : 8y= 7,88 (m,2H), 7,59 (m, 5H), 7,39 (m,2H), 7,24 (m,6H), 7,09
(m,9H), 4,57 (m, 1H, Cysa), 4,00 (m, 1H, Glua), 4,70 (m, 2H, Glya), 2,59 (m, 2H, Cysp),
2,48 (m, 3H, Gluy + Glupf,), 2,09 (m, 1H, Glup,).

N-(2-azido-4-nitrobenzoyl)-S-(trityl)glutathion (59)

Na NO,
0
NH
, O
N
HOOCJ\/\”/ N >CooH
H
o)

Aspect: solide jaune péle.

Rendement : 48%.

RMN 'H (D;0, ppm) : 8= 8,10 (s, 1H), 8,05 (d, 1H), 7,83 (d, 1H), 7,43 (m, 15H), 4,45 (m,
1H, Cysa), 3,85 (m, 1H, Glua), 3,75 (m, 2H, Glya), 2,70 (m, 2H, CysB), 2,48 (m, 2H, Gluy),
2,37 (m, 1H, GluB), 2,09 (m, 1H, Gluf,).

N-(3-azido-6-nitrobenzoyl)-S-(trityl)glutathion (60)

Aspect: solide jaune pale.
Rendement : 66%.
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Rf= 0,43 (eau-acétonitrile, 1/1, v/v).

RMN 'H (D,0, ppm) : 8y= 8,25 (d, 1H), 7,60-7,25 (m, 17H), 4,45 (m, 1H, Cysa), 3,85 (m,
1H, Glua), 3,75 (m, 2H, Glyo), 2,78 (m, 2H, Cysp), 2,48 (m, 2H, Gluy), 2,37 (m, 1H, Gluf;),
2,09 (m, 1H, Gluf,).

Mode opératoire : déprotection du groupement trityle

A 0,026 mmol (19,7 mg) de N-acyl-S-(trityl)glutathion en solution dans un mélange CH,Cl,
(1 mL)/ acide trifluoroacétique (CF3;CO,H, 0,5 mL) sont ajoutés 2 équivalents (0,052 mmol, 6
mg, 8 pL) de trithylsilane (Et3SiH). Aprés 1 heure 30 minutes d’agitation i température
ambiante le milieu réactionnel est évaporé sous pression réduite. Le résidu est purifié sur gel

de silice avec comme éluent un mélange acétonitrile/eau (9/1, v/v).

N-(4benzoylbenzoyl)glutathion (53)
O

T
NH H 0]
N
o H

SH

Aspect: solide beige.

Rendement : 71%.

Rf= 0,46 (eauw/acétonitrile, 1/4, v/v).

RMN 'H (D,0, ppm) : 5= 7,97-7,86 (m, 6H), 7,80 (d, 1H), 7,67-7,64 (t, 2H), 4,60 (t, 1H,
Cysa), 4,57 (t, 1H, Glua), 3,75 (s, 2H, Gly), 2,96-2,94 (d, 2H, Cysp), 2,60-2,58 (m, 2H,
Glup), 2,40 (m, 1H, Glup,), 2,20 (m, 1H, Glup,).

RMN PC (D,0, ppm) : 8¢= 200,06, 175,80, 175,66, 171,55, 169,37, 139,69, 137,46, 136,36,
133,83, 130,42, 130,39, 128,62, 127,33, 55,45, 55,42, 43,24, 32,25, 27,23, 25,67.
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N-(3-azido-4-chlorobenzoyl)glutathion (64)

N3
Cl

o)

NH o)

H
N
HOOC)\/\”/ N~ COOH
H

0]
SH

Aspect: solide blanc.
Rendement : 75%.

RMN 'H (D0, ppm) : 8u= 7,78 (s, 1H), 7,63-7,59 (m, 2H), 4,60 (t, 1H, Cysa), 4,45 (q, 1H,
Glua), 3,70 (s, 2H, Gly), 2,96-2,94 (d, 2H, CysB), 2,59 (m, 2H, Glup), 2,35 (m, 1H, Glup,),
2,20 (m, 1H, Glupy).

RMN "*C (D,0, ppm) : 8c= 176,09, 175,83, 171,46, 168,15, 137,52, 133,44, 130,75, 127,71,
124,37, 118,82, 55,54, 55,40, 43,21, 32,33, 27,13, 25,77.

N-(2-azido-4-nitrobenzoyl)glutathion (65)

N3 NO,
X
NH , 0
HOOC/K/\[( N%N/\COOH
© SHH

Aspect: solide jaune.

Rendement : 74%.

RMN 'H (D,0, ppm) : 8;= 8,31 (s, 1H), 8,17 (d, 1H), 7,96-7,92 (d, 1H), 4,62 (t, 1H, Cysa),
4,49 (m, 1H, Glua), 3,79 (s, 2H, Gly), 2,97 (d, 2H, CysB), 2,61 (m, 2H, Glup), 2,40 (m, 1H,
GluBy), 2,20 (m, 1H, Glup,).

RMN C (D,0, ppm) : §c= 175,69, 171,91, 162,70, 149,52, 139,37, 130,99, 119,68, 114,78,
111,77, 55,47, 52,43, 43,35, 32,04, 27,46, 25,67.

Mode opératoire : synthése du composé 68

50 mmol de 2-méthylbenzothiazole (7,45 g) sont dissoutes dans 25 mL d’acide sulfurique

concentré. Le mélange réactionnel est refroidit par un bain de glace et maintenu a une
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température inférieure a 5°C tout au long de I’ajout des 2,1 mL d’acide nitrique fumant (d=
1,544 g/mlL). L’agitation est maintenue pendant 30 min & cette température et ensuite le
mélange réactionnel est décomposé dans un mélange glace/eau. Le précipité est filtré et lavé

abondamment a 1’eau. Le solide est ensuite recristallisé dans de 1’éthanol a 95%.

2-méthyl-6-nitrobenzothiazole (68)
N

~
S NO,
Aspect: solide jaune.
Rendement : 50%.
Point de fusion : 164-167°C (Litt. 167-169°C)"*.
Rf= 0,42 (AcOEt-Cyclohexane, 1/4, v/v).
RMN 'H (CDCls, ppm) : 8= 9,10 (s, 1H), 8,32-8,28 (d, 1H), 8,10-8,06 (d, 1H), 2,88 (s, 3H).
RMN >C CDCl;, ppm) : 8c= 174,71, 156,96, 144,30, 136,11, 122,47, 121,53, 119,22, 20,41
GCMS : m/z (%)= 194 (100), 164 (31), 148 (58), 107 (41), 63 (83).

Mode opératoire : synthése du composé 70

A 10 mmol (1,94 g) de 2-méthyl-6-nitrobenzothiazole dissoutes dans 50 mL d’éthanol a 95%

sont ajoutés 3 équivalents de zinc (Zn, 30 mmol, 1,96 g) en poudre et 5 équivalents (50 mmol,
2,67 g) de chlorure d’ammonium (NH4Cl). Le milieu réactionnel est porté a reflux pendant 3
heures et filtré a chaud. L’éthanol est évaporé sous pression réduite et le résidu est repris dans
de I'acétate d’éthyle (AcOEt). La phase organique est lavé a I’eau, séchée sur sulfate de

magnésium et évaporée sous pression réduite. Le solide est recristallisé dans 1’éthanol.

6-amino 2-méthyl-benzothiazole (70)
N

~
S NH,
Aspect: solide beige.
Rendement : 75%.
Point de fusion : 277°C (déc.).
Rf= 0,75 (AcOEt-Cyclohexane, 1/1, v/v).
GCMS : m/z (%)= 164 (100), 119 (9), 96 (10), 69 (18), 52 (11), 45 (10).
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Mode opératoire : synthése du composé 75

A 10 mmol (1,53 g) de 4-méthyl-2-nitrophénol en solution dans 25 mL de CH,Cl, sont
ajoutés 2 équivalents (20 mmol, 2,24 g) de 1,4 diazabicyclo[2-2-2] octane (DABCO) et 2
équivalents (20 mmol, 2,47 g) de chlorure de diméthylthiocarbamoyle. La solution est agitée
24 heures a température ambiante. La phase organique est lavée avec de 1’acide chlorhydrique
(HCI aqueux) IN, avec de I’eau puis séchée sur sulfate de magnésium et évaporée sous
pression réduite. Le solide obtenu est purifié sur gel de silice avec comme éluent comme

éluent un mélange CH,Cl,-cyclohexane (2/3, v/v).

