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INTRODUCTION GENERALE






Introduction géenérale

Selon une étude réalisée par 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) en 2015, les
maladies cardiovasculaires constituent la principale cause de mortalit¢ dans le monde. En
effet, ces maladies sont responsables de 31% de déces dans le monde ce qui fait qu’elles sont
plus mortelles que les cancers.' Les maladies cardio-vasculaires englobent un panel de
maladies liées a un dysfonctionnement du cceur ou des vaisseaux sanguins qui l'alimentent et
sont réparties en Six types majeurs :

e (Cardiopathie ischémique ou coronarienne (vaisseaux sanguins du muscle
cardiaque),

e (Cardiopathie congénitale (malformations de la structure du cceur présente a la
naissance).

e Maladie cérébro-vasculaire (vaisseaux sanguins du cerveau),

e Maladie vasculaire périphérique (vaisseaux sanguins des jambes et bras),

e Thromboses veineuses et embolies pulmonaires (caillots sanguins obstruant les
veines),

e Rhumatisme cardiaque (affection des articulations et valvules cardiaques par une
infection bactérienne),

La présence chez des individus d’autres maladies comme le diabéte et 1’hypertension
favorisent le risque d’événements aigus comme les infarctus du myocarde et les accidents

vasculaires cérébraux (AVC).

Les dix principales causes de mortalit¢é au monde selon I’OMS, présentant 54% des
mortalités, sont affichées dans le diagramme ci-dessous (Figure I.1). Les cardiopathies
ischémiques et les AVC sont répertoriés parmi ces 10 principales causes de mortalités

mondiales et sont responsables de 27% des mortalités.
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Introduction géenérale

B Cardiopathies ischémiques
HAVC
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Figure I. 1. Causes de mortalités mondiales en 2016 selon I'OMS

Le traitement et la prévention de ces maladies est nécessaire pour réduire ces chiffres trop
¢levés. Plusieurs familles de médicaments existent déja pour les traiter : les vasodilatateurs,
les antihypertenseurs, les anti-ischémiques, les anti-thrombotiques, etc. En contrepartie de
leur activité bénéfique, ces médicaments présentent toujours des effets indésirables ou des
limitations d’utilisation.

L’un des agents, trés connu pour ses propriétés vasodilatatrices et son rdle dans le
systeme cardiaque, est le monoxyde d’azote (NO). Le NO est une molécule produite
principalement par les cellules endothéliales a partir du groupement guanidine de la L-
arginine et d’une molécule d’oxygéne (O,).” Son inconvénient majeur est son temps de demi-
vie trés faible (de 'ordre de quelques millisecondes).* Cette molécule est connue pour avoir
des propriétés vasodilatatrices et est déja utilisée pour traiter plusieurs maladies
cardiovasculaires. Certaines maladies comme 1’agrégation plaquettaire nécessitent des petites
quantités de NO qui peuvent étre administrées grace a ce type de médicaments. Il existe deux
types de vasodilatateurs a base de NO utilisés pour leurs applications thérapeutiques : ceux
qui libérent le NO spontanément comme le nitroprussiate de sodium et les nitrates organiques
qui requierent un procédé enzymatique afin de former le NO comme le dinitrate d’isosorbide.

La molécule d’arginine a montré un role dans le traitement des maladies
cardiovasculaires en garantissant une production constante de monoxyde d'azote dans les
vaisseaux sanguins. Pour cette raison, des travaux ont été réalisés pour concevoir et
synthétiser de mimes de I’arginine en gardant les mémes effets thérapeutiques mais avec une

meilleure  sélectivité et disponibilit¢é orale.’” Au Laboratoire de Chimie Physique
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Macromoléculaire (LCPM), notre équipe s’est intéressée particulierement a la synthése de
nouveaux mimes de I’arginine a motif benzénique, pyridinique ou pyrazinique et a leur
¢valuation biologique préliminaire en tant que donneurs de NO. Nous nous sommes attachés
a la synthése de mimes de l’arginine avec pour objectif une évaluation biologique plus
poussée afin de tester la capacité de chaque molécule a libérer du NO pour une utilisation
ultérieure comme traitement contre les maladies cardiovasculaires.

Ce projet vise a synthétiser des molécules double ou méme multi donneuses de NO, résultant
de la condensation soit d’une amidoxime aromatique peptidomimétique de I’arginine et d’un
S-nitrosothiol (RSNO), soit d’une amidoxime aromatique et une autre aliphatique, ou soit de
deux ou plusieurs amidoximes aromatiques.

En effet, ces groupements fonctionnels sont connus pour leur potentialité a libérer du NO et
ont la particularité d’étre physiologiquement présents dans I’organisme :

- P’amidoxime correspond a un intermédiaire réactionnel formé au cours de la synthese

de NO suite a une hydroxylation de 1’arginine par les NO synthase (NOS)

- le RSNO permet le stockage de NO dans le corps.

Les groupements RSNO sont connus pour leur demi-vie limitée in vivo (8 a 45 min) alors que
les groupements fonctionnels amidoxime ont une demi-vie bien supérieure (environ 10 h).
Ces types de double donneurs de NO ne sont pas décrits dans la littérature et aucune étude
montrant la présence ou I’absence d’une cinétique différente de libération entre les
amidoximes aromatiques, le RSNO et les amidoximes aliphatiques n’est répertoriée.

Ce projet de recherche s’inscrit dans une thématique pluridisciplinaire faisant intervenir
trois laboratoires de I’Université¢ de Lorraine a Nancy, France dont : le Laboratoire de Chimie
Physique Macromoléculaire (LCPM), le Laboratoire Réactions et Génie des Procédés
(LRGP), CIbles THErapeutiques, FORmulation et expertise préclinique du médicament
(CITHEFOR), et la faculté des sciences de I'université Saint-Esprit de Kaslik au Liban.

Le premier objectif était la synthése de doubles donneurs « hybrides» a base
d’amidoxime aromatique et RSNO. Les premiers résultats ont permis de réorienter le sujet
vers la synthése de mono-donneurs de NO aromatiques et aliphatiques ainsi que des doubles
donneurs formés a partir des fonctions amidoximes. Enfin, par extrapolation, la synthése de
poly-donneurs a base d’amidoximes a également été envisagée lors de ce travail. Finalement,
toutes les molécules synthétisées avec une pureté supérieure a 95% et solubles dans le milieu
physiologique, ont été testées, sur les microsomes de foie de rats et sur les cellules humaines,

afin de mesurer leur pouvoir donneur de NO.
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Avant de présenter les résultats obtenus, le début de ce manuscrit est consacré a une étude
bibliographique qui englobe les thématiques les plus importantes de ce travail. Tout d’abord,
la molécule qui est au centre de tout ce travail, le NO, y est décrite en détaillant plus
particuliérement son role dans I’organisme, les voies de production ainsi que ses propriétés.

Il s’en suivra une description des différents types de maladies cardiovasculaires et des
donneurs de NO actuellement sur le marché et susceptibles d’étre prescrits dans le traitement
de ces maladies en soulignant leurs limitations. De plus, de nouveaux types de donneurs de
NO encore en cours de développement ou dans la phase clinique seront aussi détaillés.

Deux types de molécules seront alors plus particulierement examinés :

e la famille de donneurs de NO en cours de développement, les S-nitrosothiols afin de
mieux comprendre leur mode d’action, leur synthese ainsi que les recherches d’ores et
déja effectuées sur ces produits.

e la famille de molécules dotées de fonction(s) amidoxime(s), un autre type de donneurs
de NO en cours de développement : la synthése, I’isomérisation, les voies chimiques
et biologiques de libération de NO ainsi que les effets de libération in vitro et in vivo
seront détaillés. Cette derni€re partie sera présentée sous forme d’une revue rédigée
en anglais.

Le premier chapitre de ce manuscrit concernera la description des essais de synthese des
molécules double donneuses « hybrides » possédant la fonction amidoxime et la fonction
RSNO. Certains points sensibles, comme, entre autres, les problémes récurrents observés lors
de la synthése des molécules de type RSNO causés par ’oxydation des fonctions thiols ainsi
que les essais de réduction de ces ponts disulfures.

Le deuxiéme chapitre portera sur la mise au point de la synthése des mono- ou bis-
amidoximes aromatiques et / ou aliphatiques, en détaillant les étapes d’addition des chaines
lipophiles et des fonctions nitriles dans certains cas. La méthode décrite pour obtenir la bis-
amidoxime en s’affranchissant totalement de la présence de produits secondaires qu’il a fallu
identifier, a été appliquée et a permis de générer d’autres bis-amidoximes aromatiques et des
poly-amidoximes.

Le troisiéme et dernier chapitre sera intégralement consacré aux tests biologiques réalisés
au CITHEFOR. Les molécules pures et solubles dans les milieux physiologiques ont, en effet,
été testées pour étudier leur capacité a libérer du NO grace a deux tests différents ainsi que

leur cytocompatibilité avec les cellules humaines.
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Les protocoles expérimentaux et les techniques de synthése, de purification et de
caractérisation ainsi que les techniques biologiques seront présentés dans la troisiéme partie
de ce manuscrit.

La derniere partie présentera la conclusion générale ou seront repris les principaux

résultats de ces travaux ainsi que les perspectives.
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Introduction

Avant de débuter ce travail, il était trés important de commencer par se focaliser sur la
molécule cible, le NO : la compréhension de son rdle et particuliérement de son importance
dans le systéme cardiovasculaire. Aprés avoir consacré du temps a définir les différentes
maladies cardiovasculaires ainsi que les troubles cliniques associés, il a semblé intéressant de
donner une liste non-exhaustive des principaux médicaments donneurs de NO existants et
utilisés lors du traitement de certaines de ces maladies mais également de connaitre les futurs
« candidats / médicaments », c'est-a-dire les molécules a base de NO encore en cours de
développement. Le premier type de donneurs de NO en cours de développement qui est I'un
des objectifs de ce travail, les molécules de type S-nitrosothiols, seront présentées ensuite :
leurs effets et les études déja menées par d’autres équipes sur ce type de composés et enfin
leur obtention par synthése chimique. Enfin, dans une dernicre partie, présentée sous forme
de revue rédigée en anglais sera consacrée a un autre type de donneur de NO: les
amidoximes, toutes les méthodes a I’heure actuelle décrites dans la littérature seront
détaillées : la synthése des fonctions oximes et amidoximes, leurs isomérisations et enfin
leurs capacités a libérer le NO par des processus chimiques ou biologiques en terminant par

les effets de ces composés in vivo et in vitro.

1. Le monoxyde d’azote NO

Avant la fin des années 80, le NO était considéré comme un gaz toxique et polluant
provenant de la fumée des cigarettes et des voitures et qui ne pouvait pas avoir des effets
positifs sur la santé." Par contre, en 1987-88, des études ont montré que le NO était une
molécule synthétisée par les cellules endothéliales des mammiferes et qu’il contribuait a la
relaxation des cellules musculaires lisses causée par I’endothélium.” Cette découverte sur le
NO engendra un grand nombre de recherches dans les années qui suivirent pour envisager
son utilisation pour un effet thérapeutique. Toutes ces recherches ont contribué a nommer le
NO comme la molécule de I’année 1992 par le journal Science’ et ont permis la parution de

3000 articles scientifiques par an sur son role en biologie.

Le monoxyde d’azote est une molécule synthétisée par différentes cellules du corps a

partir de la L-arginine en présence de 1’oxyde nitrique synthase (NOS : Nitric Oxide
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Synthase). La NOS existe sous trois isoformes identifiés dans le corps : la NOS I (nNOS :
neuronal NOS) et la NOS III (eNOS : endothelial NOS) dont I’activité est régulée par du
calcium-calmoduline intracellulaire. Elles sont responsables de la synthése de petites
quantités de NO qui jouent un role dans les systémes nerveux central et périphérique (NOS 1)
ou dans le systéme cardiovasculaire (NOS III). La NOS II (iNOS : inducible NOS) produit
du NO indépendamment du calcium et est présente généralement dans les cellules
immunitaires apres une stimulation par un pathogéne. Ceci induit la libération en continu de

grandes quantités de NO participant a la défense de I’hote.'

La majorité du NO formé dans le corps affectant le systéme cardiovasculaire provient
normalement de I’action de I’eNOS des cellules endothéliales. L’action de cette enzyme est
dépendante du taux de calcium intracellulaire : I’augmentation de ce taux dans la cellule,
suite aux forces de cisaillement du sang sur la paroi vasculaire ou a I’activité des récepteurs
endothéliaux (ex. récepteurs de ’acétylcholine et de la substance P), active la NOS. Cette
dernicre catalyse la synthése du NO, a partir de la L-arginine, accompagnée de la L-citrulline.
Le NO libéré est capable de passer ensuite aux cellules musculaires lisses adjacentes pour
activer a son tour la guanylate cyclase (GC). Cette cascade est a ’origine de la production de
cGMP a partir du GTP, second messager et responsable de plusieurs fonctions cellulaires

dont la relaxation du muscle lisse (Figure 1.2).%*”

Acétylcholine etc.

2+
N Ca
NH, / NH,
H,N g | HLHN g | OH + NO
R B B B
T /
/

L-arginine L-citrulline Cellule endothéliale

Cellule musculaire lisse

Figure I. 2. Chemin d'activation de la production de NO dans l'endothélium et la relaxation des
fibres musculaires lisses

28



Pautie I : Etude bibliographique

Le NO, comme montré sur la figure 1.2., joue un réle primordial dans la régulation de
I’homéostasie vasculaire ou il cause la relaxation des cellules musculaires lisses et induit
ainsi la vasodilatation.® De méme, dans le systéme cardiovasculaire, cette molécule diminue
I’agrégation plaquettaire et empéche aussi I’adhésion des leucocytes aux parois vasculaires.®
Le NO est un médiateur dans le systéme cardiovasculaire, mais aussi dans le systéme
immunitaire et le systéme nerveux central et périphérique. Dans le systéme immunitaire, le
monoxyde d’azote, libéré en grandes quantités a partir de la NOS II des macrophages, est
capable d’éradiquer les bactéries, les parasites, les champignons, les virus en bloquant leur
réplication et les cellules tumorales. Par contre, le NO n’est pas spécifique par son attaque
immunitaire : il est capable d’attaquer les cellules de I’hdte lors de maladies auto-immunes.®
' Dans le systéme nerveux, le NO est considéré comme un neurotransmetteur a la fois dans
le central et le périphérique. Cette molécule joue un role dans la coordination des
mouvements et dans le traitement de I’information olfactive dans le systéme nerveux central.
De plus, dans le systéme nerveux périphérique, suite a un bol alimentaire, le NO peut
engendrer une relaxation gastrique et une relaxation du sphincter anal, aprés une prise

alimentaire. Enfin, le NO a aussi montré un role dans I’érection pénienne.™"!

Néanmoins, un exces de NO dans le corps peut avoir des effets nocifs principalement dus
a une activation de la NOS II suivie d’une libération excessive de NO. Différentes ¢tudes ont
montré qu’un excés de NO générait une cytotoxicité menant a des inflammations ainsi que
des hypotensions importantes.'? De plus, le NO en grande quantité a été identifié comme
génotoxique suite a I’observation d’anomalies au niveau des chromosomes de rats apres
exposition au NO." Le NO est capable de favoriser la présence de tumeurs cancéreuses vu
qu’il est génotoxique et mutagene. Cette molécule a aussi différentes activités qui favorisent
les cancers comme les effets anti-apoptotiques, la suppression de la prolifération des globules
blancs et la favorisation des métastases. Au niveau du systeme nerveux, le NO a haute
concentration a des effets neurotoxiques comme par exemple la démyélinisation de

- ~er . A A . Lo : 11
différentes parties du cerveau ou méme un réle dans les maladies neurodégénératives.

2. Maladies cardiovasculaires et médicaments a base de NO

Les maladies cardiovasculaires englobent toutes les maladies qui affectent le cceur ou les
vaisseaux sanguins. Ce type de maladies est normalement associ¢ avec une accumulation des

dépots d’acides gras sur la paroi interne des vaisseaux sanguins, connue sous le nom
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d’athérosclérose, et une augmentation du risque de formation des caillots sanguins. Les
risques de maladies cardiovasculaires (cardiopathies, AVC) sont augmentés par une absence
d’activité physique, une alimentation non équilibrée riche en acides gras, le tabagisme et une

. r r 14,1
consommation trop élevée d’alcool.'*'?

Les troubles cliniques de ces maladies cardiovasculaires se manifestent sous différentes
formes parmi lesquelles on peut citer ’hypertension systémique et pulmonaire, I’hypotension,
I’angine de poitrine, ’arythmie cardiaque, I’cedéme, I’insuffisance cardiaque et ’infarctus du
myocarde. Des traitements pour ces différents troubles cardiovasculaires existent et

. N L1: 16,1
appartiennent a différentes classes de médicament.'®"”

Les dérivés nitrés sont des médicaments capables de libérer du NO dans le corps ou
former du NO dans les tissus et ils appartiennent a la classe des médicaments
vasodilatateurs.'®"” Les vasodilatateurs ont la capacité d’engendrer une relaxation du muscle
lisse des vaisseaux sanguins, cause de la dilatation de ces vaisseaux. L’effet direct de
I’utilisation de ces vasodilatateurs est la baisse de la tension artérielle due a la diminution de
la résistance systémique vasculaire. Les dérivés nitrés font partie intégrante de la famille des
vasodilatateurs puisqu’ils miment I’action du NO endogene et permettent une dilatation des
vaisseaux sanguins. Ils sont utilisé€s, le plus souvent, dans le cadre de traitement a court et
long terme de I’angine de poitrine (angor), mais aussi pour d’autres maladies

cardiovasculaires présentées dans la Figure 1.3."®

Dérivés
nitrés

Hypertensi

on aigué
(urgence)

Figure 1. 3. Utilisation des dérivés nitrés commercialisés
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2.1. Les dérivés nitrés et apparentés commercialisés

Les dérivés nitrés sont des prodrogues du NO et ont déja pour champ d’application le
traitement des maladies cardiovasculaires présentées ci-dessus (Figure 1.3). Deux grandes
classes de dérivés nitrés existent : les dérivés nitrés, utilisant un processus enzymatique de
libération du NO et les dérivés nitrés apparentés, capables de libérer le NO spontanément.®'®

2.1.1. Les dérivés nitrés

La famille des dérivés nitrés ou les nitrates organiques comporte la nitroglycérine (Figure
[.4), le dinitrate et mononitrate d’isosorbide. La nitroglycérine, aussi connue sous le nom de
trinitrine, qui était a la base connue pour ses effets explosifs et son utilisation dans la
dynamite, est I’'un des plus anciens dérivés nitrés utilisé et le « chef de file » des nitrates

organiques.®

i
N_O
Q
0\%/0\/\/0\ﬁ 0
il
(0] O

Nitroglycérine

Figure I. 4. Structure du « chef de file » des nitrates organiques, la nitroglycérine

La nitroglycérine posséde un temps d’action relativement court a cause de sa
métabolisation rapide par le foie, ce qui nécessite une utilisation en voie transcutanée ou
sublinguale. Elle reste majoritairement utilisée pour les crises d’angor et la prévention a court
terme.”?' Le dinitrate et mononitrate d’isosorbide ayant des durées d’action plus longues
sont, au contraire, utilisés pour la prévention de I’angor a long terme.?'*

2.1.2. Les dérivés nitrés apparentés

Appartenant a l'arsenal thérapeutique du cardiologue, le nitroprussiate de sodium,
commercialisé en 1929 est la molécule la plus utilisée dans la deuxieme famille des dérivés
nitrés devant la molsidomine et le nicorandil. Le nitroprussiate de sodium (Figure 1.5) libere
le NO en interagissant avec les groupements thiol des protéines physiologiques. Ce
médicament est efficace et utilisé pour traiter, entre autres, les crises d’hypertension et

I’insuffisance cardiaque.*
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Figure 1. 5. Structure du nitroprussiate de sodium

La molsidomine (Figure 1.6), un autre dérivé apparenté, permet une libération spontanée
de NO dans le corps apres transformation en 3-morpholinosydnonimine. Cette molécule est
utilisée pour le traitement de I’angor et a montré des effets similaires a ceux de la
nitroglycérine mais avec un temps d’action prolongé. Par contre, son temps d’action plus lent,
diminue son efficacité et ne permet pas son utilisation pour le traitement des crises
d’angor.**** Le nicorandil (Figure 1.6), quant a lui, se différencie des autres dérivés nitrés par
son mécanisme d’action. En effet, ce composé est connu pour avoir un double mécanisme
d’action ou les deux permettent la relaxation des fibres musculaires. Le premier mécanisme
est di a la présence d’un radical nitré qui permet ’augmentation du taux de GMP comme
dans les cas précédents. Le deuxiéme mécanisme, indépendant de la présence du radical nitré,
se manifeste apres activation des canaux potassiques membranaires par le nicorandil ce qui
provoque une hyperpolarisation des membranes cellulaires vasculaires puis, par conséquence,
un relachement des muscles de la paroi vasculaire. Ce médicament, comme la majorité des

dérivés nitrés, est utilisé le plus souvent contre I’angor.*
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Figure L. 6. Les structures de la molsidomine et du nicorandil

2.2. Effets secondaires des dérivés nitrés et limitation
d’utilisation
Les dérivés nitrés présents sur le marché ont montré quelques effets secondaires qui
peuvent limiter leurs utilisations. Ces molécules sont le plus souvent a 1’origine de céphalées
et d’une hypotension. Ils peuvent également causer des irritations cutanées ainsi que de la

tachycardie.'®"
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Le phénomeéne qui limite le plus I'utilisation des dérivés nitrés est la présence d’un
phénoméne de tolérance suite a I’utilisation de plusieurs de ces médicaments et
particuliérement de la nitroglycérine. Ceci est observé suite a la prise continue des dérivés
nitrés et a pour conséquence de diminuer tres rapidement les effets des dérivés nitrés. Afin de
maintenir les effets des dérivés nitrés, il est nécessaire de garder des fenétres thérapeutiques,
c'est-a-dire de laisser le patient au moins 8 heures sans traitement par ces produits.>'*"**’ Par

contre, cet effet de tolérance n’est pas observé lors des traitements par la molsidomine ou le

nicorandil."’