O-(4-méthyl-2-nitrophényl)-N,N-diméthylthiocarbamate (75)
/
—N
>:s
O
NO,
Aspect: solide verdatre.
Rendement : 75%.
Point de fusion : 136-139°C.
Rf= 0,87 (CH,Cl,-cyclohexane (3/2, v/v)).
RMN 'H (CDCls, ppm) : 8= 7,92 (s, 1H), 7,47-7,44 (d, 1H), 7,15-7,11 (d, 1H), 3,46 (s, 3H),
3,39 (s, 3H), 2,44 (s, 3H).

RMN 2C (CDCls, ppm) : 6c= 186,21, 150,01, 144,98, 136,95, 135,04, 126,14, 125,82, 43,48,
39,01, 20,77.

Mode opératoire : réarrangement de Newmann-Kwart (composé 76)

Dans un ballon on introduit 10 mmoles (2,4 g) de O-phényl-diméthylthiocarbamate. Le ballon
est chauffé dans un bain métallique & 250°C pendant 10 minutes. Aprés retour a température
ambiante le solide obtenu est purifié¢ sur gel de silice avec comme €luent un mélange CH,Cl,-

cyclohexane (2/3, v/v).
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S-(4-méthyl-2-nitrophényl)-N,N-diméthylthiocarbamate (76)
/
—N
=0
S
NO,
Aspect: solide jaunatre.
Rendement : 76%.
Point de fusion : 93-96°C.
Rf= 0,56 (CH,Clp-cyclohexane (3/2, v/v)).
RMN 'H (CDCL, ppm) : 8y= 7,73 (s, 1H), 7,57-7,54 (d, 1H), 7,39-7,36 (d, 1H), 3,09-3,01 (br
d, 6H, en fait deux 2fois 3H).

RMN C (CDClL, ppm) : 8c= 164,69, 152,00, 140,92, 138,06, 132,95, 125,15, 120,62,
37,01(2C), 20,97.

Mode opératoire : N-acétylation

A 100 mmol du dérivé de I’aniline en solution dans CH,Cl, est ajouté 2 équivalents (200
mmol, 20,2 g) de EtzN. Aprés 5 minutes d’agitation 1,1 équivalents (110 mmol, 11,22 g)
d’anhydride acétique sont ajoutés goutte a goutte. Aprés 2 heures d’agitation a température
ambiante, la phase organique est lavée avec HCl 0,5 M, avec de 1’eau, séchée sur sulfate de
magnésium et enfin évaporée sous pression réduite. Le produit est recristallisé dans un

mélange acétate d’éthyle/cyclohexane.

N-acétyl-3-méthylaniline (78)

A

I=z

Aspect: solide blanc.
Rendement : 92%.
Rf= 0,44 (AcOEt-Cyclohexane, 1/4, v/v).
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RMN 'H (CDCl3, ppm) : 8i= 8,42 (br s, 1H, NH), 7,35 (s, 1H), 7,26-7,18 (m, 2H), 6,93-6,90
(d, 1H), 2,32 (s, 3H), 2,15 (s, 3H).

N-acétyl-2-iodo-5-méthylaniline (87)

v —(

Aspect: solide blanc.

Rendement : 89%.

Point de fusion : 152-154°C.

Rf= 0,46 (AcOEt/Cyclohexane, 2/3, v/v).

RMN 'H (CDCl;, ppm) : 84= 8,04 (s, 1H), 7,65-7,61 (d, 1H), 7,36 (br s, 1H, NH), 6,70-6,67
(d, 1H), 2,33 (s, 3H), 2,24 (s, 3H).

RMN "C (CDCls, ppm) : 8c= 172,10, 140,20, 139,52, 138,13, 126,94, 122,62, 96, 21,08,
20,70.

GCMS : m/z (%)= 275 (8), 233 (34), 148 (100), 43 (64).

N-acétylanthranilate de méthyle (92b)
MeO
>7 NH O
O

Aspect: solide blanc.

Rendement : 8§8%.

Point de fusion : 103-104°C.

RMN 'H (CDCls, ppm) : 8= 11,05 (br s, 1H, NH), 8,72-8,68 (d, 1H), 8,04-7,99 (d, 1H), 7,57-
7,50 (t, 1H), 7,10-7,04 (t, 1H), 3,92 (s, 3H), 2,24 (s, 3H).
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Acide N-acétylanthranilique (95)

HO
>—NH o

o)

Aspect: solide blanc.

Rendement : 80%.

Point de fusion : 180-182°C(Litt. 184-187°C Acrés Organics).

RMN 'H (CDCl;, ppm) : 8= 10,92 (br s, 1H, NH), 8,75-8,72 (d, 1H), 8,14-8,11 (d, 1H), 7,61-
7,58 (t, 1H), 7,16-7,10 (t, 1H), 2,27 (s, 3H).

N-acétyl-4-iodo-anthranilate de méthyle (97)

OY
NH

OMe

Aspect: solide rose.

Rendement : 83%.

Point de fusion : 133-134°C.

Rf= 0,33 (AcOEt-Cyclohexane, 1/4, v/v).

RMN 'H (CDCls, ppm) : 8= 10,97 (br s, 1H, NH), 8,52-8,48 (d, 1H), 8,33 (s, 1H), 7,82-7,77
(d, 1H), 3,93 (s, 3H), 2,21 (s, 3H).

RMN BC (CDCl;, ppm) : 8¢= 169,08, 167,49, 143,16, 141,21, 139,24, 122,21, 116,55, 84,80,
52,60, 25,52.

GCMS : m/z (%)= 319 (66), 277 (98), 245 (100), 63 (28), 43 (50).
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Mode opératoire : synthése du composé 79

A 30 mmol de N-acétyl-3-méthylaniline dissoutes dans 150 mL de THF anhydre est ajouté
1,12 équivalents (33,6 mmol, 7,47 g) de pentasulfure de phosphore (PsS1o) et 4 équivalents
(120 mmol, 10,08 g) d’hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO;). Le milieu réactionnel est
porté a reflux pendant 4 heures sous atmosphére inerte. Une fois revenu a température
ambiante le milieu réactionnel est versé sur 500 g de glace et quand celle-ci a entiérement
fondu le précipité est filtrée sur biichner et lavé a ’eau. Le solide est recristallisé dans un

mélange acétate d’éthyle/cyclohexane.

N-thioacétyl-3-méthylaniline (79)

A

Iz

Aspect: solide orangé.

Rendement : 50%.

Point de fusion : 69-71°C.

Rf= 0,56 (AcOEt-Cyclohexane, 1/1, v/v).

RMN 'H (CDCl;, ppm) : 8= 8,61 (br s, 1H, NH), 7,46 (s, 1H), 7,32-6,97 (m, 3H), 2,73 (s,
3H), 2,51 (s, 3H).

Mode opératoire : cyclisation de Jacobsen

A une solution de NaOH 1,5 M (150 mL) refroidie par un bain de glace sont ajoutées 12
mmol (1,98 g) de thioamide. Ensuite une solution fraichement préparée de K3Fe(CN)s (20%,
15 mL par gramme de thioamide) est ajoutée. Le milieu réactionnel est agité a température
ambiante pendant 72 heures. Ensuite la phase aqueuse est extraite par CH,Cl, et la phase
organique est lavée plusieurs fois & I’eau, séchée sur sulfate de magnésium et évaporée sous
pression réduite. Le résidu est purifié sur gel de silice avec comme éluent un mélange acétate

d’éthyle/cyclohexane (5/95, v/v). Nous obtenons un mélange de deux produits.
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2,7-diméthylbenzothiazole (majoritaire) (80)

o

N

RMN 'H (CDCls, ppm) : 8y= 7,81-7,74 (d, 1H), 7,39-7,33 (t, 1H), 7,15-7,12 (d, 1H), 2,85 (s,
3H), 2,53 (s, 3H).