Le nitroprussiate de sodium présente une toxicité sévere par ’accumulation de cyanate
due a la formation de cyanure suite a la libération de NO. Cette toxicité peut étre contournée
par [l'utilisation d’antidotes du cyanure, comme le sulfanegen, 1 heure avant I’exposition au

18,23
cyanure.

Le phénomene de tolérance (d’échappement) aux dérivés nitrés et la toxicité causée par le
nitroprussiate de sodium, ont poussé les chercheurs a trouver des nouveaux donneurs de NO
en essayant de minimiser les effets secondaires, la toxicit¢é et en essayant d’¢largir

I’utilisation des donneurs de NO pour d’autres types de maladies cardiovasculaires.

3. Les donneurs de NO en cours de développement

Récemment, plusieurs chercheurs ont travaillé a trouver de nouvelles classes de donneurs
de NO comme traitements pour les maladies cardiovasculaires en essayant de conserver les
effets bénéfiques des dérivés nitrés déja existants tout en essayant de réduire leurs effets
secondaires. Aujourd’hui, quatre nouvelles classes principales de produits donneurs de NO

sont en cours de développement.

3.1. Les ions nitrite/nitrate

Les ions nitrites et nitrates sont des produits de dégradation du NO et étaient considérés
comme indicateurs de I’oxydation du NO. Par contre, comme le NO a un temps de demi-vie
trés court, des études ont prouvé qu’il pouvait étre stocké dans le corps sous forme de nitrites,
nitrates, S-nitrosothiols, etc.”® 11 a été décrit que les nitrites sont capables d’étre réduits en NO
dans certaines conditions pathologiques comme c’est le cas de I’ischémie.” Ceci est aussi
possible dans le cas d’utilisation des ions nitrates: les nitrates sont capables d’étre réduits en

nitrites par les réductases des bactéries commensales présentes dans le tube digestif et les
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nitrites seront réduits a leur tour en NO. Plusieurs essais cliniques réalisées sur le nitrite de
sodium visent des maladies cardiovasculaires bien précises comme 1’hypertension
pulmonaire artérielle et 1’arrét cardiaque.”® Méme si la thérapie par les ions nitrite et nitrate
semble une voie prometteuse, plusieurs doutes existent quant a la toxicité de ’administration
en grandes quantités de ces ions qui peuvent se trouver transformés en nitrosamines,

. . 28,2
favorisant la croissance des tumeurs.®*%%

3.2. Lesdiazéniumdiolates
Les diazéniumdiolates, dérivés d'amidine et d'énamine libérant du monoxyde d'azote et
aussi connus sous le nom de NONOates, portent un groupement caractéristique N(O-)N=0 se
liant par son atome azote a un atome de carbone ou d’azote le plus souvent, ou aussi a un

atome d’oxygene ou de soufre. Cette structure peut étre représentée sous forme d’un hybride

de résonance des deux formes 1 minoritaire et 2 majoritaire (Figure 1.7).%°

- v
-
R/N \OG R/N \o©
R=C,N,0,S
(1) e

Figure I. 7. Formes mésomeres des diazéniumdiolates

Ces composés présentent la capacité de libérer jusqu’a deux moles de NO par simple
dissolution dans un milieu physiologique ou dans des milieux de culture cellulaire sans
besoin d’une activation par réaction d’oxydoréduction.’'*? Par contre, comme les ions
nitrite/nitrate, ’utilisation des diazéniumdiolates présente une toxicité due a la formation de
nitrosamines. Les nitrosamines peuvent étre présentes avant administration vu que leur
formation est possible lors de la production de ces produits en présence de la lumiére ou leur

31,33
stockage.”™

3.3. Les S-nitrosothiols

Les S-nitrosothiols sont des produits de formule générale RSNO obtenus apres nitrosation
des fonctions thiol libres. Ils sont susceptibles d’étre responsables du stockage, du transport,

3435 Les RSNO sont étudiés comme étant des donneurs

et de la livraison du NO in vivo.
endogeéne et exogéne du NO qui peuvent étre dégradés pour libérer le NO soit par voie

. . . . 3436 , , syl
enzymatique soit par voie non-enzymatique.” ~~ Ces composés ont déja montré des propriétés
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trés proches de celles des NO : ils sont responsables de la défense de 1’hdte contre les corps
étrangers, de I'immunosuppression, de la neurotransmission, et dans le systeme
cardiovasculaire, ils sont implicés dans la relaxation des fibres musculaires lisses et dans la
limitation de I’agrégation plaquettaire. Les RSNO, méme s’ils montrent des espoirs pour &tre
utilisés contre différentes maladies, ne sont pas encore commercialisés en tant que donneurs
de NO.* Par contre, ils ont déja été administrés lors de quelques essais cliniques, comme le
S-nitrosoglutathion qui est administré en quantités faibles en essais cliniques et a permis de

r r . . . , . . 4
démontrer une réduction de la coagulation sanguine durant les opérations coronaires.>*>°

Les RSNO, différemment des autres donneurs de NO, sont des produits endogenes et
seront donc moins susceptibles de présenter des problémes de toxicité.”* En plus, ils
présentent des temps de demi-vie relativement longs qui se rapprochent de ceux des dérivés
nitrés.® Par contre, la vitesse de dégradation de ces composés semble parfois imprévisible a
cause de la présence de cuivre (capable de les décomposer), d’enzymes et d’autres thiols
engendrant une transnitrosation. Cette stabilité est influencée par la présence de la lumiere, de

la chaleur, des métaux (cuivre) et par les propriétés du groupe R.*

3.4. Les amidoximes

Dans la littérature, une autre classe de produits est récemment étudiée pour ses propriétés
donatrices de NO. Les amidoximes sont des composés possédant une fonction imine et une
fonction hydroxyimine sur le méme atome de carbone.’’ Ces composés ont déja montré
plusieurs utilisations suite a leur réduction mais également a leur oxydation qui libére du NO.
La fonction amidoxime est présente dans le corps sous forme d’un produit intermédiaire (N-
Hydroxy-L-Arginine ou NOHA) durant la synthése du NO & partir de la L-arginine.*® Comme
dans le cas des RSNO, la présence de cette fonction dans le corps peut limiter ses risques de
toxicité. Les amidoximes ont déja montré des effets antithrombotiques et antihypertensifs in
vitro et in vivo mais ne sont pas encore utilisés cliniquement comme donneurs de NO.***° En
plus des effets positifs sur le systéme cardiovasculaire, les amidoximes ont montré un temps

de demi-vie élevé qui peut atteindre les 10 heures environ.*'

Les deux derniers groupes, les RSNO et les amidoximes, semblent étre les plus
prometteurs pour étre développés en tant que donneurs de NO afin de traiter des maladies
cardiovasculaires. Ils présentent potentiellement [’avantage non négligeable de ne pas

engendrer de risques majeurs de toxicité in vivo. Ils ont déja été décrits pour leur capacité de
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libération de NO, leurs effets bénéfiques sur certaines maladies cardiovasculaires, et leurs
temps de demi-vie suffisamment longs. Pour toutes ces raisons, la suite de cette étude
bibliographique se concentrera sur les S-nitrosothiols et les amidoximes en répertoriant les
différentes voies de synthése de ces composés, leurs caractéristiques et 1’état d’avancement

des études menées jusqu’a présent.

4. Etude des S-nitrosothiols

Les S-nitrosothiols sont des molécules caractérisées par la présence d’une fonction thiol
liée a une molécule de NO. II existe des S-nitrosothiols endogenes, présents dans le corps, et
formés par S-nitrosation de résidus d’acides aminés ou de protéines ayant la fonction thiol

36,42

libre, comme le cas de la cystéine nitrosée en S-nitrosocystéine. Il existe également

d’autres S-nitrosothiols endogénes qui portent normalement dans leurs structures un ou

plusieurs résidus de cystéine ayant une ou plusieurs fonction(s) thiol.*~°

Les S-nitrosothiols sont capables de se décomposer dans le corps afin de libérer du NO et
de former le disulfure correspondant.* Cette dégradation est décrite en présence de traces
d’ions cuivre, de vitamine C, de chaleur ou méme de lumiére ultraviolette.*** Le clivage et
la libération de NO peut étre enzymatique, en présence de y-glutamyl transpeptidase, de
glutathion peroxydase ou de xanthine oxydase.”>*® Les S-nitrosothiols peuvent aussi libérer
du NO en participant au mécanisme de transnitrosation qui se produit dans le corps. La
transnitrosation est le transfert du NO d’une fonction thiol d’'une molécule vers une autre. Si
cette transnitrosation se passe d’un S-nitrosothiol relativement stable comme le S-
nitrosoglutathion (GSNO) vers un autre moins stable comme la cystéine, il est possible

P 44,49
d’observer une libération de NO.™™

Afin d’améliorer le temps de demi-vie des S-nitrosothiols endogenes et d’essayer de
conserver leurs propriétés biologiques, des S-nitrosothiols exogénes ont été synthétisés en

nitrosant une fonction thiol libre afin de donner la structure RSNO.

4.1. Les S-nitrosothiols endogénes
Les S-nitrosothiols endogénes sont suspectés d’étre responsables du stockage du NO qui
peut étre utilisé ultérieurement si besoin. Les propriétés de ces produits semblent similaires a

celles du NO in vivo, ce qui prouve leur réle dans la défense immunitaire, la
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neurotransmission, I’immunosupression, la relaxation des fibres musculaires lisses ainsi que

I’inhibition de I’agrégation plaquettaire.***

Il existe plusieurs types de RSNO dans le corps et le plus important est le S-

nitrosoglutathion.

4.1.1. Le S-nitrosoglutathion
Le S-nitrosoglutathion ou GSNO, chef de file des RSNO, est formé dans le corps par
nitrosation du glutathion (GSH). Le GSH est le thiol le plus abondant dans le corps®* et est
formé a partir de la condensation de trois acides aminés : I’acide glutamique, la glycine et la

cystéine portant la fonction thiol.***** (Figure 1.8)

Glycine

R=H; Glutathion
R=NO; GSNO

Figure I. 8. Structure du glutathion et de sa forme nitrosée le S-nitrosoglutathion

Le GSNO est considéré comme un réservoir important du NO dans le corps et est méme
capable de transporter le NO dans les cellules. C’est pour cela qu’il est considéré comme un
véhicule de NO dans la cellule.”® Plusieurs études ont montré que suite & I’incubation du
GSNO avec des vaisseaux sanguins isolés, les cellules ont stocké NO libéré pendant 4 heures.

Ce NO libéré a pu induire des effets vasorelaxants.”’

Le GSNO est I'un des S-nitrosothiols endogenes les plus étudiés, pas seulement pour sa
capacité a stocker et libérer du NO, mais aussi pour ses effets puissants dans le systéme
cardiovasculaire. En effet, ce produit a déja été administré lors de plusieurs essais cliniques
afin de tester ses effets antiagrégants plaquettaires et vasodilatateurs. En fait, I’injection de
GSNO dans Dartére brachiale d’individus masculins ex vivo et I’injection de GSNO
intraveineuse systémique chez des individus féminins a causé une augmentation de

I’inhibition de 1’agrégation plaquettaire.44’52’53

En plus de son activité antiplaquettaire, le
GSNO a montré une capacité a réduire 1’apparition d’embolie chez ’Homme, observée suite

a la détection de signaux emboliques asymptomatiques par echo-Doppler transcranien .>*

D’autre part, lors d’une étude de plus faible ampleur, du GSNO a été injecté par voie

intraveineuse a des femmes enceintes présentant une pré-éclampsie sévere (hypertension
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artérielle et présence de protéines dans I'urine) pathologie qui se présente parfois lors de
certaines grossesses et qui affecte aussi bien la meére que le feetus. Cette injection a permis

simultanément une diminution de la tension maternelle et de I’agrégation plaquettaire.™

Les études conduites sur le GSNO ont montré son implication et ses effets dans
I’hypertension et les cardiopathies ischémiques, ce qui prouve son importance comme produit

endogéne ainsi que son utilisation en tant que S-nitrosothiols de synthése exogéne.*’

4.1.2. Autres RSNO endogénes
Il existe d’autres RSNO endogeénes comme la S-nitrosocystéine, la S-nitrosohomocystéine
et la S-nitrosoalbumine.* (Figure 1.9) Le NO est trés souvent transporté dans le plasma par
un type de S-nitrosoalbumine du sérum’® et a montré des effets antiagrégants plaquettaires et
vasorelaxants ex vivo sur des vaisseaux et plaquettes’’ mais également une capacité a
diminuer la tension artérielle chez des rats.”® De plus, la S-nitrosoalbumine est capable
d’inhiber la prolifération de I’intima ainsi que 1’agrégation plaquettaire suite a une

angioplastie de I’artére fémorale des lapins.”

NO
l‘\IO s~
S
OH OH
H,N H,N
o) o

S-nitrosocystéine S-nitrosohomocystéine

S

S-nitrosoalbumine

Figure L. 9. Types de S-nitrosothiols endogenes autre que le GSNO

Les S-nitrosothiols ayant un résidu de cystéine primaire comme la S-nitrosoalbumine sont

plus stables que les S-nitrosothiols de faibles masses molaires.*
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4.2. Les S-nitrosothiols exogeénes (de synthése)

Les S-nitrosothiols synthétiques existants a ce jour sont des médicaments ayant des
fonctions thiols qui ont été nitrosés afin de leur donner de nouveaux potentiels thérapeutiques
liés a la libération de NO. Deux molécules principales ont été développées : la S-nitroso-N-
acétylcystéine (SNAC) et la famille du S-nitroso-N-acétylpenicillamine (SNAP) incluant
cette derniére et ses dérivés (Figure 1.10). Une autre molécule hybride a méme été synthétisée

apres combinaisons de deux S-nitrosothiols SNAC et SNAP sur la méme molécule.

l‘\lO l‘\IO
S S
o J/ o
on PPy
)J\N W N/
H H
(0] (¢}
S-nitroso-N-acétylcystéine (SNAC) S-nitroso-N-pénicillamine (SNAP)

Figure I. 10. Structures de la SNAC et la SNAP

La SNAC est une molécule qui est formée par la nitrosation de la N-acétylcystéine,
médicament déja utilisé comme agent mucolytique (qui fluidifie le mucus).®® Parmi les autres
molécules RSNO étudiées, elle se différencie par sa stabilité et a en plus montré sa capacité a
inhiber I’agrégation plaquettaire et induire la vasorelaxation dans les anneaux de I’aorte
thoracique avec ou sans endothélium.®’ Dans des essais cliniques pour la cicatrisation des
blessures, la SNAC appliquée sur la peau sous forme d’hydrogel a permis 1’augmentation du

flux sanguin.*®

Le deuxieme RSNO synthétique, le SNAP, est formé par la nitrosation de la N-
acétylpénicillamine, dérivé de la pénicillamine utilisée comme immunosuppresseur et
chélateur de cuivre.”” La SNAP, qui est la plus utilisée dans le cadre expérimental, a montré
de puissants effets vasodilatateurs et antiagrégants plaquettaires. Par contre, cette molécule
n’est pas treés stable en présence de cuivre et a, de ce fait, poussé les chercheurs a tenter
d’améliorer sa stabilité en synthétisant des dérivés.* Les premiers dérivés, qui augmentent
aussi la lipophilie du SNAP, sont synthétisés par 1’élongation de la chaine acétyle® alors que
les deuxiémes sont synthétisés par un couplage a la glucosamine®, et les troisiémes par
couplage a des acides aminés comme la leucine ou la proline.®” La synthése des dérivés du
SNAP a permis ’amélioration de sa sensibilité au cuivre et donc de sa stabilité tout en

conservant les effets biologiques du SNAP. Quelques dérivés ont méme montré une
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prolongation intéressante de I’effet vasodilatateur et donc une amélioration de [I’effet

vasodilatateur des SNAP .36

La molécule la plus récente, la S,S’-dinitrosobuccilamine (BUC(NO),), a été obtenue par
couplage entre une SNAC et une SNAP, ce qui résulte en 1’obtention de deux S-nitrosothiols
sur la méme molécule. Cette BUC(NO), a montré une libération importante en NO plus
¢levée que celle de la SNAC et de la SNAP et méme d’un mélange de ces deux molécules.
En plus, la BUC(NO), a des effets vasorelaxants plus efficaces que la SNAC et que le SNAP
(Figure I.11).%

NO
s
(0]
S OH
ON/ %J\N/;]/
H
(0]

Figure I. 11. Structure de la S,S -dinitrosobuccilamine

4.3. Synthese des S-nitrosothiols
La synthese des S-nitrosothiols se fait par nitrosation (ajout d’un NO) a une fonction thiol
mere. Par contre, I’utilisation directe et seule du NO pour la nitrosation des fonctions thiol ne
permet pas de générer des S-nitrosothiols sans la présence d’oxygeéne dans le milieu. En fait,
I’utilisation d’eau oxygénée en présence de NO sur une fonction thiol, génére du trioxyde

de diazote (N,03), lui-méme capable de nitroser les thiols.**’

2RSH + 4'NO + O, © 2RSNO + 2NO, +2H"

La méthode la plus utilisée et qui s’est montrée la plus efficace est la réaction de la
fonction thiol avec du nitrite acidifié. Cette réaction se fait normalement avec un mélange
équimolaire de nitrite de sodium (NaNO;) et de thiol dans un milieu acide a basse
température. Cette méthode présente I’avantage d’étre rapide et de générer les produits avec

un bon rendement.®®
RSH + NaNO, + HCl = RSNO + Na* + H,0

La formation de S-nitrosothiols par I'utilisation du NaNO; en milieu acide peut étre
détectée par la coloration du milieu réactionnel par une couleur rouge orangée dans la plupart
des cas sauf pour des exceptions comme la SNAP qui génére une coloration

violette/verte.’”*
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Ce type de nitrosation peut aussi avoir lieu en utilisant directement de I’acide nitreux dans
de I’eau, ou aussi par utilisation du tert-butyl nitrite dans des solvants organiques et le
peroxyde d’azote.” Par contre, le nitrite de sodium reste le réactif le plus utilisé grice a sa

simplicité d’utilisation et des rendements €levés des produits obtenus.

La derniére méthode de nitrosation également utilisée est la transnitrosation. Cette
méthode consiste en une réaction entre un S-nitrosothiol et la fonction thiol a nitroser. C’est

y . . . . <\ o 7 \ 4
un mécanisme qui se produit in vivo ot le NO est transféré d’une cystéine a une autre.*’

RSH + R’SNO - RSNO + R’SH

5. Une étude sur les amidoximes (Revue)

Revue présentée a la fin de la partie 1.

Conclusion

D’apres cette étude bibliographique, il est bien évident que les maladies cardiovasculaires
engendrent un risque tres €levé de mortalité dans le monde. Pour cette raison, de nombreuses
¢tudes sont réalisées chaque année afin d’¢laborer de nouveaux médicaments a base de NO

pour traiter certains troubles cliniques liés aux maladies cardiovasculaires.

Parmi les donneurs de NO en cours de développement, notre équipe s’est focalisée sur les
S-nitrosothiols et les amidoximes qui ont montré des résultats prometteurs d’apres la
littérature. Ces deux fonctions ont été présentées afin de bien comprendre les différentes
méthodes de synthése envisageables ainsi que de faire le point, a ce jour, des avancements
concernant les recherches sur leurs roles en tant que donneurs de NO et leurs utilisations
actuelles pour traiter certaines maladies cardiovasculaires. Cette ¢tude a permis de pouvoir

orienter les recherches décrites dans ce manuscrit.
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Abstract: Nitric oxide (NO) is naturally synthesized in the human body and presents many beneficial
biological effects; in particular on the cardiovascular system. Recently; many researchers tried to
develop external sources to increase the NO level in the body; for example by using amidoximes and
oximes which can be oxidized in vivo and release NO. In this review; the classical methods and most
recent advances for the synthesis of both amidoximes and oximes are presented first. The isomers of
amidoximes and oximes and their stabilities will also be described; (Z)-amidoximes and (Z)-oximes
being usually the most energetically favorable isomers. This manuscript details also the biomimetic and
biological pathways involved in the oxidation of amidoximes and oximes. The key role played by
cytochrome P450 or other dihydronicotinamide-adenine dinucleotide phosphate (NADPH)-dependent
reductase pathways is demonstrated. Finally, amidoximes and oximes exhibit important effects on the
relaxation of both aortic and tracheal rings alongside with other effects as the decrease of the arterial
pressure and of the thrombi formation

Keywords: Amidoxime; oxime; synthesis; isomerism; nitric oxide; oxidation.

1. Introduction
In recent years, oximes and amidoximes (oximes in which one of the substituents is an amino group)

(Figure 1) have gained high interest. These compounds are usually easy to synthesize and were studied

in many different fields such as coordination [1] or materials chemistry [2,3] but also for their numerous
biological activities. Moreover, the amidoxime function is often used as bioisoster of a carboxylic acid,
and there are some successful examples of drug candidates exhibiting cardiotonic or antiarthritic

properties containing the amidoxime moiety.
R.__NH, R__H R__R

LU S
~OH ~OH “OH
Amidoxime Aldoxime Ketoxime
_ /)
'
Oxime

Figure 1. Structures of amidoximes and oximes.

Oximes and amidoximes have also gained high interest regarding their ability to release nitric oxide
(NO). The oxidation of these compounds can be catalyzed by various hemoproteins like cytochrome P450
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(CYP450) or horseradish peroxidase (HRP) [4]. The first step of arginine oxidation has been extensively
studied since the intermediate product, N-hydroxy-l-arginine (NOHA) exhibiting an amidoxime
function, is oxidized by NO-synthase (NOS) and other enzymes like CYP450 into NO (Figure 2) [5]. NO
is involved in many physiological processes such as neurotransmission, blood pressure regulation, or
immunomodulation. Thus, it is important to have external sources of NO specially when NOS presents
an abnormal activity as it is the case for patients having diseases like diabetes or hypertension [6,7]. For
this reason, exogenous compounds able to be oxidized by different pathways that do not involve NOS are
of high interest.

H H H
R/N NH, NOS, NADPH, O, R’N NH, NOS, 1/2 NADPH, Oi R’N NHz  +NO
I - - T
“OH
Arginine NOHA Citrulline

Figure 2. In vivo NO synthesis from arginine.

Microsomal oxidation of amidoximes generates the corresponding amides and/or nitriles. It has been
demonstrated that these oxidative cleavages of C=N bonds to the corresponding C=O bonds result in a
transfer of one oxygen atom (dependent on CYP450) from O: to the substrate, with simultaneous release
of NO [8].

In 1986, a patent was deposited for a series of compounds containing an amidoxime function
possessing cardiotonic activities and allowing an increase in the heart muscle force [9]. In 1989, a second
patent proved that many compounds bearing amidoxime functions can reduce heart failures by
increasing the contractile force of the heart muscle [10]. These studies were followed by the work of
Shahid et al. who demonstrated that once the cardiotonic agent depicted in Figure 3 injected in isolated
cardiac and vascular tissues, positive chronotropic and inotropic effects were observed [11].

~ o \/k/\\ /N H>
- HCI
A\
~0 J\/L/ N—OH
Figure 3. Structure of N-hydroxy-5,6-dimethoxy-1H-indene-2-carboximidamide. HCL.

The oxidations of oximes and amidoximes were studied in vitro using either chemical reagents like
2-iodobenzoic acid (IBX) or IBX associated to tetraethylammonium bromide (TEAB) [12] or biological
ones like microsomes of rats containing CYP450 [5]. Amidoximes are also known to be reduced in vivo
into amidines exhibiting important anti-microbial activities against many pathogens such as
pneumocystis and protozoan [13,14].

In this review, we focus on the oxidation methods of both amidoximes and oximes developed over
the last twenty years, topic that has never been described to date. The first part is devoted to the structure
and isomerism of these compounds, which is an important subject only scarcely presented in the
literature. Next, the major methods developed for the synthesis of amidoximes and oximes will be
reported. Finally, the last part will describe the in vitro oxidation steps of amidoximes and oximes via
chemical as well as biological processes. The oxidation mechanisms will also be presented in order to
describe the exact pathways of NO release. Finally, the last part will focus on the in vivo oxidations of
amidoximes and oximes in rats and rabbits alongside with their effects like the release of NO, the blood
pressure regulation and the vasodilatation.

2. Isomerism of amidoximes and oximes

Amidoximes and oximes have poorly been studied in the literature regarding their isomerism.
However, this topic is of high interest for the determination of their structure. These two compounds can
exhibit two types of isomers, (i) geometrical diastereoisomers Z or E, and (ii) constitutional isomers
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(tautomers). Better knowledge of the relative stability of the tautomeric forms of amidoximes would
permit to elucidate some aspects of their pharmacological activity, of their reactivity and of their ability to
coordinate with metal centers.

Some studies were devoted to amidoximes in order to clarify their structure. Four main amidoxime
tautomers plus their geometrical isomers (Z/E) were studied, namely amidoxime, iminohydroxylamine,
aminonitrone and nitroso-amine (Figure 4) [15,16]. In 1964, the presence of a zwitterionic form for
amidoximes was demonstrated. This zwitterion or aminonitrone was identified via FT-IR by the presence
of a medium to strong band at 1690 cm™ associated to the amidoxime C=N stretching at 1656 cm™". The
main aminonitrone and amidoxime IR bands are summarized in Table 1 [17].

Table 1. Infrared bands in solid and liquid phases of amidoximes.

Stretching solid phase Stretching liquid phase 2

Functions (cnY) (cmY)
OH - 3620
NH: 3400 and 3500 (sh)
Amidoxime form NHz.scissor 1575-1620
ASZ(:éaEIiZOH 2500 and 3300 (br)
C=N 1650-1670 (vs)
Aminonitrone form C=N*(H) 1690 (m-s) -

a liquid phase stretching is performed in chloroform; sh: sharp, br: broad, vs: very sharp, m: medium, s: strong.

Recent theoretical and experimental studies show that the most stable and dominant form is the Z-
amidoxime [15,16,18]. This isomer is more stable than the iminohydroxylamine, the aminonitrone and
the nitroso-amine, the latter being the less stable [18]. However, according to the most recent published

work on that topic [16], three amidoximes isomers may coexist due to their close relative energies: the Z-
amidoxime as the most stable form in both protic and aprotic solvents with the Z-aminonitrone and the
E-amino oxime as the minor forms. These theoretical studies were conducted on two compounds,
benzamidoxime and acetamidoxime. Z-aminotrone and E-amidoxime are the most energetically stable
after the dominant form Z-amidoxime: for acetamidoxime, the relative energies of these two tautomers
are of 3.0 kcal/mol and 3.5 kcal/mol, respectively, while for benzamidoxime they are of 4.5 kcal/mol and
5.4 kcal/mol, respectively. The other tautomers, E-aminonitrone and all iminohydroxylamine isomers are
less energetically favorable since their relative energies were higher than 8.5 kcal/mol in the case of
acetoxime and of 9.8 kcal/mol for benzamidoxime. The nitroso-amine is always the less energetically
stable isomer (AG = 30 kcal/mol). The other tautomers show stabilities in between the tautomers
mentioned above, the iminohydroxylamine exhibiting an intermediate stability with AG = 10-13 kcal/mol

(Figure 4). [16,18].

> i ]

Rew 2Ny
s X
H™ "OH H OH

(E.Z)-Iminohydroxylamine (Z,Z)-Iminohydroxylamine
(e}

rl(/ R.___NHp R. NH, R_ _NH; R _NH,
N e T e ] "
Ny @0/ “H HO” AN “oH Stability
Nitroso-amine I"I E = mionion: E-amidoxime Z-aminonitrone Z-amidoxime
R__-N R. _N.
il T
N N
HO™ TH HO™ H

(E.E)-Iminohydroxylamine (Z E)-Iminohydroxylamine

Figure 4. Summary of the stability of amidoxime isomers.
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Oximes tautomers were also studied and three main tautomeric forms were identified, the oxime,
the nitrone and the nitroso compound (Figure 5) [19,20]. Depending on the structure, other cyclic
tautomers may also exist [19]. These various isomers may present different biological activities [20] but
no data can be found in the literature. The first identified isomerization was the oxime-nitrone [21]. Even
if both nitrone and nitroso tautomers were identified to be less stable than the oxime form [22], the
nitrone form exhibits a higher reactivity than the oxime, especially in cyclooaddition reactions and
nucleophilic addition to unsaturated electrophiles [16,23]. The presence of an electron donating group on
the oxime moiety allows to decrease the energy gap between the oxime and the nitrone form and
stabilizes this latter, which facilitates addition reactions [16]. However, the oxime form is more reactive
than the nitrone at high pH [24].

R R R
o ke
“OH H™ o ~o
Oxime Nitrone Nitroso compound

Figure 5. Tautomers of oximes.

The oxime-nitrone tautomerism is the mostly studied in the literature and its mechanism was
investigated. Recently, Lopez et al. demonstrated by theoretical calculations that this isomerization occurs
via a bimolecular mechanism involving two oximes or two nitrones [23]. Previous studies suggested that
the oxime-nitrone tautomerism likely originated from a thermal 1,2-hydrogen shift and a solvation effect
[25-28].

Oximes can also exist as stereoisomers (Z/E forms). Numerous studies showed that the (Z)-oxime is
the most stable configuration. This was proven by differential scanning calorimetry (DSC) studies in
which heating and melting of the E-oxime afforded the Z-oxime. The oxime in its (E) configuration may
be present with the Z-oxime but it represents the minor specie [20,25].

3. Synthesis of oximes and amidoximes

According to the literature, amidoximes and oximes are compounds easily synthesized in high
yields. Amidoximes are usually prepared from the corresponding nitriles and hydroxylamine while
oximes are generated from the aldehydes/ketones and hydroxylamine.

3.1. Synthesis of amidoximes

Amidoximes are compounds possessing an amino and a hydroxymino function on the same carbon
(Figure 1) [7]. The first synthesized amidoxime is formamidoxime obtained in 1873 by Lossen and
Schigerdecker [29,30] but the first chemical structure of amidoximes only appeared in 1884 with
Tiemann’s work [30,31]. Many synthesis methods of amidoximes were explored but the most commonly
used nowadays is the nucleophilic attack of hydroxylamine on a nitrile (vide infra). Table 2, Table 3 and
Table 4 summarize all the processes developed for amidoximes synthesis and reactions are classified by
the type of additives used [7,30]. The methods described in Table 3 and Table 4 are scarcely used
nowadays because they require more sophisticated procedures.

Table 2 shows that amidoximes can be prepared from hydroxylamine and nitrile, thioamide,
amidine hydrochloride, hydrazide imide, iminoether, imidoylbenzotriazole, and pyrazine derivatives.
The attack of hydroxylamine on nitriles is the mostly used method since Tiemann showed that mixing a
nitrile with hydroxylamine hydrochloride and sodium carbonate in an alcohol produces the
corresponding amidoxime after several hours of heating at 60-80 °C [31]. Via this method, amidoximes
are generally prepared in high yield, up to 98% (entry 1) [32]. Synthetic methods described in entries 2
and 3 are more scarcely used since the starting compounds are prepared from nitriles [30]. In some cases,
better results are obtained using thioamides than the nitriles [33]. The reaction of hydroxylamine with
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thioamides [30,33,34], amidines, hydrazide imides [30] or iminoethers [35], even if rarely used, usually
affords the targeted amidoximes in yields varying from 60% to 100% (entries 2—4).
Table 2. Amidoxime syntheses using hydroxylamine.

Hydroxylamine .
Entry y . ¥ Reaction
action on
o NH,OH NHz
o R———N . _OH
1 nitrile N
R= Alkyl, Ar
s NH,OH NH;
[ X _OH + H,S
2 thioamide R™NH, RN
R= CgH4F, CgH4Cl, CgH4Br, CgH4Me, pyridyl
3 amidine NH,OH @\ "
hydrochloride or NH, .HCl ————> H/ 2+ NHCI
hydrazide imide NH N on
/\
A i NH,OH -
iminoether Pz o ——> ‘ 2+ C,HsOH
N
NH “OH
R R
N7 N7
= NHR,OR
\ B = o
—_—
V. \11\1 R, Ry~ \l‘\l/ Ry
N=N Rz
Imidoylbenzo- R= p-Tol, Ry=Bn R,= H, Rg=H
5 triazole R= p-Tol, Ry= Me R,= H, Rg= Bn
R= i-Bu, R;= Ph R,= H, Ry= Me
R= 4-MeOPh, R;= p-Tol R,= Me, Ry= H
R= Ph, R{=Ph R,=H, Rg=H
R= i-Bu, R;= Me R,= H, Ry= Me
R= 2-Pyridyl, R;= Ph R,= H, Rg= Bn
R= p-Tol, Ry= 2-Furyl R,=Me, Rg=H
Open chain o R o) )CL j\’\
. N R N
N N NH,OH N
pyrazine ‘ %NJ\COZM(& [ S -y 2 [ - NNH CO,Me
6 derivatives N H NN co,Me N~ N2 oH
and/or NN NH NH,
pyrrolopyrazine R=CHgs, Bn

The use of the nitriles and hydroxylamine allows usually to obtain the expected amidoximes in good
yields in a reaction time varying from of 1 to 48 h depending on the substrates. It is the leading method to
prepare amidoximes using readily available nitriles as starting substrates [36,37,38]. Hydroxylamine
hydrochloride is associated to bases like triethylamine or sodium carbonate (2 to 6 equivalents) that allow
the in situ generation of hydroxylamine. The addition of hydroxylamine can be conducted at room
temperature but is usually performed in refluxing ethanol or methanol to decrease the reaction time
[36,37]. Aromatic amidoximes are obtained in higher yields than aliphatic ones. Nevertheless, it is still
possible to improve the yield by adding an excess of hydroxylamine.

The use of an aqueous solution of hydroxylamine has also been reported. In this case, a base is not
required and the reaction time is generally shorter than when using hydroxylamine hydrochloride
[38,39]. This method has been demonstrated to be of interest for the efficient preparation of amidoximes
starting from aliphatic nitriles.
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Recently, Ranjbar-Karimi et al. synthesized a series of amidoximes using hydroxylamine and nitriles
via a solvent free method under ultrasonic irradiation. The reaction proceeds in short time and allows the
production of amidoximes in high yields (70-85%) [40].

Finally, the ring-opening of heterocycles using hydroxylamine was also demonstrated to be of
interest for the preparation of amidoximes. One of the most recent methods was developed by Katritzky
et al. by using imidoylbenzotriazoles and hydroxylamine as starting reagents under microwave
irradiation (Table 2, entry 5). This method allows the fast preparation of amidoximes (reaction time of 5—
15 min) and in good yields (65-81%) [41]. Hydroxylamine was also used for the synthesis of pyrazine-
based amidoximes from open chain pyrazine derivatives or their pyrrolopyrazine tautomers. The
reaction was demonstrated to occur either via the attack of hydroxylamine on the nitrile or the
pyrrolidine ring. These reactions gave amidoximes in yields ranging from 63-93% after 18 h (Table 2,
entry 6) [42,43].

The second synthetic process allowing the preparation of amidoximes involves the reaction of
ammonia or amines with oximinoethers, hydroximic acids or nitric oxides (Table 3) [7,30]. The first
example described in the literature is the reaction of ammonia with ethyl benzhydroximic acid for 8 h at
175 °C (Table 3, entry 1) [44]. This method is scarcely used but is of interest when using primary or
secondary amines [30]. The use of 2 equivalents of amine relative to the hydroximic acid causes a fast
dehydrohalogenation followed by a nucleophilic attack of the amine on the intermediate nitrile oxide
(Table 3, entry 2) [30].

Table 3. Reaction of ammonia and amines with oximinoethers and hydroximic acid chlorides.

Ammonia and .
Entry . . Reaction
amine action on

NH3
1 o @ - ©\ NH C,HsOH
oximinoether O~ et 2
N
.. . NH
2 hydroximic acid @vm _c @vNHZ

chlorides I ’U
N

Table 4. Miscellaneous reactions allowing the preparation of amidoximes.

Method Reaction
Entry
Reduction of N
1 nitrosolic acids ‘ 2,5 NH
0S0 N, - . 2 . H,0 + 25
and related \ '\\l\
N “OH
compounds OH
N_ NOH
' . </ \>J\/ C" R LiAIH, R
) Ring opening — N N0, ————> | X N2
of nitrogen- | H
o8 Ry Z
containing
R= COOEt, R;=Cl Ry= (CH3)2NH;
heterocycles R= COOEt, R;= NO, Ro= (CH2)oNH,
R= NO,, R;= NO, R,= Me

Some examples of reactions rarely described in the literature but allowing the preparation of
amidoximes are described in Table 4. The reduction of benzonitrosolic acid with hydrogen sulfide was
reported in 1906 by Wieland and Bauer (entry 1) [45].
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Some reducing agents are able to open nitrogen containing heterocycles like 1,2,4-oxadiazoles, A’-
1,2,4-oxadiazoles, 1-alkoxyadenines and 1,2,5-oxadiazoles [7,30]. The reaction of lithium aluminum
hydride (LiAlHs) with A'-1,2,4-oxadiazoles allows the break of the C-O bond to give N-substituted
amidoximes in 70% to 72% yield (entry 2) [46].

Finally, 1,2,4-oxadiazoles can also be transformed into amidoximes (yield of 75-85%) by reaction
with aqueous NaOH [47]. Amidoximes were obtained in lower yields (35-63%) after passing 1-
alkoxyadenine derivatives through Amberlite IRA 402 column and heating the eluate at 30—40°C for 7-48
h [48].

3.2. Synthesis of oximes

An oxime is a compound belonging to imines family (RR'C = NOH). If R is an alkyl or an aryl group,
R’ may be a hydrogen atom (aldoxime) or an alkyl/aryl group (ketoxime) (Figure 1). These compounds
are usually synthesized by the addition of hydroxylamine on an aldehyde or a ketone [25,49,50]. The
preparation of oximes is extensively described in the literature. Some improvements were described to
enhance the yields and decrease the by-products formation. In 1999, Hajipour et al. reported the
oximation of aldehydes and ketones using hydroxylamine hydrochloride under microwave irradiation in
solvent free conditions. The process was demonstrated to be of higher efficiency for the synthesis of
aldoximes using hydroxylamine hydrochloride and silica gel (yields higher than 76% and reaction time of
4 min) [51]. A similar solvent free method was reported in 2002 using hydroxylamine hydrochloride and
zinc oxide giving yield of 80-98% and reaction time varying between 5 and 15 min at 140-170°C [52].

Recently, Li et al. reported an efficient synthesis of oximes under sonication (yields ranging 51 to
99% and short reaction times). The reaction is conducted in ethanol in the presence of anhydrous sodium
sulfate [53].

Oximes can also be synthesized by the oxidation of aliphatic amines using m-CPBA. This reaction
gave very high yields (>90%) in 20 min and at room temperature [54].