2,5-diméthylbenzothiazole (minoritaire) (74)
N

\>7

S

RMN 'H (CDCls, ppm) : 8y= 7,74 (s, 1H), 7,69-7,66 (d, 1H), 7,15-7,12 (d, 1H), 2,81 (s, 3H),
2,48 (s, 3H).

Mode opératoire : synthése du composé 82a

A 0,5 mol (53,5 g) de p-Toluidine en solution dans 100 mL de benzéne anhydre refroidit par
un bain de glace est ajouté goutte a goutte 1 équivalent (0,5 mol, 51 g) d’anhydride acétique.
L’agitation est maintenue 16 heures a température ambiante. La solution hétérogéne est filtrée
sur biichner et le solide obtenu est lavé a 1’éther de pétrole. Le solide est recristallisé dans un

mélange AcOEt/ Cyclohexane.

N-acétyl-4-méthylaniline (82a)

Aspect: solide blanc.

Vo
Rendement : 90%.

Point de fusion : 149-153°C (Litt. 147-149°C)**.
RMN 'H (CDCl, ppm) : 8= 7,51 (br, 1H, NH), 7,37-7,33 (d, 2H), 7,10-7,06 (d, 2H), 2.28 (s,
3H), 2,12 (s, 3H).
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Mode opératoire : synthése du composé 82b

A 40 mL d’acide nitrique 80% a température ambiante sont ajoutés par portion 67 mmol (9,98
g) de N-acétylparatoluidine. Apres 20 minutes d’agitation 300mL d’eau glacée sont ajoutées
et le milieu réactionnel filtré sur biichner. Le solide est lavé plusieurs fois & ’eau et

recristallisé dans 1’éthanol 95%.

N-acétyl-4-méthyl-2-nitroaniline (82b)

-

NH

NO,
Aspect: solide jaune.

Rendement : 70%.

Point de fusion : 95-98°C (Litt. 91-92°C)"*’.

Rf= 0,40 (CHoCL).

IR: v= 3355 (NH), 1709 (C=0), 1509, 1344 cm™ (NO,).

RMN 'H (CDCl;, ppm) : 8= 10,16 (br, 1H, NH), 8,59-8,55 (d, 1H), 7,96 (s, 1H), 7,43-7,39
(d, 1H), 2,34 (s, 3H), 2,23 (s, 3H).

RMN C (CDCls, ppm) : 8c= 168,82, 137,12, 136,65, 133,36, 132,28, 125,32, 122,03, 25,38,
20,38

GCMS : m/z (%)= 194 (20), 152 (100), 106 (46), 77 (26), 43 (80).

Mode opératoire : synthése du composé 82

Dans un ballon contenant 4,5 mL d’eau et 27 mL d’éthanol 3g (0,053 mol) de KOH sont

ajoutés. A température ambiante 0,5 équivalent (0,027 mol, 4 g) de N-acétyl-2-
nitroparatoluidine sont mis en réaction par portion. Ensuite le milieu réactionnel est porté a
reflux pendant 1 heure, une fois celui-ci revenu 4 température ambiante S0 mL d’eau sont
ajoutés. Le milieu réactionnel est alors filtré sur biichner et le solide lavé plusieurs fois &

I’eau. Le solide est recristallisé dans 1’éthanol 95%.
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4-méthyl-2-nitroaniline (82)
NH,

NO,
Aspect: solide rouge-orangg.
Rendement : 91%.
Point de fusion : 119-122°C (Litt. 114-115°C)'%.
R= 0,71 (CH,Cl).
IR: v=3468/3341 (NHy), 1636, 1593, 1511/1245 cm™ (NOy).
RMN 'H (CDCls, ppm) : 8y= 7,92 (s, 1H), 7,21-7,17 (d, 1H), 6,74-6,71 (d, 1H), 5,92 (br, 2H,
NH,), 2,27 (s,3H).
RMN "C (CDCl;, ppm) : 8¢= 142,61, 137,10, 131,96, 126,61, 125,29, 118,68, 20,00.
GCMS : m/z (%)= 152 (100), 122 (4), 106 (56), 94 (12), 77(62).

Mode opératoire : synthése du composé 84

A 10 mmol (1,94 g) de 5-méthyl-1-nitro-2-thiocyanobenzéne (83) en solution dans 75 mL de
THF anhydre refroidit par un bain de glace sont ajoutés par portion 5 équivalents (50 mmol,
1,9 g) de LiAlH4. Le mélange réactionnel est agité 3 heures a reflux, puis aprés étre revenu a
température ambiante refroidit par un bain de glace et les hydrures sont traités par ajout
goutte a goutte d’une solution d’acide tartrique 1N. Aprés avoir ajouté 300 mL d’eau, la phase
aqueuse est extraite avec de I’acétate d’éthyle. La phase organique est ensuite lavée plusieurs
fois a I’eau, séchée sur sulfate de magnésium et évaporée sous pression réduite. Le thiol

obtenu s’est rapidement oxydé en son disulfure correspondant.

3

NH,

Aspect: solide rouge-orange¢.
Rendement : 50%.

RMN 'H (CDCls, ppm) : 8y= 7,07-7,04 (d, 1H), 6,54 (s, 1H), 6,44-6,40 (d, 1H), 4,00 (br, 2H,
NHb), 2,25 (s,3H).

GC-MS : nv/z= 276.
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Mode opératoire : synthése du composé 86

A 3,8 mmol (0,99 g) de 4-iodo-3-nitrotoluéne dissoutes dans 30 mL d’éthanol a 95% sont

ajoutés 4 équivalents (15,2 mmol, 2,65 g) de dithionite de sodium (Na;S,0y). Le milieu
réactionnel est porté a reflux pendant 4 heures et une fois revenu a température ambiante il est
¢vaporé sous pression réduite. Le résidu est repris dans CH,Cl,. La phase organique est lavée
a I’eau, séchée sur sulfate de magnésium et évaporée sous pression réduite. L’amine obtenue

sera mise en réaction sans purification supplémentaire.

2-iodo-5-méthylaniline (86)

Aspect: huile rouge-orangé.

Rendement : 60%.

Rf= 0,75 (AcOEt/Cycloxexane, 2/3, v/v).

RMN 'H (CDCl, ppm) : 6y= 8,04 (s, 1H), 7,52-7,49 (d, 1H), 7,45-7,42 (d, 1H), 2,47 (s, 3H).

Mode opératoire : synthése du composé 74

Sous argon a 0,18 mmol (50 mg) de 87 en solution dans du toluéne (2 mL) anhydre est ajouté
1 équivalent du réactif de Lawesson (0,18 mmol, 80 mg). Le milieu réactionnel est chauffé a
80°C pendant 2 heures. Une fois revenu a température ambiante le milieu réactionnel est filtré
puis le solvant est évaporé sous pression réduite. Les analyses sont effectuées sur le produit
brut.
2,5-diméthylbenzothiazole (74)

N

\>_

Aspect: huile rouge-orangé.

Rendement : 50%.

RMN 'H (CDCl;, ppm) : 8= 7,74 (s, 1H), 7,69-7,66 (d, 1H), 7,15-7,12 (d, 1H), 2,81 (s, 3H),
2,48 (s, 3H).
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Mode opératoire : synthése du composé 94

A 30 mmol (5,43 g) d’acide 2-méthyl-3-nitrobenzoique en solution dans 100 mL de MeOH

sont ajoutés & température ambiante 1,05 équivalents de SOCL,. Le mélange réactionnel est
porté a reflux pendant 3 heures, puis une fois revenu a temperature ambiante il est évaporé
sous pression réduite. Le résidu est repris dans CH,Cl, et la phase organique est lavée
plusieurs fois a I’eau, séchée sur sulfate de magnésium et évaporée sous pression réduite.