4. Oxidation of amidoximes/oximes and NO release

During many years, NO was considered to present no beneficial biological effects and to be even
toxic due to its presence in polluted environments [55]. In the 1980s, it was observed that a molecule
released from the endothelium is responsible of the vasodilators effects and it was later identified as NO.
Since, numerous studies on NO showed many biological benefits including its important role in
vasodilation and blood pressure reduction [56]. For this reason, amidoximes and oximes were studied for
their capacity of NO release.
4.1. Oxidation by chemicals and biomimetics

Since the NO production in the human body originates from the oxidation of l-arginine by NOS, this
oxidation route and the factors affecting the oxidation were investigated. In 1998, Koikov et al. studied
the oxidation of three series of compounds including oximes and amidoximes at a concentration of 2 x
10-* M with KsFe[(CN)¢] at pH 12 [57]. Under these conditions, oximes were not able of releasing NO and
this phenomenon was explained by the acceptor or donor properties of the substituents (hydroxyphenyl
and pyridine rings) and by the acidity of the oxime functions. However, many tested amidoximes
showed the capacity to release NO in the presence of KsFe[(CN)s] and methyl and phenyl amidoximes
released 25% and 10% of NO, respectively. It was observed that replacing the phenyl ring by a pyridine
ring allows to increase twice the amount of released NO and that the amidoximes exhibit quite a similar
potential of NO release than methylamidoxime. The structures of these amidoximes are shown in Figure
6. The most important release was observed for the pyridine-2,6-diamidoxime for which the amount of
released NO reached up to 40%. Benzonitrile was also identified as the major product present after the
oxidation of benzamidoxime.
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Figure 6. Amidoximes releasing NO in the presence of K3Fe[(CN)6].

To better understand the products formed during the oxidation of amidoximes, Vadon-Le Goff et al.
reported the use of various oxidants and biomimetic systems to study the reaction products as well as the
causes and factors affecting the outcome of the reaction [4]. The authors evaluated the potential of NO
release of 4-chlorobenzamidoxime in the presence of different oxidants. Amides or nitriles were identified
as the main products but the presence of a dimeric product in the mixture was also detected (Figure 7).

cl
H,N \/©/
O/N

X /&NH

=
Cl

Figure 7. Dimeric product obtained from 4-chlorobenzamidoxime.

It was demonstrated that with oxidants like Pb(OAc)s and Ag:COs, amidoximes are selectively
oxidized into nitriles, while amides were selectively formed using oxidants capable of transferring one
oxygen atom like H202, t-BuOOH or m-CPBA. Using m-CPBA, 4-chlorobenzamidoxime was oxidized
into a mixture of dimeric products and amide, the latter being the major component. This oxidant, as well
as t-BuOOH, associated with catalytic amounts of iron-porphyrin generates preferentially the nitrile in
less than 1 h (ca. 80% of the amidoxime oxidized) (Table 5, lines 1-3). This likely originates from the
formation of highly reactive iron-oxo species which oxidize the amidoxime into the nitrile. This result is
in accordance with those described in the literature related to the oxidation of amidoximes by
hemoproteins. Horseradish peroxidase, able of generating iron-oxo species in the presence of H:0;,
oxidizes amidoximes to nitriles and a dimeric product. On the other hand, the oxidation by CYP450
generates exclusively the amide product instead of the nitrile. This was explained by the presence of the
superoxide Oz¢- radical anion or of a protein-metal-O: complex instead of the presence of the iron-oxo

intermediates (see Section 4.2 for the oxidation by CYP450).
Table 5. Summary of the major oxidation products after amidoxime reaction with different chemical and biomimetic

oxidants.
Major oxidation
products
Entry Amide Nitrile
1 Monoelectronic oxidants \
2 O2atom donors y
3 Oz2atom donors + J
iron-porphyrin catalyst
4 Photooxygenation J
of amidoximates
5 IBX l
6 IBX/TEAB v
v Major product formed.
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Amidoximes and oximes can also be oxidized via the amidoximate/oximate anions in the presence of
singlet oxygen [58]. The authors demonstrate that amidoximes and oximes are inert to 'Oz but once
converted to amidoximates and under photooxygenation, amidoximes can be oxidized into the
corresponding amides along with nitriles as minor products (Table 5, entry 4). The use of 'Oz is similar to
the oxidation of N-hydroxyguanidines by the NOS and clarifies the biological oxidation routes (Figure 8,
red part).

To better understand the oxidation process of amidoximes, oxidants like 2-iodobenzoic acid (IBX)
and the IBX/tetraethylammonium bromide (TEAB) combination were also used [12]. The authors
demonstrate that IBX can selectively oxidize benzamidoxime (Figure 8, blue part) into amide (best yield
of 83% using an amidoxime:IBX ratio of 1:1 and only 10% of the nitrile). This method was extended to
various amidoximes and similar results were obtained. Nevertheless, the use of an amidoxime:IBX:TEAB
molar ratio of 1:2:2 gave 90% of the nitrile and only 5% of the amide. By using this ratio with a series of
amidoximes, similar results were obtained by the authors (Table 5, entries 5 and 6).

. S s )

N
HO™ N

i Ho N
P -
/ H HZNY\/@ \
|
o -/
HO. N

Hz
H
H

HO
sz w HzNY\/©
| HO. = \
N N N
HO HO
0. cl cl
\ | |
oM Ho N Ho N
NO,
NH
HzN 2
oN \(©/ \\IL/\/\ HO\N%
| . |
N HO Y
HO

HO\N/ o
| //

O  Oxidized majorly to amides by photooxygenation after tranformation to amidoximates.
) Oxidized majorly to amidesby IBX treatment and to nitriles by IBX/TEAB treatment.

\

Figure 8. Structures of amidoximes able to be oxidized after photoxygenation or by treatment 2-iodobenzoic acid or

IBX/tetraethylammonium bromide.

4.2. Biological pathways of amidoximes and oximes oxidation

As it is well known, NO is synthesized in vivo by the NOS enzymes. In recent years, many scientists
got interested in finding new ways to oxidize amidoximes and oximes in order to increase the NO
concentration in the organism. A few studies demonstrated that C=N-OH moieties present in compounds
like amidoximes and oximes can be oxidized by CYP450 enzymes [59,60]. In 1998, a study showed the
key role of CYP450 in the oxidation of amidoximes, oximes and N-hydroxyguanidines along with their
oxidation products [5]. In the presence of rat liver microsomes, NADPH and O, amidoximes and oximes
can be oxidized and release NO and NO-related aerobic products like NOz- and NOs". The presence of
both NADPH and O: and of the active microsomes was demonstrated to be essential for the oxidation,
indicating that this reaction is enzymatic. Moreover, the authors demonstrated that the CYP450 present in
the microsomes are responsible for this reaction by using either the CYP450 inhibitor Miconazole which
caused the inhibition by ca. 80-90% of the reaction or Dexomethasone (DEX), a CYP450 inducer, treated
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microsomes. The oxidation of various amidoximes and oximes generates both NO2z- and NOs-, especially
in the presence of DEX-treated microsomes which boosts the oxidation. This release was always
accompanied by the formation of amides and nitriles in the case of amidoximes and of ketones and
nitroalkanes in the case of ketoximes.

In 2004, another study used CYP450 to test the oxidation of the oximes. Hence, Mantyla et al.
incubated buparvaquone-oxime and its derivatives with NADPH and either untreated rat liver
microsomes or treated ones with various CYP450 inducers. These buparvaquone’s prodrugs were studied
for their ability to be oxidized and releasing the corresponding buparvaquone alongside NO which was
quantified via the NOz species produced [61]. All of the oximes were able to be oxidized in the presence
of CYP450 and release buparvaquone bearing a C=O function effective against leishmaniasis. The
presence of NO was also believed to have a role against this disease. The solubility of the oximes
prodrugs was further improved by the synthesis of their corresponding phosphate prodrugs. These latter
were able to release the corresponding oximes-buparvaquone [62].

Recently, we evaluated the capacity of mono- and bis-amidoximes to release NO by a CYP450-
mediated oxidation (Figure 9) [38]. Amidoximes were also incubated with NADPH and untreated
microsomes. Only aromatic mono-amidoximes showed an important NO release while the aliphatic
mono-amidoxime and the bis-amidoxime bearing both an aromatic and aliphatic amidoxime released
only small NO quantities. The inadequate size or shape of the latter compounds and/or the lower
reactivity of the aliphatic amidoximes compared to aromatic ones hinders their metabolization by rat
liver microsomes. It was of interest to determine if these amidoximes are able to release NO once
incubated with human cells not originating from the liver. For that purpose, these compounds were first
demonstrated to be cytocompatible with human vascular smooth muscle cells (HVSMC) and were later
incubated with these cells for 1 h to evaluate their ability to release NO. This test showed that all of the
amidoximes are able to release NO and to increase the NO storage through nitrosothiol (RSNO)
formation inside the cells. It is worth mentioning that the bis-amidoxime exhibited a high potential for the
generation of RSNO, very close to that of the aromatic mono-amidoximes, but at a twice lower

cl OH o
HoN HoN H,N
| | |
N N _N
HO~ HO~ HO
Ohae O
| |
H>N N
N 2 <
“OH T/©/ OH
N
HO~

Figure 9. Structures of tested mono- and bis-amidoximes for NO release on rat liver microsomes and human vascular

concentration.

smooth muscle cells.

Other reports focused on finding the capacity of the NOS in oxidizing amidoximes and oximes.
Acetoxime can be oxidized by CYP450 and NADPH in the presence of metal complexes into NO2- and
reactive NO species [63]. However, this study clearly proved that acetoxime cannot be oxidized by the
NOS II enzyme and cannot even inhibit its activity, which suggests a low affinity between NOS and this
ketoxime. This demonstrates that the oxidation pathway of acetoxime in the cells involves only CYP450.
In another study, four amidoximes were incubated with NOS I and Il and NADPH and the NO formation
was monitored by the Griess assay in order to study the amidoximes recognition by NOS [64]. All the
amidoximes were inactive in the presence of NOS and did not show any NO release. Moreover, they are
also very bad inhibitors of NOS I and II. The corresponding N-hydroxyguanidines analogs showed high
affinity, indicating that the NOS better recognizes molecules bearing the -NH-C(R)=NH moiety than
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C=NOH. The latest study related to that topic was conducted in 2002 [65], and a series of N-
hydroxyguanidines, amidoximes, ketoximes and aldoximes where tested for their NO release capacity in
the presence of recombinant NOS II. The presence of an unmodified N-hydroxyguanidine function is
mandatory for the oxidation by the NOS. Thus, none of the amidoximes and oximes could be oxidized by
this enzyme.

As shown by these studies, CYP450 seems to be responsible of the oxidation of both amidoximes and
oximes while NOS does not appear to have a role in these oxidations. As mentioned above, the oxidations
by CYP450 afforded as major products amides in the case of amidoximes and ketones in the case of
oximes alongside with the release of NO, nitrites and nitrates [63-65]. The mechanism of amidoximes and
oximes oxidation by CYP450 that generates amides/ketones is explained by the formation of the
superoxide radical anion (O2¢-) which is a dissociation product of the CYP450-Fe(II)-O2 complex, this
latter was shown to be easily transformed to CYP420-Fe(Il)-O: during the oxidation [60,63-65]. The
formation, even in small amounts, of a nitrile and nitroalkane mixture originates from the presence of an
iron-oxo complex as it is the case for the biomimetic reactions generating nitriles. Many CYP450 isoforms
have been identified as responsible of the oxidations of these products like CYP4501A1, CYP4502B1, and
CYP4502E: [5,63].

These results demonstrate that NOS are not optimal for the evaluation of the NO release from
amidoximes. It is preferable to use the CYP450 pathway that shows good results with both amidoxime
and oxime functions.

4.3. In vivo and in vitro biological responses to NO release from amidoximes/oximes oxidation

Along with the discovery of the capacity of amidoximes and oximes to release NO in the presence of
biological extracts and cells, many scientists started to test these products on biological tissues. Indeed,
the in vivo generation of NO has gained a lot of attention among others due its capacity of vasodilatation
and thus reducing platelet aggregation and thrombosis formation.

The first major works that appeared on that topic were published by Rehse et al. in 1997 and 1998
[66,67]. Seven aryl azoamidoximes and their effects on thrombosis inhibition, blood pressure and
inhibition of platelet aggregation were investigated [66]. Five of the seven amidoximes inhibited the
formation of thrombus in mesenteric rat vessels and even two of these amidoximes inhibited the
thrombus formation by more than 20% (Figure 10). The remaining two amidoximes bearing a methoxy or
a fluoro group on the para position did not show any significant effect on the thrombus formation in both
arterioles and venules. The inactive 4-methoxyphenylazo-methanamidoxime had also no significant
action in lowering the blood pressure during 2, 4, 6, and 24 h. The highly active 4-chlorophenylazo-
methanamidoxime decreased the blood pressure for 24 h with a maximum efficiency of 16% + 10% at 6 h.
It is noteworthy that both amidoximes were able to release NO in the presence of DEX-treated rat liver
microsomes and NADPH, but only the second amidoxime was used by the cells in order to lower blood
pressure and reduce thrombi formation. The last test conducted with these amidoximes was the platelet
aggregation. All of the studied amidoximes exhibited low or poor activity after calculating their ICso
following the Born test. This means that these amidoximes are not able of being oxidized in these
conditions.

In another series of experiments, 17 compounds containing different aliphatic, aromatic, and bis-
amidoximes were tested [67]. The results were in accordance with the previous study since the majority
of the amidoximes showed a poor effect or even a lack of activity towards the inhibition of platelet
aggregation which proves once more that the platelet rich plasma is not convenient for amidoximes
oxidation. The most effective amidoxime was the aromatic one bearing a chlorine atom on the para
position and an ethene group between the phenyl and the amidoxime function. The presence of this
ethene group raised the efficiency for the platelet aggregation inhibition. Bis-amidoximes displayed a
good activity for the inhibition of thrombus formation in arterioles and venules and the bis-amidoxime
bearing an ethene group exhibited the highest percentage of thrombus inhibition. All other amidoximes
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also show some activity and it was noticed that adding a group on the para position may increase the
thrombi formation inhibition, the key parameter being the lipophilicity rather than the electronic
variations. The amidoximes exhibiting the highest activity in reducing the thrombus formation were also
tested for decreasing the blood pressure but their activity was weak (the highest effect was observed for
the bis-amidoxime with a blood pressure lowering of only 5%) (Figure 10).

HO—N HO*N>7
- \
NH,
\>iNH2 N:N
N=N _
\_/

Cl
Most potent arylazoamidoximes in inhibition of thrombus formation

cl 0 r‘\le l‘\le
e e TN TN
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Most potent aromatic and bis-amidoximes in inhibition of thrombus formation

©) ©)
None © \©\(N‘\N €]
\ SN | N

"OH N-om

Most potent azide oximes in inhibition of thrombus formation
Figure 10. Most potent amidoximes and oximes in the inhibition of thrombus formation according to the studies of
Rehse et al.

These studies were not limited to amidoximes but also to azide oximes. These compounds showed
better antiplatelet effect than the azide amidoximes and the amidoximes since the majority of the studied
azide oximes exhibited a capacity to inhibit platelet aggregation with the oxime bearing the nitrophenyl
function having an ICso of 2 pmol/L in the Born test [68]. Similarly to amidoximes, the electronic variance
and the lipophilicity had no major role in changing the efficiency of the oximes, however strong electron
withdrawing groups like a nitro function seem to increase the oxime activity. All of the oximes showed
also 10-20% efficiency in thrombus formation inhibition and two of them exhibited values higher than
20%. Additionally, azide oximes allowed a decrease of the blood pressure that may reach 10-15%. This
parameter is not connected to the thrombus formation inhibition since the compound exhibiting the
highest antithrombotic activity did not have the highest capacity of blood pressure lowering. Overall, the
azide oximes showed to be more effective than the azide amidoximes and other studied amidoximes
(Figure 10).

In another study and in order to evaluate the relaxation capacity of amidoximes, Jia et al. used
formamidoxime in the presence of a tracheal ring previously contracted by carbachol, a cholinomimetic
drug. They observed a relaxation effect on the tracheal ring after the incubation along with an
accumulation of the cyclic guanosine 3',5'-monophosphate (cGMP) level after incubation with the tracheal
smooth muscle cells [69]. The relation between the production of cGMP and the relaxation of the ring was
proved by using a cGMP inhibitor on both the tracheal rings and the smooth muscle cells. This inhibitor
prevented the relaxation of the rings and the formation of the cGMP in both cultures. After the detection
of NO in the incubation media of the tracheal smooth muscle cells with formamidoxime, the authors
proposed that after the amidoxime oxidation, the released NO activates the formation of the cGMP which
induces the relaxation of the tracheal ring. As previously, a NOS inhibitor was used with the cultured
cells and the tracheal rings but it did not inhibit the production of cGMP or the relaxation of the rings. On
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the contrary, the cGMP production and the ring relaxation were both inhibited after the use of a CYP450
inhibitor, 7-ethoxyresorufin. Similarly, the cGMP production was inhibited after the use of Miconazole on
the cell cultures. These results provided evidence that the pathway of the amidoxime oxidation in the
tracheal smooth muscle cells and tracheal ring is through CYP450 and not NOS, and more specifically by
CYP4501A1 being a strong substrate of the 7-ethoxyresorufin.

This study using formamidoxime got a lot of attention and other researches were conducted to see if
this compound, along with other amidoximes and oximes, exhibited the same effects in the rat aorta.
Vetrovsky et al. tested a series of amidoximes and one oxime in the presence of endothelium-denuded rat
aorta (Figure 11) [70]. All of the compounds caused an endothelium-independent relaxation higher than
the NOHA with 4-chlorobenzamidoxime being the most active. It should also be noted that
formamidoxime (Table 6, entry 1, in vitro studies) caused an important rat aorta relaxation close to that of
the 4-chlorobenzamidoxime. The authors demonstrate that the presence of electron donating or
withdrawing groups has a limited influence on the aorta relaxation since benzamidoxime, 4-
methoxybenzamidoxime, and 4-n-(hexyloxy)benzamidoxime were slightly less potent than 4-
chlorobenzamidoxime and 4-nitrobenzamidoxime. Additionally, the lipophilicity increase in 4-n-
(hexyloxy)benzamidoxime compared to 4-methoxybenzamidoxime did not play a key role on the
relaxation effect. Finally, the use of an oxime instead of an amidoxime function caused a decrease in the
relaxation capacity.

R R = H, benzamidoxime Cl
NH, Cl, 4-chlorobenzamidoxime
W NH, OCHj3, 4-methoxybenzamidoxime
< | OCgH13, 4-n-(hexyloxy)benzamidoxime \
OH N NOj, 4-nitrobenzamidoxime N
“OH ’ “OH
Formamidoxime Aromatic amidoximes 4-chloroacetophenone oxime

Figure 11. Some of the studied amidoximes and oximes for their activity in rat aorta relaxation.

Using the same tests but focusing on oximes like acetaldoxime, acetoxime and formaldoxime (Table 6,
entries 2—4, in vitro studies), it was shown that all of these oximes are more potent to induce relaxation in
rat aorta than hydroxyguanidine, formaldoxime being the most potent [71]. Similar to amidoximes, the
lipophilicity increase from acetaldoxime to acetoxime does not significantly affect the induced relaxation.
For the previously studied amidoximes and oximes, cGMP and NO were involved in the aorta relaxation
since the addition of the guanylate cyclase inhibitor and NO-scavengers completely inhibited the
relaxation. The use of NOS inhibitors and CYP450 inhibitors like proadifen did not alter the relaxation
effect, indicating that other oxidation pathways are involved with these amidoximes and oximes.
However, the use of the 7-ethoxyresorufin inhibited the relaxation of the aorta rings in the presence of 4-
chlorobenzamidoxime and oximes but the authors suggested that this is not due to an inhibition of the
CYP4501A1 but to an inhibition of a different NADPH-dependent reductase pathway. In a following
study [6], the aliphatic oximes and formamidoxime (Table 6) were tested in vivo to evaluate the blood
pressure decrease in conscious chronically cannulated rats in which the endogenous NO synthesis was
blocked. In the precedent in vitro studies, the three tested oximes and the formamidoxime caused an
aorta relaxation, contrariwise, in vivo only formamidoxime and formaldoxime were capable of lowering
the blood pressure, with the amidoxime being the most active. This result was different from the in vitro
experiments where the formaldoxime was the most potent. The inhibition of the guanylate cyclase in vivo
caused the inhibition of the blood pressure reduction when using formaldoxime, which indicates that NO
is responsible for the whole effect while with formamidoxime NO is responsible for one third of the
effect, suggesting that with the amidoxime not the whole blood pressure decrease is caused by the NO
release. Finally, hydrophilic substances were found to be more active in vivo than in vitro.