L’ester est mis en réaction sans purification particuliére.
2-méthyl-3-nitrobenzoate de méthyle (94)

O5N
OMe

Aspect: solide beige.

Rendement : 79%.

Point de fusion : 70-73°C (Litt. 66°C)"*.

Rf= 0,76 (AcOEt-Cyclohexane, 1/1, v/v), Rf= 0,52 (AcOEt-Cyclohexane, 1/4, v/v).

RMN 'H (CDCl;, ppm) : 6= 8,00-7,97 (d, 1H), 7,86-7,82 (d, 1H), 7,41-7,35 (t, 1H), 3,94
(s,3H), 2,62 (s,3H).

RMN "C (CDCl3, ppm) : 8c= 166,82, 133,56, 133,34, 133,02, 126,66, 126,37, 52,57, 16,14.
GCMS : m/z (%)= 195 (30), 164 (72), 91 (100).

Mode opératoire : synthése du composé 100

A 15 mmol (2,93 g) de 3-nitro-2-méthyl-benzoate de méthyle en solution dans 75 mL de Et,O
anhydre refroidit par un bain de glace sont ajoutés par portion 2 équivalents (30 mmol, 1,14g).
de LiAlHs. Le mélange réactionnel est agité 2 heures a température ambiante, puis refroidit
par un bain de glace et les hydrures sont traités par ajout goutte a goutte d’une solution 1N
d’acide tartrique. La phase organique est ensuite lavée plusieurs fois & 1’eau, séchée sur
sulfate de magnésium et évaporée sous pression réduite. L’alcool obtenu sera mis en réaction

sans purification particulicre.
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Alcool 2-méthyl-3-nitrobenzylique (100)

O.N
2 OH

Aspect: solide orange.

Rendement : 60%.

Point de fusion : 56-59°C.

Rf= 0,42 (AcOEt-Cyclohexane, 1/1, v/v).

RMN 'H (CDCls, ppm) : 8= 7,74-7,70 (d, 1H), 7,67-7,64 (d, 1H), 7,37-7,30 (t, 1H), 4,78 (s,
2H), 2,45 (s, 3H).

GCMS : m/z (%)= 167 (6), 150 (42), 132 (100).

Mode opératoire : synthése du composé 98

A 10 mmol (1,67g) d’alcool 3-nitro-2-nitro-benzylique dissoutes dans 25 mL de CH,Cl,
refroidi par un bain de glace est ajouté 1 équivalent de PCC. Le mélange réactionnel est agité
deux heures a température ambiante, dilué avec Et,O puis filtré sur célite. La phase organique

est évaporée sous pression réduite et est mis en réaction sans purification supplémentaire.

Préparation du pcc: 0,25 mol de trioxyde de chrome est ajoutée sous forte agitation a 46 mL

d’une solution de HC1 6M. Apres 3 minutes le mélange réactionnel est refroidit par un bain de
glace et 1 équivalent de pyridine est ajouté goutte a goutte sur une période de 10 minutes. Le
chlorochromate de pyridine est filtré sur biichner et séché pendant une heure sur pentaoxyde
de phosphore et sous pression réduite. Le PCC est mis en réaction sans purification

particuliére.

Aldéhyde 2-méthyl-3-nitrobenzoique (98)

O,N

Aspect: solide jaune clair.
Rendement : 90%.
Point de fusion : 53-57°C.
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Rf= 0,36 (AcOEt-Cyclohexane, 1/4, v/v).

RMN 'H (CDCls, ppm): 8= 10,42 (s, 1H), 8,07-8,03 (d, 1H), 7,98-7,95 (d, 1H), 7,55-7,49 (t,
1H), 2,77 (s, 3H).

GCMS : m/z (%)= 165 (15), 148 (21), 91 (70), 65 (100).

Mode opératoire : synthése du composé 99

A 50 mmol (7,55 g) d’anthranilate de méthyle en suspension dans 62,5 mL d’eau est ajouté 5
mL d’acide chlorhydrique concentré. La solution est amenée & 20°C. Une solution de chlorure
d’iode est préparée en ajoutant un équivalent (50 mmol, 8,13 g) de chlorure d’iode (I-Cl) a
une solution contenant 9 mL d’acide chlorhydrique concentré et 31,25 mL d’eau. Cette
solution est amenée a 5°C en ajoutant de la glace. La solution de I-Cl est rapidement ajoutée a
la solution d’anthranilate de méthyle. Le milieu réactionnel est agité une heure a température
ambiante et est filtré. Le solide est lavé plusieurs fois avec de I’eau froide et est recristallisé

dans un mélange acétate d’éthyle/cyclohexane.

4-iodoanthranilate de méthyle (99)
NH>

OMe

Aspect: solide marron.

Rendement : 77%.

Point de fusion : 184-186°C.

Rf= 0,52 (AcOEt-Cyclohexane, 1/4, v/v).
GCMS : m/z (%)= 277 (100), 245 (73), 150 (3).

Mode opératoire : synthése du composé 102

Sous argon, a -20°C, a 5 mmol (1,59g) de N-acétyl-4-iodo-anthranilate de méthyle dans 10
mL de THF anhydre est ajouté goutte a goutte 1,1 équivalents (5,5 mmol) de bromure
d’isopropylmagésium en solution dans Et;O anhydre. Aprés 1 heure & -20°C est ajouté 1,5
équivalents (7,5 mmol, 1,24 g) d’aldéhyde 2-méthyl-3-nitrobenzoique en solution dans du
THF anhydre. Le milieu réactionnel est amené & température ambiante sur un période de 45
minutes. La réaction est terminée par I’ajout de 5 mL de MeOH. Ensuite le milieu réactionnel

est décomposé sur 25 mL d’eau et la phase aqueuse extraite avec AcOEt. La phase organique
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est lavée a I’eau, séchée sur sulfate de magnésium et évaporée sous pression réduite. Le résidu

est purifié sur gel de silice avec comme éluent un mélange AcOEt-Cyclohexane (3/7, v/v).

Préparation du bromure d’isopropyimagésium :

Sous argon, a 450 mmol (10,8 g) de tournures de magnésium en suspension dans 50 mL de
Et;0 anhydre est ajouté goutte & goutte 0,33 équivalent (150 mmol, 18,5 g) de 2-
bromopropane en solution dans 200 mL de Et,0 anhydre. Dés que Et,O se trouble et qu’il se
produit un léger reflux, un cristal de diiode est ajouté. Aprés I’ajout de 2-bromopropane
’agitation est maintenu 2 heures a température ambiante. La concentration de la réaction est
déterminée par la méthode de Paquette. (Lin, H. S.; Paquette, L. Synth. Commun. 1994, 24,
2503.)

N-acétyl-5-[(2’-méthyl-3’-nitrophényl)(hydroxy)méthyl)anthranilate de méthyle (102)

O

H
L1 o
OMe
O5N

OH O
Aspect: solide blanc.

Rendement : 15%. ‘
RMN 'H (CDCl3, ppm): 8= 10,40 (br s, 1H), 8,91-8,87 (d, 1H), 8.45-8,38 (m, 2H), 7,90-7,79
(m, 3H), 3,97 (s, 3H), 2,31 (s, 3H), 2,21 (s, 3H).
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GSBB

o)
RMN 'H (D0, ppm): 8y= 7,87-7,60 (m, 9H), 4,53 (m, 1H, Cyso), 3,97 (s, 2H, CH,
benzylique), 3,84-3,82 (m, 3H, Glua + Glya), 3,10-32,92 (m, 2H, Cysp), 2,57 (t, Gluy), 2,22
(m, 2H, Glup).
RMN C (D,0, ppm): 5c= 200,48, 174,83, 173, 99, 171,83, 144,32, 136,92, 135,74, 133,53,
130,92, 130,28, 129,05, 128,63, 54,22, 53,03, 43,44, 35,51, 32,75, 31,52, 26,31.
MALDI-TOF : 502 (M+H).
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Abstraet: New photoactivatable analogues of glutathione disulfide
(GS5G) bearing new benzophenone-like photophores were synthe-
sized by using an improved coupling reaction.

Key words: glutathione disulfide, photoaffinity labeling, ben-
zophenone, heterocycles

Photoaffinity labeling (PAL) is a frequently used tech-
nique for studying the interactions of biologically active
molecules. A photolabile analogue of the compound un-
der investigation, which is stable in the dark, is converted
by illumination into a reactive intermediate. This, by
forming a covalent bond, stabilizes the interaction based
on biological affinity.

Many authors are interested in the study of apoptosis. The
apoptotic process is a genetically controlled programmed
cell death and is often deficient in cancer cells. In the lit-
erature there is a great number of reports on pro- or anti-
apoptotic enzymes, which have glutathione in its reduced
form (GSH) as substrate.! Most of these studies? are led
using the PAL technique. Indeed it is known that GSH
plays an important role in apoptosis.® Recently, Filomeni
et al.* showed that the oxidized form of GSH (GSSG@G) in-
duces also apoptosis. In mammalian cells, less than about
0.2% of the total GSH occurs as GSSG. Oxidation of GSH
to form GSSG is carried out either by direct interaction
with free radicals, or more often, when GSH acts as a co-
factor for antioxidant enzymes such as GSH peroxidases
during the reduction of H,0,. GSSG is also formed when
glutaredoxin reductase uses GSH to reduce the disulfide
bond in glutaredoxin.

To the best of our knowledge, the only reference reporting
a GSSG photoactivatable analogue was reported in 1991
by D’Silva et al.®> They have proposed the synthesis of
N,N’-bis-(4-azidobenzoyl)glutathione disulfide (Figure 1)
in 35% yield by coupling p-azidobenzoyl chloride on
GSSG in the presence of 4-(N.N-dimethylamino)pyridine
(DMAP) in a mixture aqueous NaOH-dioxane. This bi-
functional aryl azide derivative of GSSG was used to
study yeast glutathione reductase.®

We decided to investigate the role of GSSG in apoptosis.
Indeed, cancer cells study’ is the topic of intense current
interest in our laboratory.
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Figure 1  The structure of N,N’-bis(4-azidobenzoyl)glutathione di-
sulfide.

In this paper we report the synthesis of new photoactivat-
able probes (Figure 2) using GSSG as starting material.
We have chosen to synthesize analogues of GSSG bearing
a benzophenone-like moiety as photoactivatable group.
Indeed the benzophenone photophore?® has been described
as being among the most efficient group for labeling re-
ceptors and enzymes. Moreover, attention is increasingly
focused on heterocyclic analogues (thiophene, pyrrole) of
the benzophenone moiety.’

We report here the synthesis of three new photophores
and their use in the preparation of several photoactivatable
probes.

The new photophores were prepared by coupling the mo-
noester of terephthalic acyl chloride on the thiophene or
pytrole ring using a Friedel-Crafts reaction in the pres-
ence of AICL; as catalyst (Scheme 1). Esters la—c were
obtained in poor to good yields (Table 1) after chromato-
graphic purification. They were hydrolyzed under basic
medium to give the corresponding acids 2a—c in moderate
to good yields (Table 1). Those compounds were activat-
ed before their coupling to GSSG, as we will discuss later.

(0]

OR 77 OH
X~ il X
X ] 5 - 0

1a—c 2n¢

Scheme 1 Reagents and conditions: (i) monoester terephthalic acid,
SOCl,, reflux, 2 b; (ii) AIC1,, CH,CL,, r.t.; (iti) KOH (5 equiv), appro-
priate alcohol, r.t., overnight.

Two other compounds were also used to form GSSG
probes. Acid 2d is commercially available. Acid 2e was
prepared according to the literature procedure!” in a three-

Z1350588S.fm, 11/23/05
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X=8,Y=CH=CH (a)

X =NH, ¥Y=CH=CH (b)
X =N-Ms, Y = CH=CH (¢)
X =Y =CH=CH (d)
X=CH=CH,Y =S (e)

Figure 2 The structures of new photoactivatable analogues of GSSG.

Table1 Preparation of Esters 1 and Acids 2

Entry X Esters 1 (%) Acids 2 (%)
a S 94 90
b NH 17 88
¢ NMe 23 91

step synthesis from 2-bromothiophene. It should be noted
that 2e has not yet been used for its possible photophoric
properties.

The low yield reported by D’Silva et al.” prompted us to
investigate other methods and more effective reagents for
the N-acylation of GSSG. Among the activating groups
usually employed in peptide chemistry,!! the N-oxysuc-
cinimidyl group was well suited to our purpose.

o
4
Sa , B o\N/K
Y ot '/ N\ v ;,
o (o] X (o) c’C)

2a-¢

3a, 83%
X=8,Y=CH=CH (a) 3b, 85%
X =NH, Y = CH=GH (b) 3¢, 80%
X = N-Me, Y = CH=CH {g) 3d, 88%
X =Y = CH=CH (d) 3e, 80%
X=CH=CH, Y=§ (g)

Scheme 2 Reagenis and conditions: (i) NHS, DCC, THF, 0 °C,
overnight.

Acids 2a—e were activated by action of N-hydroxysuccin-
imide (NHS) in the presence of dicyclohexylcarbodiimide
(DCC) as shown in Scheme 2. As expected, the targeted
N-oxysuccinimidyl esters 3a—e were obtained in good
vields after filtration of the dicyclohexylurea (DCU)
formed during the reaction. It should be noted that 3a—e
were always contaminated with DCU. This impurity was
eliminated during the purification of the coupling step.

In the last step (Scheme 3), the coupling reactions with
GSSG were carried out in a mixture of MeCN-water (3:1)

Synthesis 2005, No. 1, 1-5 ® Thieme Stuttgart - New York

in the presence of 6 equivalents of Et,N for 36 hours. Pu-
rification on silica gel yielded the expected analogues 4a—
e in good yields. These compounds were fully character-
ized by NMR and mass spectra. It may be noticed that
some signals of the GSSG backbone are missing in the 3C
NMR spectra (see experimental section). However these
results are similar to those reported by Gartner et. al.'?

The ultraviolet absorption spectra of 2a—e and 4a—e were
measured in 0.05 M NaOH. In comparison with the refer-
ence acid 2d, we observed a bathochromic shift for all the
other acids. (Table 2) Acid 2b had the highest absorption
maximum at 316 nm. Concerning the probes 4a—e
(Table 1), 4b and 4e had absorption wavelengths higher
than 300 nm, i.e. at 319 nm and 307 nm, respectively. It
may be noticed that 4¢ showed another absorption maxi-
mum at 316 nm but with a lower intensity (¢ = 16810).
These different absorption maxima are very interesting
because the photoaffinity labeling can be performed at
wavelengths, which are non-destructive for biological
systems.

In conclusion, the synthesis of new photoactivatable ana-
logues of GSSG as well as the synthesis of new chro-
mophores have been accomplished. As expected, three of
the new photoactivatable analogues of GSSG exhibit
promising photochemical properties. This makes them
good photolabeling reagents for GSSG utilizing systems.
Moreover, the coupling reaction, which is simple and ef-

Table2 Ultraviolet Absorption of Acids 2 and GSSG Analogues 4

Entry Acids 2 g Probes 4 g
P e

a 300 15330 268 19680

b 316 20100 319 21810

c 315 18290 259 22830

d 263 45620 264 34580

e 304 27630 307 29220

*InL mol' cm™.
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Scheme 3  Reagents and conditions: (i) 3a—e, E6N (6 equiv), H,0.MeCN, r.t., 36 h

ficient, proceeds in partially aqueous solution under mild
conditions and is expected to be quite general for the syn-
thesis of a wide range of GSSG photoactivatable ana-
logues.

4-Benzaylbenzoic acid was purchased from Acros. Melting points
were determined on a Smart SMP3 melting point apparatus and are
uncorrected. 'H and '3C spectra were recorded on a AC Bruker 250
MHz specturometer in CDCl; or DMSO-d. Mass spectra measure-
ments were performed on a Hewlet-Packard 5971 A GC-MS spec-
trometer. MALDI spectra were recorded on a system equipped with
a pulsed nitrogen laser (337 nm), operating in positive-ion reflector
mode, using 19 kV acceleration voltage and a matrix of a-cyano—4-
hydroxycinnamic acid.