More recently, other studies evaluated the potency of some oximes to induce a vasorelaxation in
superior mesenteric arteries isolated from rats. It was demonstrated that E-cinnamaldehyde oxime was
the most potent and able of causing a NOS and endothelium-independent vasorelaxation. The NO release
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and relaxation activity of this compound were only partially inhibited by 7-ethoxyresorufin, a CYP4501A:
specific inhibitor, but not by other CYP450 nonspecific inhibitor, which shows also that the oxime
oxidation is catalysed by a NADPH-dependent reductase pathway in the superior mesenteric arteries just
like the studies in rat aortic rings. The relaxation pathway is also caused by the activation of cGMP with a
key role played by a type of K* channel and the reduction of the Ca?* influx [72]. The role of the K*
channels was demonstrated in another study published in 2014 after the incubation of an oxime with rat
aortic rings in the presence of different channel blockers [73]. The relaxation was observed when the
enzyme and the aortic rings were incubated without the channel blockers. Furthermore, when
administered to conscious rats, the oxime caused the reduction of blood pressure. The aorta and superior
mesenteric artery rings relaxations were similar in the presence and in the absence of the endothelium
after the incubation with the oxime, indicating that NOS were not responsible of the oxidation. The
relaxation, as for the previously studied compounds, is achieved by the release of NO and the activation

of the cGMP pathway alongside the activation of the K+ channels.
Table 6. Comparison of some studied amidoximes and oximes for their aorta relaxation and pressure decrease

abilities.

Molecule In vitro rat aorta relaxation  In vivo blood pressure decrease

+++ +++

Formamidoxime

[

“OH
Acetaldoxime

++ X

N X
“OH ++

Acetoxime
OH

|
O
NN -+ ++

HO™ ™" “OH

Formaldoxime

++++ highly active; +++ active; ++ weakly active; x inactive.

In addition, amidoximes can also be used for their capacity of lowering the intraocular pressure
(IOP) in rabbits due to the NO release followed by the formation of cGMP [74,75]. In 2006, Oresmaa et al.
tested various imidazole amidoximes for their IOP-lowering abilities. Two of them (Figure 12) were
able to produce NO and increase the cGMP formation when incubated with porcine iris-ciliary bodies but

only the methyl form was able to reduce the IOP when administered intravitreally in rabbits. The
esterification of the active amidoximes caused the loss of their biological activity.

N
< |
/N NH2
R / R=H or CH3
N\
OH

Figure 12. Imidazole amidoximes able to increase cGMP formation.
All of these studies demonstrate that when amidoximes or oximes are incubated with cultured cells
such as tracheal smooth muscle cells [69] or with biological tissues such as aortic/tracheal rings [69,70],
the generation of NO followed by the relaxation of the tissues is observed. This relaxation was proved to
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be caused by an increase in the cGMP accumulation after the activation of the guanylate cyclase by the
released NO. Moreover, even in biological tissues, the NOS pathway does not seem to play a role in the
oxidation of these products [69-71]. However, in some biological tissues like aortic rings and superior
mesenteric arteries, CYP450 did not seem to play a role in the oxidation but it was suggested to be
another NADPH-dependent reductase pathway [70-72]. Independently from the enzyme involved in the
oxidation of amidoximes and oximes, it is now well established that the related NO release causes an
activation of the guanylate cyclase with an accumulation of cGMP. This is followed by an activation of
the BKca channels which causes an efflux of the potassium ions and thus a decrease in the calcium
channels activity [72,73]. This pathway causes a relaxation in the targeted tissue along the detected effects
such as blood pressure decrease.
5. Conclusions

Amidoximes and oximes are compounds that are easy to synthesize and that present many benefits
especially in biological pathways. In this review, we focused on their NO donor abilities. Many oximes
and amidoximes can be oxidized by the CYP450 route rather than the NOS pathway which is of high
interest when the patient’'s NOS is not functional. Additionally, these compounds showed in vitro and in
vivo abilities to cause the relaxation of aortas, to inhibit platelet aggregation and to decrease the
hypertension. For all these reasons, amidoximes and oximes are of high potential for future use against
many cardiovascular diseases.
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Objectifs
Ce travail de thése vise a concevoir et a développer de nouvelles molécules doubles

donneuses de NO dans l'intention de les évaluer pour une utilisation potentielle dans le

traitement contre les maladies cardiovasculaires.

Dans un premier temps, la synthése des doubles donneurs hybrides de NO a été envisagée par
synthése de molécules comportant a la fois une fonction S-nitrosothiol ainsi qu’une fonction
amidoxime. Théoriquement, la présence de ces deux fonctions doit permettre d’assurer la
libération de NO en deux temps en considérant la demi-vie des S-nitrosothiols in vivo qui est
comprise entre 7 et 60 minutes'? permettant une libération rapide, et celle des amidoximes

qui est d’environ 10 heures, permettant une libération prolongée.’

Les recherches se sont alors dirigées vers la synthése d’un autre type de donneurs et se
base sur la présence de groupements amidoximes uniquement. Différents modeles de

molécules ont été ciblés :

e Mono-donneuses de NO possédant une fonction amidoxime aliphatique ou
aromatique ; aprés avoir mis au point une méthode de synthése efficace et rapide
de ces deux types de fonctions amidoxime, 1’évaluation de leur capacité a libérer
NO, la cinétique et le taux de libération servira de base pour I’étude des molécules
plus complexes.

e double donneuses possédant une fonction amidoxime aromatique et une
fonction amidoxime aliphatique ; I’innovation apportée a ce type de molécules
réside dans la combinaison de deux types de groupements fonctionnels identiques,
permettant éventuellement une libération prolongée, en deux temps, de NO. De
plus, la synthese et, de ce fait, la bipotentialité de ces molécules n’ont jamais été
décrites dans la littérature.

e double donneuses possédant deux fonctions amidoxime aromatiques sur deux
cycles différents ; il est intéressant d’envisager la comparaison de la capacité de
libération de NO de ce nouveau type de molécules avec les bis-amidoximes
aromatique(s) / aliphatique(s) afin d’optimiser et obtenir un modele de molécules
donneuses de NO plus efficaces. Ce type de molécules n’a auparavant jamais été

testé pour sa capacité a libérer du NO.
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multi donneuses possédant deux fonctions amidoxime ou plus sur le méme cycle
ou sur différents cycles ; ces composés donneurs sont synthétisés dans 1’objectif
de tester, cette fois, la capacité de libération maximale des amidoximes et de les
comparer avec les composés mono et double donneurs. Actuellement, ce type

d’amidoximes n’est pas décrit dans la littérature.

Par la suite, une fois les différentes molécules décrites ci-dessus synthétisées, 1’objectif

\

¢tait d’étudier leurs propriétés grace a certains tests biologiques. Les essais réalisés ont

permis de quantifier la capacité des différentes molécules a réellement libérer du NO

lorsqu’elles sont en contact avec des extraits de foie de rats ou des cellules humaines. Pour

cela, quatre types de tests biologiques ont été réalisés afin d’évaluer et mesurer le pouvoir

donneur des produits synthétisés (Figure I1.1).

Etude de la solubilité des molécules dans le tampon phosphate salin (PBS) ;
chaque molécule doit impérativement étre soluble dans le tampon PBS ou dans
une solution de concentration maximale de 0,1% de DMSO dans ce méme tampon
qui est utilisé dans toutes les étapes suivantes. Ce premier test sélectionnera ainsi
les molécules capables d’étre analysées ultérieurement.

Etude de la libération de NO sur les microsomes de rats (extraits de foie) ; les
microsomes contenant des cytochromes P450 seront capables, selon la structure
de la molécule, de I’oxyder en libérant le NO. Ce test permet d’avoir une premicre
indication sur la capacité des fonctions synthétisées a étre oxydées.

Etude de la cytocompatibilité ; ce test important permet de s’assurer que les
molécules étudiées sont compatibles avec les cellules humaines. Une fois que les
molécules seront révélées étre non toxiques, elles pourront étre mises en contact
avec les cellules humaines pour les tests.

L’¢tude de la libération de NO sur les cellules humaines ; ce dernier test trés ciblé
permet de voir si ces derniéres sont aussi capables d’oxyder les fonctions
amidoximes. En effet, il est nécessaire et important de sélectionner les molécules
qui pourront étre engagées pour des études plus poussées afin de prouver ou non

leur effet donneur de NO sur les humains.
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6- Libération sur

@ cellules
Cytocompatibilité humaines
avec cellules
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Figure Il 1. Etapes d'étude biologique des produits synthétisés
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Introduction du chapitre

Ce chapitre présente les différents essais de synthése de molécules hybrides double
donneuses de NO, porteuses conjointement d’une fonction S-nitrosothiol et d’une fonction
amidoxime. Ces molécules offriraient la potentialit¢ d’une libération en deux temps de NO
via une cinétique dépendante du groupement fonctionnel donneur : elles seraient capables de
libérer NO de facon prolongée en s’appuyant sur la bipotentialit¢ apportée par les deux
fonctions, libérant NO selon deux mécanismes enzymatiques distincts :

- amidoxime libérant NO par coupure oxydante catalysée ou non par les cytochromes
P450 (CYP)*’

- S-nitrosothiol (RSNO) libérant NO spontanément ou par catalyse enzymatique via des
rédoxines.*’

Ce travail nécessite d’obtenir, sur la méme molécule, une fonction thiol libre, a nitroser
ultérieurement, ainsi qu’une fonction amidoxime, tout en s’affranchissant de 1’oxydation
spontanée et parfois inévitable des thiols durant les étapes de syntheése. Dans la littérature, ce
type de molécule n’est pas décrit mais des travaux, menés précédemment au LCPM, avaient
pour but de générer ¢galement des doubles donneurs hybrides qui résultent du couplage d’une
cystéine avec une amidoxime (Figure I1.2). La premicre étape de ce travail était la protection
de la fonction thiol de la cystéine par un groupement trityle afin d’éviter son oxydation lors
des étapes suivantes de couplage, cyclisation et synthése de I’amidoxime. Une fois
I’amidoxime synthétisée, la fonction thiol est déprotégée a 1’aide du triéthylsilane et d’acide
trifluoroacétique. Par contre, dii aux difficultés de déprotection et de purification des thiols
durant la derniére étape, la nitrosation n’avait pas pu étre réalisée.® Suite a ces résultats, il a
semblé¢ nécessaire, dans la suite de ce travail, d’empécher 1’oxydation des thiols en

s’affranchissant des étapes de protection et de déprotection des fonctions thiol.
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Figure II. 2. Travaux précédents au LCPM des étapes de synthese d’un double donneur hybride de
NO par protection et déprotection du thiol
En effet, les composés S-nitrosothiols visés dans ce travail de theése sont différents de
ceux détaillés dans la littérature : ce ne sont ni des protéines ni des analogues de la cystéine
mais des petites molécules organiques aromatiques (portant également la fonction

amidoxime).

Ce chapitre présente les différentes étapes des deux stratégies qui ont été envisagées pour
la synthése de ces molécules hybrides ainsi que les difficultés survenues au cours de ces
travaux. Une étude bibliographique préliminaire concernant 1’obtention des fonctions thiol
semble indispensable en guise de préambule afin de présenter clairement les stratégies de

synthese qui ont été ultérieurement choisies dans ce chapitre.

1. Méthodes de synthese de produits possédant des fonctions
thiol

Dans la littérature, plusieurs méthodes existent pour la synthése de molécules comportant
une fonction thiol. Ces méthodes sont différentes si la fonction thiol recherchée est
aliphatique ou aromatique. L’objectif initial de ce travail de these étant la synthése de
fonctions thiol aliphatiques, il est judicieux de concentrer 1’étude bibliographique sur ce type

r 9
de molécules.
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Généralement, une fonction thiol aliphatique est obtenue a partir de composés de la
famille des alcénes, d’halogénures ou encore d’alcools en présence de réactifs soufrés.

Il est également possible d’obtenir une molécule dotée d’une fonction thiol libre apres
réaction de couplage avec un acide aminé ayant une fonction thiol (comme la cystéine). Les
composés S-nitrosothiols exogenes efficaces contre les maladies cardiovasculaires sont

justement synthétisés a partir de cystéines.

1.1. Synthese des thiols aliphatiques par les méthodes classiques

Cette partie permettra de passer en revue diverses méthodes de syntheése de thiols
aliphatiques. Les méthodes les plus courantes utilisent généralement des halogénures ou des
alcénes comme produit de départ. Néanmoins, méme si cela est moins fréquemment décrit,

les thiols peuvent étre obtenus également a partir d’alcools.’

Pour cela, la méthode la plus simple et la plus économique reste I’addition du sulfure

10712 94 toxicité'® non négligeable et la

d’hydrogene (H,S) sur 'un de ces trois composés.
formation en quantité significative d’un produit secondaire de type sulfure lors de la réaction,
restreint fortement son utilisation.’

D’autres méthodes, plus longues a mettre en ceuvre, car nécessitant le passage par un
produit intermédiaire, ont été développées et sont actuellement de plus en plus utilisées pour
la formation des thiols a partir des halogénoalcanes, alcénes ou alcools. Malgré un temps de

synthése plus important, ces méthodes permettent d’atteindre I’objectif avec de meilleurs

rendements et de diminuer fortement les risques d’apparition de produits secondaires.

1.1.1. Synthese des thiols a partir des halogénures

e Par addition des réactifs a base de thiols : Le réactif le plus utilis€¢ pour ce
type de réactions est I’hydrogénosulfure de sodium (NaSH) qui posséde un

caractere nucléophile marqué. (Figure 11.3)

NaSH, H,0 acide
—>

R-X R-SNa ——» R-SH

R= PhCH(COOH), PhCH,CH(COOH), X= Br
R= O=CH-CH, X= Cl

Figure I1. 3. Synthése des thiols a partir des halogénures et de NaSH
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Cette synthése est décrite, dans la majorité des cas, a partir de bromures ou de chlorures et
réalisée dans I’eau comme solvant. Cette réaction peut étre menée a température ambiante ou
précédée par un mélange des réactifs a froid. La présence d’un acide dans la deuxieme étape
de cette réaction permet la protonation afin de former la fonction thiol. Cette réaction peut

étre réalisée en moins de 24 heures et les rendements sont acceptables (jusqu’a 68%).'*'°

Une autre maniere d’utiliser I’hydrogénosulfure de sodium est de mélanger ce dernier
avec une résine échangeuse d’ions pour la synthése de composés a fonction thiol. Cette
méthode a été développée afin de tenter de diminuer la formation de produits secondaires
comme le disulfure et le sulfure et donc d’améliorer le rendement. Cette méthode est basée
sur ’échange du chlorure présent sur la résine avec la fonction thiolate de NaSH. Cet échange
forme un précipité blanc de NaCl qui sera séparé¢ de la nouvelle résine formée portant la
fonction thiolate.'” (Figure I1.4)

Na—SH § Na+ CI-

(2 )—cCr M -

PN R SH
[ F > Cl u_ §
+
Na—SH £ cl am - Na*Cl-
i ) u L » € SH
U_CI y U_ oo
Na—SH

+

€ —c U—'SH o Natar
. & .
W Na—sH s

Na*Cl

N + -
Na—SH =

Figure II. 4. Méthode de préparation d une résine échangeuse de thiol rapporté par Bandgar et al. '’

Une fois cette étape terminée, la résine est mise a réagir avec un halogénure d’alkyle

permettant la substitution de I’halogene par la fonction thiol de la résine. (Figure I1.5)
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R —X R —X R —SH R —SH

U—SH . l > _U_X R —SH

R —SH

Figure I1. 5. Substitution des halogénures a partir de la résine échangeuse de thiol rapporté par
Bandgar et al. '’
Une autre méthode se base sur ’emploi de la méme résine échangeuse d’ions directement
en présence de NaSH et de la molécule halogénée en s’affranchissant de la préparation

préalable de la résine. '*

- Substitution par utilisation de la thiourée : L’utilisation de la thiourée peut
¢galement s’avérer une méthode intéressante pour permettre la substitution d’un
atome d’halogene par une fonction thiol. La premicre étape, réalisée dans I’éthanol a
reflux avec un temps de réaction allant jusqu’a 6 heures, permet de générer un produit
intermédiaire de substitution qui nécessite, lors d’une seconde étape, 1’ajout d’une
base, le plus couramment NaOH, pour libérer le groupement thiol. Le rendement de

cette réaction peut atteindre 60%.'°* (Figure I1.6)

i
H-oN NH _ NH
R—X 2=>2 RS i. R-SH + P Y
NH, Ho,N~ “NH,

R= HOOC(CH,),, , X= Br
R= CHs(CH,), , X= Br
R= CH3CH,CH=C(CH3)CH, , X= Cl

Figure II. 6. Substitution des halogénures par la thiourée

- Substitution par utilisation des acides thiocarboxyliques R’COSH: 1l est
¢galement possible d’effectuer ce type de réaction par utilisation du thioacétate de
potassium, réaction couramment décrite dans la littérature. Apres ajout de thioacétate
sur un dérivé halogéné, I’intermédiaire stable thioester est, dans la majorité des cas,

hydrolysé en milieu basique afin d’obtenir le thiol. (Figure I1.7) Cette réaction peut se
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dérouler dans différents solvants comme le THF, le méthanol, I’acétone ou encore le
chloroforme et aussi bien a température ambiante qu’a chaud. Les rendements de la

réaction qui peut, malgré les deux étapes, étre réalisée en moins de 24 heures sont

excellents (formation du thioester, 98% et hydrolyse 96%) .****
2
KS O Hydrolyse
RX — » R y4_y> R-SH
S
R=Bz, X=Br

R=HCCCH, , X=Br

Figure I1. 7. Substitution des halogénures en présence du thioacétate de potassium

Pour finir, d’autres dérivés soufrés comme les thiocyanates, les thiosulfates, le sel de

Bunte, les di- et trithiocarbonates’ peuvent permettre ce type de réaction.

1.1.2.  Syntheése des thiols a partir d’alcénes

D’apres la littérature récente, la synthése des thiols a partir d’alcénes aliphatiques se fait
principalement en utilisant H,S. D’autres méthodes sont également décrites, comme par
exemple I’utilisation de I’acide thioacétique en se basant sur ’ouvrage de S. Patai, mais, de
nos jours, moins utilisées sur les alcénes aliphatiques. Ceci est dii au succes de I’emploi de
H,S qui conduit a de bons rendements avec un temps de réaction court. De ce fait, H,S est

toujours le chef de file de cette synthése.’

1.1.3. Méthodes de synthese de thiols a partir d’alcools
Dans la littérature, peu de publications décrivent la synthése d’un thiol a partir de I’alcool
correspondant. Comme décrit précédemment pour les alcénes, le réactif le plus utilisé est

H,S, méme s’il existe quelques autres méthodes.

Il a été montré que I'utilisation du pentasulfure de diphosphore en présence d’un alcool
pouvait générer le thiol correspondant apres hydrolyse acide du produit intermédiaire. Ces
réactions sont assez efficaces puisque les rendements atteignent parfois plus de 70%, lorsque

les disulfures obtenus peuvent étre réduits.’

Dans le méme registre, la triphénylphosphine peut également étre utilisée en présence de
N-bromosuccinimide (NBS) afin de former des halogénures primaires. Ce produit en

présence d’une résine a base de thiol (préparée comme dans la partie 1.1.1. de ce chapitre),
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peut permettre d’obtenir les composés souhaités en seulement 10 a 30 minutes et a

température ambiante avec des rendements allant jusqu’a 94%.%

1.2. Méthodes de couplage avec une cystéine

La cystéine, présente dans certaines structures protéiques du corps humain, est un acide a-
aminé naturel comportant une fonction thiol sur sa chaine latérale. Cette fonction présente
I’avantage de pouvoir étre nitrosée lorsque la cystéine est seule ou couplée avec d’autres
acides aminés, comme par exemple dans le cas du glutathion.”® Néanmoins, 1’oxydation des
fonctions thiols de la cystéine qui produit des disulfures (formation de cystine) reste parfois

difficile a controler (Figure I1.8). La cystine joue néanmoins un role important afin d’assurer

la stabilité de certaines protéines.”’*
o) o, o NH, o)
~ Ao AN
NH, o) NH,
L-cystéine Cystine

Figure II. 8. Oxydation de la L-cystéine en cystine

Par ailleurs, la cystéine peut étre engagée dans une réaction de couplage via son extrémité
N-terminale avec une fonction acide carboxylique. Deux méthodes d’activation sont

principalement décrites afin de laisser la fonction thiol libre :

- Couplage direct de la cystéine a un chlorure d’acyle : La réaction entre une amine
primaire ou secondaire et un chlorure d'acide permet aisément la préparation des
amides via la formation d’une liaison peptidique. La méthode la plus ancienne est
celle de Schotten-Baumann, réalisée en présence d'ions hydroxyde OH  permettant de

. . . 29,30
neutraliser l'acide formé.””

D’autres méthodes utilisent des bases telles que la
triéthylamine ou la pyridine. Cette méthode présente un avantage majeur : le passage
par les chlorures d’acides permet le couplage a la cystéine par sa fonction amine, sans
la nécessité de protéger préalablement la fonction thiol. Un exemple de cette réaction
est présenté dans la Figure 11.9 ou le produit est obtenu avec 76% de rendement apres

. . e 31
chauffage a reflux en présence de soude diluée.
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0 o SH
SH
OzN cl base O.N O
+ o ———— N
H,oN H OH
OH
NO, NO,

Figure Il. 9. Couplage de la cystéine au chlorure de 3,5-dinitrobenzoyle rapporté par Sharma et al.

- Couplage de la cystéine a un chlorure d’acyle activé par le benzotriazole : Une
autre méthode, en deux étapes, développée par Katriztky et al. permet également ce
type de couplage. Apres formation puis activation du chlorure d’acide par le
benzotriazole, le produit intermédiaire, le N-acylbenzotriazole, est mis a réagir avec la
cystéine, ce qui permet de former la liaison peptidique et de générer la N-acylcystéine.
(Figure 11.10) Dans ce cas, la réaction s’effectue a température ambiante dans de

I’acétonitrile pendant 2 heures avec des rendements entre 51 et 86%.

Figure II. 10. Couplage de la cystéine au chlorure d'acyle activé par le benzotriazole rapporté par
Katritzky et al.

2. Plan général de syntheése des doubles donneurs hybrides

L’¢laboration de ce type de molécules hybrides nécessite de répondre a plusieurs critéres :
- la présence d’un groupement nitrile pouvant étre transformé en fonction amidoxime,
- la présence d’une fonction thiol libre, non oxydée, pouvant étre nitrosée afin de

former la fonction RSNO.

La fonction amidoxime sera placée sur le noyau aromatique en position para d’un atome

d’oxygene portant une chaine carbonée substituée par une fonction thiol. Ce modele est basé
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sur la littérature : les fonctions amidoximes aromatiques en position para d’un groupement
inductif attracteur (—I) et mésomeére donneur d’électrons (+M) sont parmi les meilleurs
donneurs de NO. L’ajout de la chaine carbonée sert a augmenter la lipophilie de la molécule
car 'augmentation de cette derni¢re facilite le passage passif des molécules a travers les
membranes cellulaires.”>*

Pour cela, aprés examen de la littérature, deux stratégies principales de synthése ont été
retenues pour introduire la fonction thiol libre :

1) sur un halogénure d’alkyle, par substitution nucléophile par une fonction thiol ;

2) par couplage de la molécule préalablement activée avec une cystéine portant une

fonction thiol libre.

La transformation du groupement cyano en amidoxime pourra étre envisagée avant ou apres
I’étape d’insertion du thiol. Ces étapes seront réalisées au LCPM.

Finalement, la nitrosation des fonctions thiol sera réalisée a CITHEFOR (Figure 11.11).

LCPM CITHEFOR
O._~_-SH O ~_-S-
1) OR Conditions Nitrosation
Q —————— . HN ———H,N
| \
NC
R=H Ho™N Ho N
R= (CHz)gBr 5a
|
o SH o S
OR' o 0]
2) /©/ Conditions MH Nitrosation OMN/;
NC HoN | OoH HZNYg/ H o
N |
R=H HO HO/N
R'= (CH,)3C(O)OEt
R'= (CH2)3C(O)OH 8a

R'= (CH,);C(O)Cl

Figure II. 11. Stratégie de synthese des donneurs hybrides de NO par ajout d’un thiol nitrosé et
d’une amidoxime
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3. Premieére stratégie : Substitution d’'un halogénure par une

fonction thiol

La premicre molécule cible 5a porte une fonction amidoxime aromatique et une fonction
thiol libre aliphatique, a nitroser lors d’une derniere étape. Pour sa synthése, il sera nécessaire
d’envisager la substitution d’un atome de brome par la fonction thiol et la transformation du

nitrile en amidoxime,

3.1. Synthese du produit intermédiaire 2a par addition d’une chaine

bromée

Br~~_Br

OH O Br
Q K,COj3, Acétone /©/ T
NC NC

Reflux, 58%

la 2a

Figure II. 12. Synthese de la molécule intermédiaire 2a portant une chaine bromée

La réaction d’ancrage de la chaine lipophile bromée est réalisée sur le 4-
hydroxybenzonitrile dans de I’acétone en présence de carbonate de potassium suivie par
I’addition du 1,3-dibromopropane porté¢ a reflux. Cette réaction d’O-alkylation conduit au
produit 2a avec un rendement de 58% (Figure I1.12). Il est néanmoins préférable d’utiliser un
large exceés de dérivé dibromé (5 équivalents) afin de minimiser 1’attaque du phénate sur le

produit de monoalkylation.

3.2. Substitution par une fonction thiol

3.2.1. Par utilisation du NaSH et de la thiourée
Afin d’obtenir le double donneur hybride a partir de la molécule 2a, deux voies de

synthese ont été planifiées.

La premiere voie de synthése nécessite la substitution nucléophile de I’atome de brome
par la fonction thiol avant la transformation de la fonction nitrile en amidoxime. Les
méthodes classiques, a savoir I'utilisation d’hydrogénosulfure de sodium dans de 1’eau ou la
thiourée dans 1’éthanol a reflux, n’ont pas permis de générer le produit 3a souhaité (Figure

I1.13).
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La seconde voie, nécessitant au préalable la synthése de ’amidoxime avant d’effectuer la
substitution de 1’atome de brome par la fonction thiol ne fut également pas fructueuse. En
effet, ’lamidoxime 4a a bien été isolée apres traitement du composé 2a avec du chlorhydrate
d’hydroxylamine en présence de triéthylamine dans le méthanol a reflux mais, dans le
meilleur des cas et malgré de trés nombreux essais, avec un rendement extrémement faible
puisque inférieur a 10%. Par conséquent, cette voie de synthése a été abandonnée (Figure

11.13).

NaSH. Hzo Hzo

ou 0 SH NH,OH. HCI, Et;N
Thlouree EtOH Q TN MeOH

Reflux Reflux

O\/\/Br
Q - HzN\/O/
NG NH,OH. HCI, EtsN o\/\/Br }l\,
| MeOH _ NaSH H,0, H HO~
2a Reflux 10% Reflux 5a

4a

O ~_SH

Figure Il. 13. Premiers essais de substitution nucléophile des halogénures par des fonctions thiols et
synthese des amidoximes

Il a été donc nécessaire de se focaliser sur la mise au point de ’obtention de la fonction

thiol par substitution nucléophile (2a - 3a). Tous les essais ont été réalisés avec des

molécules a chaines alkyles, commerciales mais beaucoup moins onéreuses que notre produit

de départ 2a. Les différents essais sont présentés dans le Tableau II.1.

Les différentes méthodes présentées dans la littérature ont été testées afin d’essayer
d’obtenir la fonction thiol libre (Tableau II.1). A partir du bromure de benzyle (entrée 9) ou
encore du (2-bromoéthyl)benzéne, I’hydrogénosulfure de sodium est 'un des premiers
réactifs utilisés, dans 1’eau ou dans 1’éthanol, a -5°C, en présence ou non de chlorhydrate de
la triéthylamine (entrées 1, 2 et 3). La réaction est ensuite menée a température ambiante
pendant 12 a 24 heures puis 2 a 3 heures chauffée a reflux. NaSH a aussi été mélangé a de
I’ Amberlite IRA-400, & température ambiante avec ou sans base'® avant d’étre mis en contact
avec le (2-bromoéthyl)benzeéne (entrées 4 et 5) ou avec le chlorure de benzyle (entrée 7).
L’Amberlite IRA-400 traitée par NaSH avant son mélange avec le chlorure de benzyle
(description paragraphe 1.1.1.) a été également employée (entrée 8).'” Pour finir, la derniére
tentative a été réalisée par ajout de thiourée sur le (2-bromoéthyl)benzeéne (entrée 6) dans de
I’éthanol a reflux puis traitement par une solution de soude, préparée dans de I’éthanol, afin

d’obtenir le produit final souhaité. Il est important de noter que toutes ces réactions ont été
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menées sous flux d’azote, aprés plusieurs essais, et aprés dégazage des solvants afin

d’essayer de diminuer le risque d’oxydation des fonctions thiols. (Tableau II.1)

Tableau 1. 1. Mise au point d 'une méthode de substitution des halogénures par les fonctions thiol

Entrée Molécule Réactifs Solvant | Température Tlf:‘)l
Disulfure
1 NaSH.H,O H,O -5°C, reflux -
2 NaSH.H,O EtOH -5°C, reflux -

3 @NBr NaSH.H,O0, Et;N.HC1 H,O -5°C, reflux 50%

4 Amberlite, NaSH.H,O | MeOH t.a. 10%
|
Amberlite, NaSH.H,O,
MeOH .a. 20-309
5 ELN.HCI eO t.a 0-30%
6 Thiourée, NaOH EtOH Reflux 10%
7 @ACI Amberlite, NaSH.H,O | CH;CN t.a. 10%
8 I Amberlite traitée CH;CN t.a. -

[ j ‘Br
9 NaSH.H,O H,O -5°C, reflux
11

Toutes ces méthodes ont conduit a I’obtention d’un produit identifi€ comme étant le
disulfure (Figure II1.14) et caractérisé ainsi par RMN (absence du signal correspondant au
déplacement chimique du proton du thiol libre, attendu dans la zone située entre 1 et 2
ppm).”> Malgré toutes les précautions prises, I'oxydation de la fonction thiol n’a pu étre
¢vitée et a conduit au disulfure. Dans certain cas, le thiol libre recherché est présent avec le
disulfure mais d’apres les analyses RMN réalisées et dans le meilleur des cas, avec un taux
maximal de 50%. Malheureusement, dans la majorité des cas, le disulfure a été obtenu seul

ou avec une tres faible proportion du thiol libre.
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:

Figure II. 14. Spectre RMN 'H des disulfures dans CDCl;

Bien évidemment, I’obtention de ces disulfures empéche toute tentative de nitrosation,
requérant la présence d’une fonction thiol libre. De plus, la séparation des deux produits par
colonne chromatographique sur gel de silice s’est avérée totalement inefficace en raison de
I’oxydation quasiment instantanée des thiols libres existants dans le mélange. Pour cela, une

méthode alternative a dii étre envisagée afin de tenter de contourner le probléeme.

3.2.2. Par utilisation du thioacétate de potassium
Une méthode utilisant le thioacétate de potassium et couramment décrite depuis quelques
années pour la synthése de thiols, a été testée sur la molécule 2a. Cette synthése peut
s’effectuer en trois étapes : premierement, la synthése d’un produit intermédiaire ayant une
fonction acétate ; deuxi€émement, la formation de la fonction amidoxime et finalement la

déprotection de la fonction thiol. Les deux dernicres étapes peuvent étre permutées.

3.2.2.1. Premiere étape de synthese du thioacétate
La réaction de substitution de ’atome de brome par une fonction thioacétate a été réalisée
dans I’acétone et a abouti, aprés 1 heure d’agitation a température ambiante, a 96% de
rendement du produit souhaité 3b (Figure II.15). Cette fonction acétate permet une protection

temporaire de la fonction thiol.
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Q/O\/\/Br CH3COSK, Acétone O/O\/\/SY
NC t.a., 96% NC O

2a 3b

Figure II. 15. Synthése du produit intermédiaire thioacétate 3b

3.2.2.2. Etapes de déprotection du thiol et de transformation du nitrile
en amidoxime

- Dans un premier temps, la déprotection du produit 3b a été envisagée et réalisée par
réaction avec l’acide trifluoroacétique dans une solution a reflux dioxane/eau
(35%/65%) pendant 5 heures.’® Comme précédemment, les essais ont seulement
conduit a une faible quantité de thiol réduit, 10% maximum de produit souhaité, en
mélange avec le disulfure.

- La stratégie inverse a alors ¢été tentée, c'est-a-dire en effectuant la synthése de
I’amidoxime avant la déprotection du thiol. La présence de I’hydroxylamine dans le
mélange réactionnel a bien permis de générer la fonction amidoxime. Cependant,
I’hydroxylamine (4 équivalents) a déprotégé la fonction thiol qui s’est oxydée en

disulfure (Figure I1.16).

NH,
NH,OH.HCI, Et;N S OH

o S MeOH
/©/ - Y O\/\/S\S/\/\O
0,
NG (0] Reflux, 40% HoN
|

HO/N

3b 5b

Figure II. 16. Synthese de [’amidoxime et déprotection du thiol par ['hydroxylamine donnant la
molécule 5b

La réaction du chlorhydrate de ’hydroxylamine avec 3b en présence de tri¢thylamine
dans du méthanol a reflux n’est pas sélective puisqu’en plus de former I’amidoxime, la
fonction thiols a été déprotégée et s’est spontanément oxydée. Durant cette réaction, et
surtout aprés purification sur colonne de silice, aucune fonction thiol libre n’a été détectée et
cela méme en modulant le nombre d’équivalents utilisé, la base ou le temps de contact.

Apres avoir essay¢ différentes méthodes pour obtenir une fonction thiol réduite, il était

intéressant de tenter de réduire les ponts disulfures des différentes molécules obtenues.
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3.2.3. Essais de réduction des disulfures
Les difficultés rencontrées lors des essais d’obtention de la fonction thiol sont survenues a
différentes étapes: la substitution des halogénures par les thiols qui a donné quasi
uniquement des disulfures a la place des thiols ainsi que les essais de purification de ces
derniers par colonne chromatographique. En effet, les faibles quantités de thiols libres

présentes dans les mélanges se sont oxydées presque instantanément sur la colonne.

Pour cette raison, les produits oxydés obtenus ont été engagés dans des réactions de

réduction afin d’obtenir la fonction thiol libre (Figure 11.17).

@ Conditions SH

e

OWS\SMO Conditions HzNYg
\
HoN
2 Ho ™

HO/N

5b 5a

Figure Il. 17. Essais de réduction des disulfures obtenus

Les conditions utilisées pour tenter la réduction des ponts disulfure sont présentées

dans le Tableau I1.2.
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Tableau I1. 2. Conditions de réduction des premiers ponts disulfures

Entrée Molécule Réactifs Solvant Température

1 P(n-Bu);°"”* | THF, gouttes H,O t.a.
2] Zn > AcOH 50°C
3 r LiAlH, Et,0 Reflux
4 NoH, ¥ CH,CL, t.a.
5 N,H, " THF, MeOH Reflux

6 DTT MeOH t.a.

5b
7 NaBH, ** MeOH 0°C

Apres examen de la littérature, différents réactifs ont été utilisés pour tenter la réduction
des disulfures, comme la tributylphosphine, le zinc, ’aluminohydrure de lithium ainsi que
I’hydrazine, avec des conditions propres a chaque réactif. Cependant, aucune méthode n’a pu
générer exclusivement des fonctions thiols libres : la majorité des mélanges obtenus étaient
toujours composés de thiols oxydés en disulfures, malgré différentes précautions prises

comme [’utilisation de fagon ininterrompue d’un flux d’azote.

D’autres essais de réduction ont été réalisés sur la molécule Sb issue de la déprotection du

thioacétate.

Le dithiothréitol ou DTT est le réactif le plus utilisé pour la réduction des ponts disulfure.
Ce fort agent réducteur contient deux fonctions thiols libres et est, par conséquent, capable de
réduire les ponts disulfures en s’oxydant lui-méme par création d’un pont disulfure
intramoléculaire thermodynamiquement plus favorable et conduisant a la formation d’un
cycle 4 6 atomes.” Cependant, I'utilisation du DTT n’a pas permis de réduire les ponts
disulfures ciblés (entrée 6). De méme, le traitement par le réducteur NaBH, utilisé dans du
méthanol & froid n’a pas permis de générer un thiol libre (entrée 7). Dans les deux cas, le

disulfure est récupéré a la fin de la réaction.
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3.2.4. Analyse des résultats obtenus

Les résultats obtenus montrent les nombreuses difficultés rencontrées pour obtenir et
isoler la molécule cible sous sa forme réduite. Comme vu précédemment, toutes les méthodes
testées ont généré majoritairement des composés de type disulfure. De plus, la purification du
mélange obtenu, fonctions thiol libres / oxydées, s’est avérée totalement inefficace et ceci a
cause de I’oxydation tres rapide de ces fonctions sur la silice. Pire, cette oxydation spontanée
génere, en sortie de la colonne, quasiment exclusivement les produits oxydés.

Ceci est en accord avec ce qui est décrit dans la littérature puisque des thiols de faible
masse moléculaire, semblables a celles de cette étude, s’oxydent trés facilement suite a un
simple contact avec de I’air en présence de bases comme la triéthylamine, la diéthylamine, la
pyridine, etc... Les fonctions thiol de ces molécules sont oxydées avec des taux compris entre
80 et 99% en moins de 24 heures.***> Ces résultats témoignent que ’oxydation de ces
molécules se produit tres facilement et sans doute inévitablement.

Néanmoins, la molécule Sb obtenue (Figure I1.15) peut présenter un intérét pour trois

raisons majeures :

- Lors de sa synthése, il a été montré la possibilité de déprotéger la fonction thiol et de
former I’amidoxime en wune seule étape par utilisation du chlorhydrate
d’hydroxylamine en présence de la trié¢thylamine. Cette propriété pourra étre valorisée
pour d’autres syntheses.

- Les ponts disulfures peuvent étre réduits in vivo par une famille d’enzymes appelés
les thiorédoxines.*® De plus, la nitrosation est aussi un mécanisme qui peut s’effectuer
directement dans le corps. Pour ces deux raisons, I'utilisation de cette molécule sous
sa forme oxydée pourrait s’avérer intéressante car elle pourrait étre réduite et nitrosée
dans les cellules. Ceci permettrait de générer in vivo les doubles donneurs hybrides
nitrosothiol / amidoxime.

- Cette molécule, non réduite, est aussi intéressante puisque la présence du pont
disulfure a généré un double donneur de NO symétrique, grace a la présence de deux
fonctions amidoximes aromatiques. Il sera intéressant de tester la capacité de
libération de NO de ces deux fonctions, et de la comparer avec celle d’une amidoxime
simple. Théoriquement, celle-ci devrait étre deux fois plus élevée en raison de la
présence de deux fonctions amidoximes, ce qui est intéressant a long terme afin
d’administrer aux patients des quantités plus faibles de principe actif en conservant les

mémes effets thérapeutiques.
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4. Deuxieme stratégie : Couplage a la cystéine possédant une

fonction thiol libre

La deuxiéme stratégie, présentée dans la Figure I1.11, consiste & coupler la cystéine a une
molécule ayant une fonction nitrile aromatique comme précurseur d’amidoxime afin
d’obtenir la molécule 8a. La cystéine est un acide aminé contenant une fonction thiol libre

qui pourra étre ultérieurement nitrosée afin de générer un S-nitrosothiol.

4.1. Synthese du produit 6a par incorporation d’une chaine

fonctionnalisée
(6]
/©/OH K,COg3, Acétone oL
OEt
NC Reflux, 95% NCQ/
la 6a

Figure II. 18. Incorporation de la chaine lipophile fonctionnalisée par O-alkylation du 4-
hydroxybenzonitrile
Le produit 6a a chaine lipophile fonctionnalisée (Figure I1.18) est synthétisé par réaction
de substitution nucléophile a partir du 4-hydroxybenzonitrile et du 4-bromobutyrate d’éthyle

en présence de carbonate de potassium. Le produit a été obtenu avec un rendement de 95%.

La présence de la chaine carbonée augmente la lipophilie de la molécule, ce qui facilite le
passage transmembranaire des molécules par diffusion passive. De plus, la présence de la
fonction ester sur la chaine permettra la saponification de celle-ci afin de pouvoir,

ultérieurement, incorporer la cystéine via un couplage.

4.2. Synthese de 7a par saponification de I'ester

O
O
/©/O OEt NaOH, EtOH OMOH
t.a., 98%
NC NC

6a 7a

Figure II. 19. La saponification de la fonction ester générant 7a
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La saponification de I’ester 6a est réalisée classiquement par réaction, a température
ambiante dans 1’éthanol, avec de la soude (Figure I1.19). Aprés une étape d’hydrolyse du

carboxylate formé, 1’acide carboxylique 7a est obtenu a un rendement de 98%.

La fonction acide carboxylique peut étre transformée facilement en fonction chlorure
d’acyle.*” ™ Cette méthode permet d’activer I’acide carboxylique, ce qui favorisera son

couplage ultérieur a I’extrémité N-terminale de la cystéine.
4.3. Couplage du chlorure d’acide a la cystéine

4.3.1. Mise au point de la méthode du couplage a la cystéine
Deux méthodes de couplage de 1’acide carboxylique 6a avec la cystéine ont été prévues :
le couplage avec le chlorure d’acide et le couplage apres activation du chlorure d’acide. Pour
la mise au point de ces méthodes et pour des raisons économiques, des chlorures d’acide

simples, commerciaux et disponibles au laboratoire ont été utilisés.