Esters 1; General Procedure!?

The appropriate monoalkylterephthalate was refluxed in SOCI,
with two drops of DMF until a homogeneous solution was obtained.
The excess SOCI, was then removed by evaporation under reduced
pressure leaving crude acyl chloride, which was not further purified.

A solution of appropriate acyl chloride (10 mmol) in anhyd CH,Cl,
(15mL) was added dropwise at r.t. over 10 min to a stirred mixture
of the appropriate pyrrole (10 mmol) and anhyd AICl, (1.60 g, 12
mmol) in the same solvent. After being stirred at r.t. for 30 min, the
reaction mixture was quenched with ice and sat. aq NaHCO; (15
mL). The organic phase was separated and combined with the
CHCI, extracts (2 x 15 mL) of the aqueous phase. The combined or-
ganic phases were washed with H,0, dried over MgSO,, and evap-
orated under reduced pressure. The crude residue was
chromatographed on silica gel column, with EtOAc-cyclohexane
(5:95) as eluent.

In the case of thiophene, the acyl chloride was mixed with anhyd
AICL; in anhyd CH,Cl, and thiophene (0.84 g, 10 mmoly was slowly
added. After being stirred at r.t. for 1.5 h, the reaction mixture was
quenched with ice and 1 M tartaric acid (15 mL).

Methyl 4-(2-Thienylcarbonyl)benzoate (1a)

Mp 143-146 °C.

IR (neat): 2361, 1717 (C=0), 1623 (C=0), 1409, 1280 cm™.
'HNMR (250 MHz, CDCl;): 6=8.14-8.18 (d, 7=8Hz, 2 H), 7.88—
7.91(d,J=8Hz, 2 H), 7.65-7.77 (d, J = 6.75 Hz, 1 H), 7.62-7.63
(d.J=4.75Hz, 1 H), 7.16-7.19 (1, J = 4.3 Hz, 1 H), 3.96 (s, 3 H).
13C NMR (62.5 MHz, CDCl,): 3 = 186.45, 166.22, 143.17, 141.79,
135.15, 133.14, 129.65, 129.07, 128.13, 52.42.

GC-MS: m/z (%) = 246 (28), 231 (1), 215 (11), 187 (10), 163 (12),
111 (100), 83 (7).

Ethyl 4-(1H-Pyrrole-2-carbonyl)benzoate (1b)
Mp 79-82 °C.

'"H NMR (250 MHz, CDCL,): § = 9.76 (br s, | H), 8.14-8.17 (d, J =
8 Hz,2 H), 7.92-7.95 (d,J =8 Hz, 2 H), 7.19 (s, 1 H), 6.87 (s, L H),
6.37 (s, 1 H), 438-4.47 (q, J = 5.4 Hz, 2 H), 1.40-1.45 (t, J = 4.75
Hz, 3 H).

"*C NMR (62.5 MHz, CDCLy): § = 183.95, 165.93, 141.93, 133.18,
130.95, 130.06, 129.51, 119.86, 111.36, 61.35, 14.29.

GC-MS: miz (%) = 243 (52), 214 (10), 198 (29), 170 (61), 149 (4),
94 (100), 66 (21), 45 (1).

Ethyl 4-(1-Methyl-1H-pyrrole-2-carbonyl)benzoate (1¢)
Mp 67-69 °C.

'H NMR (250 MHz, CDCL,): § = 8.11-8.14 (d, J = 8.5 Hz, 2 H),
7.81-7.84 (d, J =8.5 Hz, 2 H), 6.95 (s, | H), 6.69-6.71 (d, J=5.75
Hz,1H),6.15-6.18 (d, J=6.75 Hz, 1 H), 4.37-4.46 (g,J = 5.38 Hz,
2 H),4.05 (s, 3H), 1.39-1.45 (t, J = 4.83 Hz, 3 H).

13C NMR (62.5 MHz, CDCL,): 6 = 185.09, 165.31, 143.39, 132.52,
130.06, 129.09, 128.71, 123.15, 108.27, 61.11, 37.29, 14.13.

GC-MS: mfz (%) = 257 (37), 228 (49), 212 (37), 184 (100), 108
“47).

Acids 2; General Procedure'#

Esters 1 (5 mmol) were dissolved in the appropriate anhyd alcohol
(20 mL). KOH (1.4 g, 25 mmol) was added to the solution and the
mixmure was stirred at r.t. overnight. The solvent was removed under
reduced pressure and the residue was dissolved in 1 M HCI (30 mL).
The solution was then extracted with CH,Cl, (2 X 20 mL). The com-
bined organic phase was washed with H,0 (2 X 20 mL), dried over
MgS0, and removed under reduced pressure.

4-(2-Thienylcarbonyl)benzoic Acid (2a)
Mp 200 °C.

IR (neat): 3100-2359 (br, OH), 1700 (C=0), 1627 (C=0), 1413,
1278 cm™.

'HNMR (250 MHz, CDCl; + DMSO-d;): 5 =8.23-8.26 (d, /= 8.25
Hz,2H),7.92-796(d, J=8.25Hz, 2 H), 7.77-7.79(d,J = 5.75 Hz,
L H),7.64 (d, J=4.75Hz, 1 H), 7.19 (1, /=4 Hz, 1 H).

'3C NMR (62.5 MHz, CDCl, + DMSO-d,): § = 185.05, 164.91,
140.80, 139.24,133.95, 133.78, 132.22, 127.67, 127.51, 126.93.

UV-Vis: &, (€) = 271 (14500), 300 (15330) nm.

4-(1H-Pyrrole-2-carbonyl)benzoic Acid (2b)
Mp 190-192 °C.

Synthesis 2005, No. 1, 1 -5 @ Thieme Stuttgart - New York
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'HNMR (250 MHz, CDCl,): 3 = 10.64 (br s, 1 Hj, 8.08-8.11 (d,J
=7.75Hz, 2 H),7.83-7.86 (d, J=7.75 Hz, 2 H), 7.12 (s, 1 H), 6.79
(s, 1 H), 6.26 (s, 1 H).

'3C NMR (62.5 MHz, CDCl;): & = 183.94, 167.79, 141.99, 13333,
130.78, 129.53,129.53, 128.48, 119.91, 110.78.

UV-Vis: Ay, (€) = 255.5 (11730), 316.5 (20100) nm.

4-(1-Methyl-1H-pyrrole-2-carbonyl)benzoic Acid 2c)
Mp 193-195 °C.

'H NMR (250 MHz, CDCl, + DMSO-d;): $=8.18-8.21 (d,/=8.25
Hz, 2 H), 7.85-7.88 (d, J=8.25Hz, 2 H), 6.97 (s, 1 H), 6.72 (s, 1
H), 6.,19 (s, 1 H), 4.06 (s, 3 H).

*C NMR (62.5 MHz, CDCL, + DMSO-dg): 8 = 184.44, 166.97,
142.76, 133.93, 129.39, 128.83, 128.69, 128.05, 122.58, 107.78,
36.67.

UV=Vis: A, (€) = 255.5 (11220, 315 (18290) nm.

N-Hydroxysuceinidimyl Esters 3, General Procedure!

A solution of acid 2 (1 mmol) and N-hydroxysuceinimide (115 mg,
1 mmol) in anhyd THF (2 mL) was cooled to 0 °C. DCC (216 mg,
1.05 mmol) was added and stirring was continued at this tempera-
ture for 4 h. The reaction mixwure was allowed to stand overnight in
arefrigerator and then filtered. The solution was concentrated under
reduced pressure. The residue was triturated in Et,0-light petro-
leum (1:1), filtered out, and then dried in vacuo to afford the expect-
ed compound.

Compounds 3a-e were always contaminated with DCU.

N-Hydroxysuccinimidyl-4-(2-thienylcarbonyl)benzoate (3a)
Mp 193-195 °C.