4.3.1.1. Couplage sans activation du chlorure d’acide
Les chlorures d’acide sont de bons réactifs de couplage. C’est ce couplage a la cystéine

(libre de préférence) par une N-acylation qui a été étudié. (Figure 11.20)

o SH
i Conditions )K o
R Cl RN
H OR'

R= Ph, Me, CH3(CH2)10
R'=H, Me

Figure I1. 20. Mise au point de la méthode du couplage des chlorures d'acide avec la cystéine

Les différentes conditions utilisées pour la mise au point de cette méthode sont
regroupées dans le Tableau I1.3.
La premiere molécule, le chlorure de benzoyle, est engagée dans une réaction avec la cystéine
libre (entrées 1, 2 et 3) ou sous forme d’ester méthylique (entrée 4). Ces réactions ont été
menées en présence ou en ’absence de base (triéthylamine ou pyridine) et dans différents
solvants. Tous les produits obtenus lors de ces essais sont majoritairement composés des
produits de N- et de S-acylation. Apres analyses RMN, le produit N-acylé est présent dans le
mélange avec un taux maximum de 10%. Ce résultat a été obtenu en utilisant la tri¢thylamine

comme base sur la cystéine libre (entrée 3). L’utilisation d’un chlorure d’acyle aliphatique,
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comme le chlorure d’acétyle, avec la cystéine en présence de pyridine dans du
dichlorométhane (entrée 5) a permis d’isoler seulement 10% de produit N-acylé en mélange
avec les produit N- et S-acylés. Cependant, dans les mémes conditions, mais cette fois sur un
chlorure d’acyle a plus longue chaine, comme le chlorure de lauroyle (entrée 6), 30% du
produit N-acylé ont été formés. Les chlorures d’acyle ont été ensuite engagés directement,

sans aucune purification.

Tableau II. 3. Conditions de la mise au point du couplage des chlorures d'acyle aux cystéines

Entrée Molécule Réactifs Solvant Température | Thiol
1 H-Cys(H)- CH;Cl ou 0°C. t.a. ]
OH, Py CH2C12
2 { H-Cys(H)-OH | H,0, CH;CN ta. :
[ j Cl
H-Cys(H)-
H,0, CH;CN t.a. 10%
3 v OH,EGN | 27 . ’
H-Cys(H)-
CH;Cl 0°C, t.a. -
4 OMe, py : e
X
H-Cys(H)-
5 cl ys(H) CH:Cl, 0°C, ta. | 10%
OH, py
V
O
/W\AA)J\
Cll H-Cys(H)-
6 ys(H) CHCl, 0°C, ta. | 30%
VI OH, py

En se basant sur les résultats obtenus précédemment, les dernieres conditions ont donc été

retenues afin de reproduire le couplage sur la cystéine libre sur la molécule étudiée.

4.3.1.2. Couplage apres activation du chlorure d’acyle
En amont du couplage a la cystéine, cette méthode repose sur I’activation du chlorure
d’acyle par le benzotriazole. Cette étape est réalisée par mélange du chlorure de benzoyle,
utilisé uniquement pour la mise au point, avec du THF a température ambiante pendant 24

heures. Le produit ainsi obtenu est purifié et aussitot solubilis¢é dans une solution
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acétonitrile/eau avec la cystéine et la triéthylamine a température ambiante durant 24 heures

(Figure 11.21).*

H SH
CL ? °
N H,N
O N N 2 on o SH
@)‘\CI THE N Ets;N, CH3;CN @)‘\N O
ta. ta. H OH

Figure Il. 21. Activation du chlorure du benzoyle avec le benzotriazole avant couplage avec la
cystéine
Cette méthode n’a pas permis d’obtenir le produit souhaité mais plutét, d’apres les
analyses CCM et RMN réalisées, un mélange de plusieurs produits difficiles a identifier.
Ces résultats montrent que la méthode utilisant la pyridine et ne nécessitant pas
d’activation préalable du chlorure d’acyle (Tableau II.3, entrée 6) reste la meilleure méthode

a tester sur la molécule 7a.

4.3.2. Synthese du chlorure d’acyle et couplage a la cystéine
La premicre étape, la synthése du chlorure d’acyle, est réalisée a partir de 1’acide 7a en
présence du chlorure de thionyle dans du dichlorométhane a reflux. Le chlorure est, sans plus
attendre, additionné a la cystéine libre en présence de pyridine dans le méme solvant a 0°C

puis a température ambiante pendant la nuit (Figure 11.22).

SH

o o

OH

o)
/@/OM()H SOCl,, CH,Cl, Q/OMCI Py, CH,Cl, QOMN
NC NC

NC Reflux t.a.

7a 8a

Figure I1. 22. Synthese du chlorure d'acyle et couplage a la cystéine

Cette syntheése n’a pas permis d’aboutir au produit souhaité malgré qu’elle ait montrée de
bons résultats sur les chlorures d’acyle commerciaux présentés ci-dessus mais
majoritairement la récupération des produits de départ. Ceci signifie que cette réaction n’a
pas eu lieu en utilisant la molécule cible 7a. Ce résultat peut étre dii & deux raisons distinctes :

- le chlorure d’acide correspondant a la molécule 7a n’est pas capable de réagir avec la

cystéine sous les conditions utilisées
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- la synthése du chlorure d’acide n’est pas réussie ce qui a empécher le couplage avec la

cystéine.

4.3.3. Couplage au carbodiimide
Les carbodiimides sont des agents de couplage trés employés en synthése peptidique. La
1-éthyl-3-(3’-diméthylaminopropyl)carbodiimide, EDC (appelée aussi WSC pour water
soluble carbodiimide) dont I'urée formée est soluble dans I’eau et peut étre éliminée par
lavage. Ces composés sont couramment utilisés avec 1’hydroxybenzotriazole, HOBt, dont la

présence permet de s’affranchir de certaines réactions parasites.

SH
HZNL(O
OH
0 HOB, EDC.HCI, Et;N o S
QOMOH CH,Cl, QOMNLKO
NC t.a. NC H OH
7a 8a

Figure II. 23. Couplage de l'acide 7a avec la cystéine en présence de I'EDC et HOBt

Classiquement, I’acide carboxylique 7a a été mis en présence de la cystéine, de HOBt, de
I’EDC.HCI et de triéthylamine dans du dichlorométhane a 0°C pendant 15 minutes puis a
température ambiante durant la nuit (Figure 11.23). Apres traitement puis purification par
chromatographie sur gel de silice, les produits de N- et de S-acylation ont été obtenus (Figure

11.24).
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Figure II. 24. Spectre RMN 'H des produits de N- et de S-acylation dans CDCl;

Toutes les méthodes de couplage testées dans ce travail n’ont pas permis d’aboutir au
produit souhaité avec des rendements acceptables. Le produit majoritairement obtenu
présente a la fois un groupement acyle sur I’atome d’azote et sur I’atome de soufre. Ce
produit ne pourra pas étre utilis€é pour les études prévues ultérieurement, la nitrosation est

inenvisageable car la fonction thiol n’est pas libre.
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Conclusion du chapitre

Ce chapitre a été dédié a la synthése de composés double donneurs hybrides de NO. Ces
doubles donneurs ont la particularité de devoir porter, sur la méme molécule, une fonction
amidoxime ainsi qu’une fonction S-nitrosothiol. L’innovation apportée a ces molécules réside
dans la combinaison de ces groupements fonctionnels différents, tous deux permettant une

libération prolongée et en deux temps de NO.

Deux voies de synthése de ces molécules ont été initialement prévues afin de trouver les
conditions idéales pour obtenir ce type de donneurs.

L’introduction de la fonction thiol a été envisagée :

- soit par substitution directe d’un atome d’halogéne a partir d’un halogénure d’alkyle,

- soit par couplage avec la cystéine libre a partir d’un composé portant une fonction

acide carboxylique.

Des précautions ont été prises (réactions sous flux d’azote, dégazage des solvants) de

facon a éliminer toute trace potentielle d’oxygene, et éviter I’oxydation non désirée de la

fonction thiol de la cystéine au cours du procédé de couplage ou de substitution.

Lors de la mise au point de ces deux stratégies, il a fallu faire face a de nombreux

obstacles.

Les difficultés de couplage a la cystéine sont principalement causées par un manque de
sélectivité de la réaction d’acylation puisque les produits isolés montrent qu’elle a eu lieu a la
fois sur les extrémités N- et S- terminales de la cystéine et cela quelle que soit la méthode de
couplage. L’obtention de ce produit S-acylé empéche la suite de I’étude puisque la nitrosation

de la fonction thiol ne pourra étre envisagée.

De nombreuses complications ont également été rencontrées lors des essais de
substitution d’un atome d’halogéne par une fonction thiol. En effet, il s’est avéré impossible
d’éviter I’oxydation tres rapide des fonctions thiol, que ce soit I’oxydation observée durant la
syntheése mais aussi I’oxydation spontanée lors de I’étape de purification sur la silice. Face a
cette réaction inévitable, une étape de réduction du pont disulfure formé a di étre envisagée.

Malheureusement, toutes les méthodes de réduction se sont avérées inefficaces.

Néanmoins, méme si ce n’était pas la forme visée au début des travaux, la présence d’un

pont disulfure sur une molécule portant deux fonctions amidoximes aromatiques et
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symétrique peut présenter des intéréts biologiques et chimiques. En effet, cette molécule peut
étre considérée comme un double donneur de NO par deux modeles possibles: un double
donneur hybride de NO présent grace a la réduction du pont disulfure et la nitrosation des
fonctions thiols qui pourraient se faire spontanément par les enzymes dans le milieu
intracellulaire in vivo ou un double donneur de NO a base d’amidoxime grace a la présence
de deux fonctions amidoximes symétriques potentiellement capables a libérer la quantité

double de NO sans réduction des ponts.

La présence de deux fonctions amidoximes sur la méme molécule a permis d’orienter
différemment la suite des travaux de thése. La synthése d’un nouveau type de doubles
donneurs de NO basé sur la présence de deux fonctions amidoximes seront développées dans

le chapitre suivant.
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Introduction du chapitre

Le deuxiéme chapitre de ce manuscrit sera consacré a la synthése de composés portant
une fonction amidoxime, une des fonctions les plus exploitées pour sa capacité a libérer NO.
Ce type de donneurs a déja montré ses capacités a pouvoir étre facilement oxydé et ainsi
libérer NO. Différentes recherches, présentées dans I’étude bibliographique de ce manuscrit
(cf. partie I), montrent I’intérét et les propriétés de ces molécules (effet dilatateurs et capacité
a inhiber la formation de thrombus). Les mono-amidoximes aromatiques sont, jusqu’a
présent, les amidoximes les plus couramment décrites pour leurs capacités a libérer du NO
par voies biologiques. Plus rarement, d’autres types d’amidoximes ont également été testées,

comme les mono- et les bis-amidoximes aliphatiques.

Dans ce chapitre, différents types de composés comportant des fonctions amidoximes ont
¢té ciblés : des composés mono donneurs aromatiques ou aliphatiques, double donneurs

aromatique / aliphatique, double donneurs aromatiques et multi donneurs (Figure I1.25).
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Figure II. 25. Molécules a base d'amidoximes ciblées dans ce travail

1. Plan général de syntheése des donneurs a base

d’amidoximes

Dans ce travail, les amidoximes sont obtenues, selon la méthode de synthese la plus

usuelle, a partir des nitriles correspondants traités par de I’hydroxylamine.

Une fois les amidoximes synthétisées, les molécules pourront étre testées au laboratoire

CITHEFOR afin d’étudier leur capacité a libérer du NO. Deux tests sont prévus pour évaluer

le caractére donneur des amidoximes : test de libération de NO en présence des microsomes

de fois de rats contenant des CYP450 et le test de libération de NO en présence de cellules

musculaires lisses humaines.
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Figure Il. 26. Plan de synthése des donneurs de NO a base d'amidoxime
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Comme présenté sur la Figure 11.26, le plan de synthese est divisé en trois grandes parties.

La premicre partie sert de mise au point de la méthode d’obtention des amidoximes en la
réalisant sur les mono-amidoximes aromatiques 9a,b. Ce modele de molécules posséde une
amidoxime aromatique en position para d’un groupement inductif accepteur d’électrons -I et
mésomere donneur d’électrons +M. Il a ¢été établi selon le modéle de la 4-
chlorobenzamidoxime,' qui a montré une capacité élevée de libération de NO et qui sera

utilisée comme référence lors de I’étude biologique.

La deuxieme partie est consacrée a la synthése de la bis-amidoxime aromatique /
aliphatique 12a ainsi que de ses analogues mono-donneurs 12b,c. La bis-amidoxime 12a
possede une fonction amidoxime sur le noyau aromatique et située en position para d’un
groupement -I/+M doté lui-méme d’une seconde fonction amidoxime, aliphatique sur sa
chaine carbonée. L’étude de cette bis-amidoxime est intéressante, dans un premier temps,
pour évaluer sa capacité potentielle a libérer une quantité de NO deux fois plus importante
que pour une mono-amidoxime et, dans un second temps, pour détailler la cinétique de
libération du NO par chacune de ces fonctions. Cette cinétique de libération, a partir des deux
types de fonctions amidoximes présentes sur la molécule n’a, auparavant, jamais été étudiée.
De plus, d’un point de vue pharmacologique, la présence de la chaine carbonée devrait
permettre d’augmenter 1’absorption et la diffusion passive de la molécule a travers les
membranes plasmiques. Idéalement, le logP de la molécule doit étre situé entre 1 et 3.2 Le
logP est le coefficient de partage d’une molécule entre deux phases non miscibles, autrement
dit, c’est la valeur de la solubilité d’une molécule entre deux solvants, normalement n-octanol
et eau. Le logP permet de mesurer la lipophilie d’une substance chimique : plus la valeur du

LogP est élevée plus la molécule présente un caractere lipophile et inversement.

Afin de tester la différence entre la capacité de libération de NO des amidoximes
aromatiques et celle des amidoximes aliphatiques, la synthése de deux mono-amidoximes
12b,c est envisagée. Leur modele, semblable a la 12a est congu sans la fonction amidoxime
aromatique pour l’amidoxime 12b et sans la fonction amidoxime aliphatique pour

I’amidoxime 12¢.

Enfin, la synthése de composés double ou des multi donneurs de NO (possédant deux ou
plusieurs fonctions amidoximes aromatiques sur le méme cycle ou sur des cycles différents) a

¢galement été prévue selon le méme protocole.
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2. Mise au point de la synthése des mono-amidoximes

aromatiques 9a, b

Comme décrit dans la littérature, les fonctions amidoximes aromatiques peuvent étre
obtenues directement par transformation dune fonction nitrile en présence de chlorhydrate
d’hydroxylamine et d’une base comme par exemple la triéthylamine, le carbonate de
potassium ou de sodium.”>~ Les solvants utilisés sont trés souvent le méthanol et 1’éthanol.

Deux méthodes classiques ont été testées et comparées pour la syntheése des premicres
amidoximes 9a,b (méthode I et II) en effectuant quelques variations sur le nombre
d’équivalents de réactif, le choix de la base, du solvant et de la température.

Dans une optique d’optimisation de cette réaction (vitesse de réaction et rendement), une
autre série de tests a également été effectuée mais en utilisant la technique des micro-ondes et

en variant plusieurs parametres.

2.1. Mise au point de la syntheése des amidoximes aromatiques par

les méthodes classiques

or OR;
/@/ ! Méthode |, II H,N Y©/
NC |

a:Rle
b:RlZCH3

la,b 9a, b

Figure I1. 27. Synthese de la 4-hydroxybenzamidoxime 9a et 4-méthoxybenzamidoxime 9b par les
méthodes classiques

Les mono-amidoximes aromatiques 9a et 9b ont été synthétisées par une méthode

classique déja utilisée au LCPM (méthode I) en employant le chlorhydrate d’hydroxylamine

en présence de triéthylamine a partir du nitrile correspondant dans du méthanol a température

ambiante.” Cette méthode a permis de générer les produits souhaités avec des rendements

moyens de 50-60%. (Figure 11.27, Tableau 11.4)

Afin d’améliorer le rendement, une autre méthode (méthode II) a ensuite été envisagée et
s’est avérée nettement plus efficace avec des rendements de 95-98%. (Figure 11.27, Tableau

11.4)
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Tableau I1. 4. Comparaison des méthodes I et Il pour la syntheése des amidoximes 9a,b

Méthode Réactifs Solvant T® Temps (h) | Rendement (%)
NH,OH.HCI (3eq)
I MeOH t.a. 48 50-60
Et:N (3eq) © a
NH,OH.HCI (2x2¢q)
II EtOH | Refl 48 95-98
Na;CO;3 (2x2¢q) erux

L’utilisation du chlorhydrate d’hydroxylamine avec le carbonate de sodium a reflux
s’avere €tre la méthode la plus efficace. Cependant, I’augmentation du nombre d’équivalents
de chlorhydrate d’hydroxylamine et de carbonate de sodium n’induit pas de diminution du

temps de réaction.

Par analyse par RMN des déplacements chimiques des protons des deux molécules
synthétisées (Tableau I1.5), la détection de signaux correspondant aux deux groupements
caractéristiques de ces fonctions, NH, et OH, prouvent la présence des fonctions amidoxime

aromatiques.

Tableau II. 5. Données RMN 'H des amidoximes 9a,b dans du DMSO-d6

6 (ppm)

Molécule | 2H, Hy, 2H, H,r | 2H,NH; | 1H, N-OH | R, (1H, OH ou 3H, CHj3)

7,48,J | 6,73,J=
9a 8.7 Hz 8.4 Hz 5,61 9,57 9,33

7,61,J | 692,J=
9b 8.7 Hz 8.7 Hz 5,70 9,2 3,77
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2.2. Mise au point de la méthode de synthése des amidoximes 9a,b

par micro-ondes
Plusieurs essais de chauffage sous micro-ondes ont été réalisés afin de générer les
amidoximes 9a,b a partir des nitriles correspondants 1a,b. Les conditions et les paramétres

testés lors de ces synthéses sont représentés dans le Tableau I1.6.

Un suivi par CCM a permis de constater que les différentes conditions employées ne
permettent pas d’obtenir les amidoximes cibles. Les produits de départ utilisés (les nitriles)
restent présents en grande quantité dans le milieu réactionnel, sans aucune formation
d’amidoxime. Le manque total de réactivité, méme apres 60 minutes de chauffage a 300 W,
signifie que I’hydroxylamine n’est pas capable de réagir sur les fonctions nitrile des

composés 1a,b sous micro-ondes.

Suite a ces résultats décevants, la méthode de choix pour la synthése des amidoximes
cibles reste la méthode II qui génére les composés désirés avec des rendements quasi

quantitatifs.

Tableau II. 6. Conditions et parameétres utilisés pour la synthése des mono-amidoximes aromatiques
9a,b

Molécule Conditions Temps (min) T® Puissance (W)

NH,OH.HCI (5eq)
Na,COs; (5¢q) 60 Reflux 300

Q/OH EtOH
NG NH,OH.HCI (9¢q en 40 min)

Na,COs (9eq en 40 min) 60 Reflux 300
EtOH

1a NH,OH.HCI (10eq en 50min)
Na,COs (10eq en 50min) 60 Reflux 300
EtOH

NH,OH.HCI (5¢q)

O\
Q/ Na,COj5 (5eq) 60 Reflux 300
NC EtOH

NH,OH.HCI (6eq en 30min)
Na,COs (6eq en 30min) 60 Reflux 300
1b EtOH
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3. Syntheése de la bis-amidoxime aromatique / aliphatique

12a et des mono-amidoximes analogues 12b,c

La synthése d’une molécule double donneuse de NO 12a portant conjointement une
fonction amidoxime de type aromatique et une autre de type aliphatique a été envisagée en
s’inspirant de la molécule utilisée comme référence : la 4-chlorobenzamidoxime. En effet, il a
¢été projeté de placer la fonction amidoxime aromatique en position para d’un groupement
donneur d’électrons comme une chaine alkoxy et la fonction amidoxime aliphatique en bout

de chaine carbonée.

La syntheése de deux autres mono-amidoximes a €été proposée en se basant sur le modele
de la bis-amidoxime 12a présentée précédemment. En effet, I’obtention d’une mono-
amidoxime aliphatique 12b et d’une autre aromatique 12¢ permettrait de pouvoir étudier la
cinétique et la puissance de libération du NO de chaque type de fonction afin de savoir

laquelle des deux est plus performante.