'H NMR (250 MHz, CDCly): 8 = 8.25-8.29 (d, 7 = 8.5 Hz, 2 HJ,
7.97-7.93 (d, J = 8.5 Hz, 2 H), 7.79-7.81 (d, J = 6 Hz, 1 H), 7.61—
7.62(d,J=4.25Hz, 1 H), 7.18-7.22 (t, J = 4.63 Hz, 1 H), 2.94 (s,
4 H).

3C NMR (62.5 MHz, CDCly): 3 = 186.99, 168.96, 162.03, 143 58,
142.89, 135.38, 135.35, 130.65, 129.21, 128.31, 128.04, 25.61.

N-Hydroxysuccinimidyl-4-(1H-pyrrole-2-carbonyl)benzoate
(3b)
Mp 162-165 °C.

'H NMR (250 MHz, CDCLy): 5 = 9.78 (br, 1 H), 8.24-827 (d, J =
8.25 Hz, 2 H), 7.97-8.00 (d, J = 8.25 Hz, 2 H), 7.21 (s, 1 H), 6.85
(s, 1 H), 6.38 (s, 1 H), 2.94 (s, 4 H).

13C NMR (62.5 MHz, CDCl,): & = 183.33, 169.11, 161.30, 143.76,
130.54, 129.10, 127.63, 126.47, 120.35, 111.56.

N-Hydroxysuccinimidyl-4-(1-methyl-1H-pyrrole-2-carbon-
yl)benzoate (3c)
Mp 202-204 °C.

'H NMR (250 MHz, CDCL,): & = 8.21-8.25 (d, J = 8.5 Hz, 2 H),
7.87-7.91 (d, J =85 Hz, 2 H), 6.98 (s, | H), 6.67—6.68 (d, J =3.75
Hz, 1H),6.17-6.20(d, J=6.75 Hz, 1 H), 4.07 (s, 3 H),2.94 (s, 4 H).

3C NMR (62.5 MHz, CDCl,): 5 = 184.55, 168.08, 160.84, 145 .54,
132.49, 130.83, 130.36, 129.81, 127.16, 123.61, 108.72, 37.53,
25.69.

N-Hydroxysuccinimidyl-4-benzoylbenzoate (3d)

Mp 195-198 °C.

'HNMR (CDCl,): 6 = R.24-8 28 (d, J= 8 Hz, 2 H), 7.88-7.91 (d, J
=8 Hz, 2 H), 7.78-7.82 (d, J = 6.75 Hz, 2 H), 7.61-7.67 (m, 1 H),
7.49-7.54 (m, 2 H), 2.94 (s, 4 H).
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>C NMR (62.5 MHz, CDCLy): § = 195.46, 168.96, 161.18, 142.98,
136.48, 133.19, 130.45, 130.07, 129.92, 128.53, 128.01, 25.63.

N-Hydroxysuccinimidyl-5-benzoylthiophene-2-carboxylate
(3e)

Mp 137-139 °C.

'H NMR (CDCLy): 5 = 8.01-8.02 (4, J = 425 Hz, 1 H), 7.87-7.90
(d, J=7.5 Hz, 2 H), 7.63-7.68 (m, 2 H), 7.51-7.57 (m, 2 H), 2.92
(8,4 H).

3C NMR (62.5 MHz, CDCL,): 5 = 168.73, 136.81, 136.01, 133.53,
133.25,129.34,128.72.

GSSG Analogues 4; General Procedure
N-Hydroxysuccinidimyl esters 3 (1 equiv) were added atr.t. to a so-
lution of GSSG (10 mg, 0.016 mmol) in a solution of MeCN (0.3
mL) and H,0 (0.1 mL) in the presence of Et;N (0.013 mL, 6 equiv).
The reaction mixture was then stirred at r.t. for 36 h and concentrat-
ed under reduced pressure. The crude residue was chromatographed
on silica gel column, with MeCN-H,0 (9:1) as eluent.

N,N’-Bis[4-(2-thienylcarbonyl)benzoyl]glutathione Disulfide
(4a)
Yield: 80%; mp 230 °C (decomp.).

'H NMR (250 MHz, D,0): § = 7.92-7.95 (in, 4 H), 7.78-7.82 (m,
10 H}, 7.63-7.66 (m, 4 H), 4.77 (1, 2 H, Cysa), 4.49 (t, 2 H, Glua),
3.77 (s, 4 H, Glya), 3.28 (dd, 2 H, CysB)), 2.96 (dd, 2 H, Cysp,),
2.58 (m, 4 H, Gluy), 2.40 (m, 2 H, Glup,), 2.20 (m, 2 H, Glup,).

13C NMR (62.5 MHz, D,0): 6 =190.24, 17557, 171.93, 162.25,
145.51, 145.06, 136.37, 136.12, 133.52, 130.28, 129.54, 128.69,
52.53,38.70, 31.83, 27.09 (some peaks were not observed).

MS (MALDI-TOF): m/z = 1063 [M + Nal*.
UV-Vis: A, (2) =268 (19680), 292 (16790) nm.

N,N’-Bis[4-(1H-pyrrole-2-carbonyl)benzoyl]glutathione Disul-
fide (4b)
Yield: 80%; mp 239 °C (decomp.).

'H NMR (250 MHz, D,0): § = 7.79 (m, 8 H), 7.39 (m, 2 H), 6.90
(m,2 H), 6.42 (m, 2 H), 4.75 (t, 2 H, Cysa), 4.42 (t, 2 H, Glua), 3.79
(s, 4 H, Glye), 3.35 (dd, 2 H, CysB,), 2.96 (dd, 2 H, CysB,), 2.54 (m,
4 H, Gluy), 2.36 (m, 2 H, GluB)), 2.15 (m, 2 H, Glup,).

3C NMR (62.5 MHz, D,0): 6 = 185.72, 175.67, 171.83, 168.99,
140.50, 136.49, 130.16, 129.07, 128.65, 127.29, 122.59, 11147,
52.47,38.44, 31.87, 26.97 (some peaks were not observed).

MS (MALDI-TOF): m/z = 1007 [M + HT*, 1029 [M + Nal*.
UV-Vis: &, (8} =255.5 (18800), 319.5 (21810) nm.

N,N’-Bis-[4-(1-methyl-1H-pyrrole-2-carbenyl)benzoyl]glu-
tathione Disulfide (4c)
Yield: 77%; mp 220 °C (decomp.).

‘H NMR (250 MHz, D,0): 5 = 7.86-7.89 (d, 4 H), 7.73-7.76 (4, 4
H), 7.24 (s, 2 H), 6.80 (5, 2 H), 6.25 (s, 2 H), 4.75 (t, 2 H, Cysa),
4.42 (1, 2 H, Glua), 3.97 (s, 6 H), 3.71 (s, 4 H, Glya), 3.23 (dd, 2 H,
CysB,), 2.96 (dd, 2 H, CysB,), 2.54 (m, 4 H, Gluy), 2.36 (m, 2 H,
Giuf,), 2.15 (m, 2 H, Gluf,).

3C NMR (62.5 MHz, D,0): 6 = 186.54, 175.67, 171 .86, 168.83,
141.85, 136.15, 134.72, 129.63, 129.19, 127.10, 125.69, 109.02,
52.49, 46.69, 38.45, 36.86, 31.84, 27.09 (some peaks were not ob-
served).

MS (MALDI-TOF}: m/z = 1037 [M + Nal*.

UV-Vis: Ay, (€) =259 (22830), 316 (16810) nm.
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N,N’-Bis-(4-benzoylbenzoyl)glutathione Disulfide (4d)
Yield: 85%; mp 240 °C (decomp.).

'H NMR (250 MHz, D,0): & = 7.92-7.95 (m, 4 H), 7.78-7.82 (mn,
10 H), 7.63-7.66 (m, 4 H), 4.77 (1, 2 H, Cysa), 4.49 (t, 2 H, Glua),
3.77 (s, 4 H, Glya), 3.28 (dd, 2 H, Cysp,), 2.96 (dd, 2 H, CysB,),
2.58 (m, 4 H, Gluy), 240 (m, 2 H, Gluf,), 2.20 (m, 2 H, Glu8,).

3C NMR (62.5 MHz, D,0): & = 199.58, 177..92, 175.72, 171.82,
168.85, 139.47, 137.42, 136.25, 133.86, 130.40, 130.32, 128.68,
127.35, 55.30, 52.61, 43.39, 38.67, 31.96, 27.10.

MS (MALDI-TOF): m/z = 1029 [M + HJ*, 1051 [M + Nal*, 1067
M + K]

UV-Vis: A, () = 264.5 (34580) nm.

N,N’-Bis-(5-benzoylthiophene-2-carbonyl)glutathione Disulfide
(4e)

Yield: 88%; mp 245 °C (decomp.).

'H NMR (250 MHz, D,0): § = 7.71-7.81 (m, 8 H), 7.59 (m, 6 HD),
4.77 (¢, 2 H, Cysa), 4.42 (t, 2 H, Glue), 3.79 (s, 4 H, Glya), 3.35 (dd,
2 H, CysB)), 2.96 (dd, 2 H, CysB,), 2.55 (m, 4 H, Gluy), 2.36 (m, 2
H, Gluf,), 2.15 (m, 2 H, Glu$,).

3C NMR (62.5 MHz, D,0): 8 = 190.35, 175.61, 171.89, 168.6,
141.61, 139.83, 137.94, 137.19, 137.01, 129.39, 129.01, 127.42,
52.49, 38.46, 31.83, 27.06 (some peaks were not observed).

MS (MALDI-TOF): m/z = 1063 [M + Na}*, 1079 [M + KJ*.
UV-Vis: A, (&) =307 (29220) nm.

r

Acknowledgment

We are grateful to Dr. G. Sommen for his help in bibliographic re-
search and to Dr. S. Hesse for her helpful discussions. We are gra-
teful to LSMCL Metz (France) for mass spectra.

.

oo $
L w
HN N OO S, Y = CH=CH (a)
" 8 X =NH, Y = CH=CH (b)

References

(1) (a)Lyon, R.P.; Hill,J.J.; Atkins, W. M. Biochemistry 2003,
42,10418. (b) Lim, M. L. R.; Lum, M.; Hansen, T. M.;
Roucou, X.; Nagley, P. J. Biomed. Sci. 2002, 9, 488.

(c) Hanigan, M. H. Chemnico-Biol. Interact. 1998, 111-112,
333. {d) Keppler, D.; Leier, L.; Jedlitischky, G.; Kénig, J.
Chemico-Biol. Interact. 1998, 111-112, 153. (e) Kauvar, L.
S.; Sanderson, P. E.; Henner, W. D. Chemico-Riol. Interact.
1998, 111-112,225.

(2) (a) Quian, Y.; Grant, C. E; Westlake, C. J.; Zhang, D.;
Lander, P. A.; Shepard, R. L.; Dantzig, A. H; Cole, S.P. C.;
Decley, R. G. J. Biol. Chem. 2002, 277, 35225. (b) Furuia,
K.; Tomokiyo, K.; Kuo, M. T.; Ishikawa, T.; Suzuki, M.
Tetrahedron 1999, 55, 7529. (c) Furuta, K.; Hosoya, T.;
Tomokiyo, K.; Okuda, S.; Kuniyasu, A.; Nakayama, H.;
Ishikawa, T.; Suzuki, M. Bivorg. Med. Chem. Lert. 1999, 9,
2661.

(3) Hall, A. G. Eur. J. Clin. Invest. 1999, 29, 238.

(4) Filomeni, G.; Ratilio, G.; Ciriolo, M. R. FASEB J. 2003, 17,
64.

(5) D’Silva, C.; Seddon, A. P.; Douglas, K. T. J. Chem. Soc.,
Perkin Trans. 1 1981, 3029.

(6) Douglas, K. T.; Seddon, A. P.; D’Silva, C.; Bunni, M.
Biochem. Soc. Trans. 1982, 10, 124.

(7) Brault, L.; Migianu, E.; Néguesque, A ; Battaglia, E.;
Bagrel, D.; Kirsch, G. Eur. J. Med. Chem. 2005, in press.

(8) Dorman, G.; Prestwich, G. D. Biochemistry 1994, 33, 5661.

(9) (a) Bosca, F.; Miranda, M. A. J. Photochem. Photobiol., B:
Biology 1998, 43, 1. (b) Lahoz, A.; Hernandez, D.; Miranda,
M. A.; Perz-Pricto, J.; Morera, I. M.; Castell, J. V. Chem.
Res. Toxicol. 2001, 14, 1486. (c) Moser, 1.; Hye, A.; Lovell,
W.W_; Earl, L. K; Castell, J. V.; Miranda, M. A. Texicol. in
Vitro 2001, 15, 333. (d) Amold, D. R.; Birtwell, R. J. J. Am.
Chem. Soc. 1973, 95, 4599.

(10) **% 7227, ; US Patent, 5627198, ***77pkkx,

(11) Green, T. W_; Wuts, P. G. M. Protective Groups in Organic
Synthesis, 2nd ed.; Wiley: New York, 1991.

(12) Gartner, C. A.; Wen, B.; Wan, J.; Becker, R. S.; Jones, G. II;
Gygi, S. P.; Nelson, S. D. Biochemistry 2005, 44, 1846.

(13) Cadamuro, S.; Degani, I.; Dughera, S.; Fochi, R.; Gatti, A.;
Piscopo, L. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1993, 273.

(14) Zu,J.; Wang, X.; Chen, Y ; Jiang, X_; Chen, X.; Li, Z. J.
Org. Chem. 2004, 69, 6221.

(15) Anderson, G. W.; Zimmerman, J. E.; Callahan, F. M. J. Am.
Chem. Soc. 1964, 86, 1839.

COH

0
Hozc/\u'b/n\g/\/,\w .
Y

o
N X

X =N-Me, ¥ = CH=CH (¢
X =Y =CH=CH (d)
X =CH=CH,Y =S

graphical abstract

Synthesis 2005, No. 1, 1-5 © Thieme Stuttgart - New York



Résumé

De part son omniprésence dans les processus cellulaires, le glutathion est une cible de
choix pour les chercheurs. Le systéme enzymatique qui lui est lié est souvent surexprimé dans
les cellules tumorales. Le but de ce travail est de proposer des sondes qui serviront soit a
mieux connaitre le mécanisme de la mort cellulaire génétiquement programmée (apoptose),
soit a inhiber le systéme enzymatique du glutathion pour améliorer I’efficacité des traitements
anticancéreux.

Pour cela nous avons synthétisé pour la premiére fois des analogues photoactivables
N-substitués conjugués du GSH. Nous avons également synthétisé de nouveaux analogues
photoactivables conjugués du GSSG avec des longueurs d’ondes de photoactivation
parfaitement tolérées par les systemes biologiques. Nous avons également atteint des
intermédiaires clé dans la synthése d’autres analogues photoactivables du GSH.

Les résultats préliminaires de tests d’inhibition et de photoactivation menés avec
certains de ces analogues nous ont permis de montrer que certains pourraient servir de sonde

ou d’inhibiteur du systéme enzymatique du glutathion.

Summary

The ubiquitous glutathione (GSH or GSSG) is the topic of many researchs. In most
cancers, overexpression of glutathione-dependent enzymes is often found. The aim of this
work is to design probes which will be used to better understand the mechanism of apoptosis
or to inhibit the glutathione-dependent enzymes in order to sensitise cells to anti-cancer
agents.

To do that, we have for the first time synthetised photoactivatable N-substituted
conjugated analogues of GSH. We have also synthetised new photoactivatable analogues of
GSSG with photoactivation wavelengths non-destructive for biological systems. Moreover we
have reached key intermediates in the synthesis of other photoactivatable analogues of GSH.

| The preliminary results of inhibition assays as well as of photolabeling assays
performed with some of these analogues allowed us to show that some could serve as probe or

as inhibitor of the glutathione-dependent enzymes.