3.1. Synthese des produits intermédiaires 10a-c par incorporation

des différentes chaines lipophiles

BFWX

Q/OH K,CO3, Acétone /@OMX
Rz Reflux, 50-85% Rz
la,c 10a-c
R,=CN, X =Br, H 10a: R, =CN, X =Br.R = 85%
R,=H, X = Br 10b : R, = CN, X = H. R = 50%

10c : R, =H, X =Br. R =50%

Figure I1. 28. Incorporation des chaines lipophiles pour la synthése de 10a-c

L’incorporation de ces chalnes est réalisée selon le protocole d’O-alkylation présenté
dans le paragraphe 3.1 du premier chapitre (page 83). Les trois réactions d’ancrage des
chaines lipophiles sont réalisées en présence de carbonate de potassium au reflux de
I’acétone. (Figure I1.28) Les chaines carbonées retenues comportent trois atomes de carbone
permettant d’augmenter la lipophilie et d’obtenir par la suite des amidoximes dont les logP se

situent entre 1 et 5.

Les produits 10a-c¢ sont obtenus par réaction du 4-hydroxybenzonitrile 1a ou du phénol
le avec des dérivés mono- ou di-bromés. L’attaque du phénate sur le produit de

monoalkylation pourrait engendrer la formation de produits secondaires non désirés (dans le
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cas de I’utilisation du 1,4-dibromobutane). Afin d’augmenter la sélectivité, un large exceés du
composé dibromé est utilisé durant ces réactions (respectivement 5 équivalents pour former le
compos¢é 10a et seulement 2,5 équivalents pour le produit 10c afin de faciliter la purification
de ce dernier au détriment du rendement). Pour la synthése du composé 10b, un rendement de
50% est obtenu apres utilisation de 2,5 équivalents de 2-bromobutane. Vu que le produit
utilisé durant cette réaction est un monobromé, I’attaque du phénate sur le produit de
monoalkylation est inexistante d’ou 'utilisation deés le début de 2,5 équivalents a la place de
5 équivalents, afin d’essayer de réduire I’utilisation de grandes quantités de produits

chimiques.

3.2. Synthese des produits intermédiaires 11a,b par substitution

des atomes de brome par la fonction nitrile
La synthese d’une molécule possédant une fonction amidoxime aliphatique nécessite la
présence d’une fonction nitrile aliphatique sur la molécule cible. La substitution nucléophile
d’un atome de brome aliphatique par un groupement cyano est possible via I'utilisation de
sels de cyanure sur I’halogénure d’alkyle. Les cyanures les plus utilisés pour la substitution

des halogenes aliphatiques sont le cyanure de potassium (KCN) et le cyanure de sodium

(NaCN).*’

O\/\/\ O\/\/\
Cf Br KCN, DMF O/ CN
NG NG

100°C, 40%

10a 1la

O\/\/\ O\/\/\
©/ Br KCN, DMF ©/ CN

100°C, 70%
10c 11b

Figure II. 29. Substitution des atomes de brome aliphatiques par le cyanure de potassium pour la
synthese de 11a,b

Ces réactions sont menées sur les composés précurseurs des amidoximes aliphatiques.

Elles sont conduites dans du diméthylformamide porté a 100°C en présence du cyanure de

potassium durant 72 heures (Figure 11.29). Une différence de réactivité est observée entre les

deux produits avec un rendement de 40% pour la molécule 11a qui posséde deux fonctions

nitriles contre un rendement de 70% pour la molécule 11b comportant une seule fonction
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nitrile. Cette différence de réactivité entre les composés 10a et 10¢ est surtout visible d’apres
le suivi de la réaction en chromatographie sur couche mince (CCM) montrant une importante
présence du produit de départ 10a résiduel a la fin de la réaction, ce qui n’¢tait pas le cas de

la molécule 10c¢.

Les fonctions nitriles sont habituellement détectées par spectroscopie infrarouge (IR-TF)
par ’apparition d’une bande de vibration d’¢élongations caractéristique se situant entre 2300-
2200 cm™ et d’intensité généralement importante.® Les spectres obtenus lors de I’analyse des
deux molécules synthétisées ci-dessus présentent clairement une bande dans cette région,
preuve de la réussite de ces syntheses. Les spectres IR de la molécule 11a et de la molécule
11b sont respectivement représentés en bleu et en rose et superposés afin de les comparer

(Figure 11.30).

(=]
o
o

0.15

ATR Units
0.05
|

Z

-0.05

T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 101
Wavenumber cm-1

Figure II. 30. Comparaison des spectres IR des molécules 11a (bleu) et 11b (rose)

Sur I’agrandissement de la zone d’apparition des bandes correspondant aux groupements
nitrile (Figure I1.31) et dans le cas de la molécule 11b, possédant une fonction nitrile
aliphatique, seule une bande d’intensité faible apparait 4 2246 cm™. En revanche, dans le cas
de la molécule bis-nitrile 11a deux bandes sont visibles dans cette région. La premiere bande
située 4 2244 cm’™' est également d’intensité faible tandis que la seconde est d’intensité forte
et est située a 2225 cm™'; ces deux bandes correspondent aux deux fonctions nitrile portées

par la molécule 11a. La différence d’intensité des deux bandes nitrile peut s’expliquer par la
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différence de position de ces deux fonctions sur la molécule étant donné que l'une est
aromatique et I’autre aliphatique. Il s’agit d’un effet bathochrome puisque le déplacement de

la bande est observé vers les grandes longueurs d’ondes du spectre.

Par conséquent, en se basant sur la comparaison de ces deux spectres, il est possible
d’attribuer la bande de faible intensité apparaissant a 2244 cm™ de la molécule 11a a la
fonction nitrile aliphatique alors que la seconde bande trés intense peut étre due a la vibration

de la fonction nitrile aromatique.

0.020 0.100

0.060

0.040

0.0z0

0.000

-0.020

T T T T T T T T T T T T T T T
2360 2340 2320 2200 2220 2260 2240 2220 2200 2120 2160 2140 2120 2100 2020

Figure Il. 31. Agrandissement de la zone caractéristique du spectre IR des fonctions nitrile de la
molécule 11a (bleu) et 11b (rose)

La présence des fonctions nitrile sur les deux molécules suite aux réactions de
substitution nucléophile est aussi démontrée par analyse par spectroscopie par RMN, et plus
particuliérement par analyse des spectres *C. En effet, le spectre du bis-nitrile 11a, Figure
I1.32, montre & 119.9 ppm et 119.8 ppm la présence de deux atomes de carbones quaternaires
des deux groupements cyano. Enfin, sur le spectre *C de la molécule 11b, portant une unique
fonction nitrile aliphatique apparait également le déplacement chimique du carbone

quaternaire correspondant a 120,6 ppm (Figure 11.33).
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Figure II. 32. Spectre RMN "C JMOD de 11a dans le CDCI; et un agrandissement de la région des
CN
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Figure IL. 33. Spectre RMN °C JMOD de 11b dans du DMSO-d6 et un agrandissement de la région
des CN

3.3. Synthese des amidoximes 12a-c

Dans un premier temps, la synthése de ces amidoximes est menée selon la méthode II qui
¢tait la plus efficace pour la synthése des mono-amidoximes aromatiques 9a,b (paragraphe
2.1.). Cependant, lors de sa réalisation, cette méthode s’est montrée moins efficace en termes
de rendements et générant une contamination des molécules cibles par un produit secondaire
identifié comme étant I’amide. Par conséquent, il a été nécessaire de changer de méthode afin

d’optimiser cette synthese.
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3.3.1. Synthese des amidoximes 12a-c par la méthode I1

NH,OH.HCI, Na,CO3 O NH>
Q/O\/\/\CN Ethanol H,N Y©/ \/W
e | OH

Reflux, 40% N
HO

1la 12a

O~ NH,OH.HCI, Na,CO3 0) NH,
©/ CN Ethanol ©/ VV\(

I\LOH

Reflux, 37%

11b 12b

o NH,OH.HCI, Na,COs5 O~
/©/ Ethanol H,N
NC N

0,
Reflux, 71% HO

10b 12c

Figure Il. 34. Schéma de synthese des amidoximes 12a-c suivant la méthode I1

La bis-amidoxime aromatique / aliphatique 12a et les mono-amidoximes analogues 12b
et 12¢ ont été engagées selon les conditions décrites dans la méthode II qui permettait de
générer de fagon quasi-quantitative les mono-amidoximes aromatiques, en utilisant le
chlorhydrate d’hydroxylamine en présence du carbonate de sodium dans de 1’éthanol a reflux.
Cette méme méthode a permis la synthése de la nouvelle mono-amidoxime aromatique 12¢
avec un bon rendement de 71%. Cependant, la méthode transposée aux deux amidoximes 12a
et 12b, possédant des fonctions aliphatiques, n’a pas été aussi efficace qu’attendu puisque
générant les produits avec de faibles rendements aux alentours de 40% (Figure I1.34) méme
aprés 72 heures a reflux. Cette différence suggere une difficulté plus prononcée de conversion
des nitriles aliphatiques que les nitriles aromatiques, dans le cas des produits de départ 11a,b
utilisés dans cette étude. Outre les faibles rendements, 1’analyse des spectres RMN de la bis-
amidoxime 12a, aprés purification sur colonne chromatographique, a montré une
contamination de la bis-amidoxime par un produit secondaire dont les signaux sont visibles
surtout dans la région des protons aromatiques (Figure 11.35). Les rapports frontaux observés
par CCM sont extrémement proches puisqu’ils ont une valeur de 0,17 pour le produit inconnu

et de 0,15 pour ’amidoxime (1:9 méthanol:dichlorométhane ). Par conséquent, cette faible
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différence de migration lors de I’élution n’a pas permis la séparation sur colonne
chromatographique des deux produits. Suivant cette méthode II, un rendement de 40% est

obtenu constituer de 29% de la bis-amidoxime 12a et 11% du produit secondaire inséparable

(comme calculé d’apres les spectres RMN) dont la structure reste a déterminer.

0 NH,
M
H,N | Non

/N
HO
12a

Produit secondaire
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Figure IL. 35. Spectre RMN 'H de la bis-amidoxime 12a synthétisée selon la méthode II

3.3.2. Identification du produit secondaire de la molécule 12a : I'amide

L’analyse par SM haute résolution de la molécule 12a prouve sans équivoque la présence
de la bis-amidoxime suite a la détection du rapport m/z a 267,1475 correspondant a [M+H].
Ce dernier est accompagné d’un autre produit de m/z a 252,1364. Cette différence de 15

pourrait correspondre a la molécule cible possédant une fonction amide [251,1270+H] en lieu

et place d’une fonction amidoxime.
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Afin de prouver cette hypothése, la synthése du bis-amide a été réalisée (Figure I1.36). °

0 NH
QOMCN NaBH,, EtOH/H,0 . MO( 2
NC Reflux, 35% 2

O

1la 12a’

Figure I1. 36. Synthese du bis-amide 12a’ a partir de 11a

La mise en présence du bis-nitrile 11a avec du borohydrure de sodium dans un mélange
eau / éthanol a reflux a permis la formation du bis-amide désiré¢ 12a’. Une comparaison des
déplacements chimiques des protons aromatiques de la molécule 12a avec ceux de la

molécule 12a’, est présentée dans le Tableau II.7.

Tableau II. 7. Comparaison des déplacements chimiques des protons aromatiques de 12a et 12a’ par
RMN 'H dans du DMSO-d

6 (ppm)
Molécule 2H, H,: 2H, H,,

12a (produit majoritaire) | 7,60 — 7,57 | 6,92 —6,89

12a (produit secondaire) | 7,84 —7,81 | 6,97 — 6,94

12a° 7,84 7,81 | 6,97 -6,94

Les déplacements chimiques des protons aromatiques du produit secondaire
accompagnant la bis-amidoxime 12a, sont bien identiques aux déplacements chimiques des
protons aromatiques du bis-amide 12a’ synthétisé précédemment. En revanche, les
déplacements chimiques du produit majoritaire obtenu lors de la synthése de la bis-
amidoxime 12a sont différents de ceux du bis-amide 12a’, ce qui signifie que ce produit
secondaire posséde une fonction amide aromatique a la place de la fonction amidoxime car
les différences sont marquées dans la zone des aromatiques. Ceci est en parfait accord avec la
masse identifiée par SM. Il est possible de conclure que le produit secondaire porte une
fonction amide trés probablement sur le cycle aromatique plutot que sur la chaine aliphatique.

I1 est alors possible de proposer la structure du produit secondaire 12a”” (Figure 11.37).
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HoN N\OH
(@]

12a"

Figure I1. 37. Structure proposée pour le produit secondaire 12a’’

3.3.3. Optimisation de la méthode de synthese des amidoximes 12a, b

Dans la littérature, trés peu de méthodes décrivent la syntheése d’amidoximes aliphatiques
en comparaison a celle d’amidoximes aromatiques. Cependant, un brevet publi¢ en 2009,
montre que ['utilisation d’une solution aqueuse d’hydroxylamine pour la synthese
d’amidoximes aliphatiques permet de générer des mono- et bis-amidoximes aliphatiques avec
des rendements qui se situent entre 63 et 100%. Cette méthode a donc été appliquée a la

synthese des différentes amidoximes de ce travail afin d’améliorer les résultats précédents.

Le chlorhydrate d’hydroxylamine a ¢été remplacé par une solution aqueuse
d’hydroxylamine a 50%. Ces nouvelles conditions ont permis d’obtenir le produit souhaité,

aprés seulement 24 heures de reflux avec un rendement de 40% mais totalement pur (Figure
11.38). '

o NH,
O
/@/ ~ "N NH,OH 50%, Ethanol HZNQ MV\N(\OH
|
NC

Reflux, 40% HO/N

1la 12a

Figure II. 38. Synthese de 12a a ['aide de la solution aqueuse d’hydroxylamine

Cette méthode a permis une diminution des produits secondaires (amide) comme le
prouve le spectre ""RMN du composé 12a (F igure 11.39). Ceci peut étre dii a la diminution du
nombre d’équivalents utilisés dans cette méthode et/ou a la diminution du temps de
chauffage. Par ailleurs, le produit obtenu, avec une pureté d’au moins 95% (déterminée par

CLHP analytique), pourra étre engagé dans des études biologiques.
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O NH,
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Figure II. 39. Spectre RMN 'H de la bis-amidoxime 12a dans le DMSO-d; obtenu selon la méthode
17

L’efficacité de la méthode III, utilisant une solution aqueuse d’hydroxylamine, comparée
a la méthode II, utilisant le chlorhydrate d’hydroxylamine et le carbonate de sodium, est
démontrée car elle permet simultanément :

- une amélioration de la pureté du produit obtenu,

- une augmentation du rendement d’amidoxime de 29% (méthode II) a 40% (méthode

I11),
- une diminution du nombre d’équivalents de réactifs utilisés et
- une forte diminution du temps de réaction : 24 heures au lieu de 72 heures (Tableau

IL.8).

Tableau I1. 8. Tableau comparatif des méthodes 11 et Il pour la synthése de la bis-amidoxime 12a

Méthode Réactifs Solvant | Conditions Rendement
NH,OH.HCI (3%2eq) 40% mélange amidoxime
EtOH Refl 2h
1 Na,CO; (3%2eq) O eflux, 7 et amide (29:11)
I NH,OH 50% (2,5eq) EtOH Reflux, 24h 40% pur

Suite a ce résultat, la synthese de la mono-amidoxime aliphatique 12b a été réalisée selon

la méthode III afin d’améliorer le rendement de 37% (méthode II). L’utilisation de la solution
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aqueuse d’hydroxylamine a conduit a une amélioration conséquente du rendement (60%) en
24 heures (Figure 11.40). Comme précédemment, la quantité d’hydroxylamine utilisée avec

cette méthode est réduite de 4 a 1,5 équivalents.

N

Reflux, 60% "OH

11b 12b

Figure I1. 40. Synthese de la mono-amidoxime aliphatique 12b selon la méthode 111

Cette méthode parait plus efficace pour la synthése des fonctions amidoximes
aliphatiques au vu des rendements plus ¢levés et de la disparition des produits secondaires

parasites.

4. Etapes de synthese des bis- et poly-amidoximes

aromatiques 15a-c

Apres la description de la synthése de potentiels mono- et double-donneurs de NO dans
les parties précédentes, il est alors envisagé la synthése de nouveaux types de double- et
multi-donneurs. Effectivement, comme les amidoximes aromatiques ont montré une
meilleure efficacité¢ a libérer le NO que les fonctions amidoximes aliphatiques (Partie II,
chapitre 3), les nouveaux donneurs visés seront exclusivement a base de fonctions
amidoximes aromatiques. Ceci étant surtout visible suite a la comparaison de la libération de

NO de la bis-amidoxime 12a et de la mono-amidoxime aliphatique 12b.

Trois nouveaux modeles de donneurs de NO sont ciblés dans la suite de ce travail (Figure
I1.26, page 109) ;

- une premicre molécule 15a, formée a partir de deux fonctions amidoxime situées sur
deux cycles différents, symétriques et reliés par une chaine carbonée : ce modele est
fortement inspiré de la molécule Sb (partie II, chapitre 1) ou les deux cycles sont liés
par un pont disulfure.

- une deuxiéme amidoxime 15b, formée par quatre cycles aromatiques substitués par
des fonctions nitrile qui seront ultérieurement transformés en fonctions amidoxime.

- une troisieme molécule 15¢, double donneur mais dont les fonctions amidoxime

substituent un unique cycle aromatique
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4.1. Synthese des nitriles intermédiaires 13a,b et 14a par

substitutions nucléophiles
L’obtention des trois amidoximes cibles de cette séric nécessite de synthétiser des
produits intermédiaires par substitution nucléophile résultant de I’attaque :

- de deux 4-cyanophénolates sur le 1,2-dibromoéthane créant ainsi une molécule
symétrique a deux cycles 13a.

- de quatre 4-cyanophénolates sur le tétrabromure de pentaerythritol générant une
molécule symétrique a quatre cycles 13b.

- de deux ions cyanures sur le 2,4-dibromo-1-ethoxy-benzéne 13c afin d’obtenir la

molécule 14a.

4.1.1. Synthese des nitriles 13a,b
Afin d’obtenir les composés possédant deux ou quatre fonctions amidoxime sur des
noyaux aromatiques différents et symétriques, la synthése de deux produits précurseurs a été

réalisée.

La molécule 13a a été générée suivant le protocole décrit antérieurement et utilisé pour
toutes les réactions d’O-alkylation. Cette réaction s’effectue sur le 4-hydroxybenzonitrile en
présence du 1,2-dibromoéthane et de carbonate de potassium dans de 1’acétone a reflux
(Figure I11.41). Contrairement aux synthéses précédentes, le 1,2-dibromoéthane est utilisé
comme réactif limitant afin de provoquer une réaction d’O-alkylation sur chaque extrémité de
la chaine carbonée. Par conséquent, 0,5 équivalent du produit dibromé sont utilisés pour 1
seul équivalent de 4-hydroxybenzonitrile et a permis d’obtenir le produit désiré avec un

rendement de 30% apres purification sur colonne chromatographique.
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Figure Il. 41. Synthese des composés symétriques 13a,b par réaction de poly-substitution nucléophile

Selon les mémes conditions, une absence totale de réactivité a été observée par CCM lors
de la mise en jeu du 4-hydroxybenzonitrile 1a avec du tétrabromure de pentaerythritol. Pour
cette raison, un changement de base et de solvant a ¢té envisagé afin de favoriser les réactions

de poly-O-alkylation.

Le carbonate de potassium a ¢té remplacé par une base plus forte, I’hydroxyde de
potassium, qui est capable de déprotoner plus facilement la fonction hydroxyle du 4-
hydroxybenzonitrile. En effet, le pKa de ’hydroxyde de potassium, égal a 15,7, est beaucoup
plus élevé que le pKa du 4-hydroxybenzonitrile ayant une valeur de 7,97. Cette différence des
pKa est considérablement plus prononcée que dans le cas du carbonate de potassium qui a un
pKa seulement de 10,33. Cependant, 'utilisation de I’hydroxyde de potassium doit étre
strictement limitée a 1 équivalent par rapport au 4-hydroxybenzonitrile engagé afin de ne pas

provoquer ’hydrolyse de la fonction nitrile.

L’hydroxyde de potassium, préparé dans de I’éthanol, est mélangé avec le 4-
hydroxybenzonitrile et le tétrabromure dans du diméthylformamide a reflux. L’utilisation du
DMF (Tep,°=153°C) permet la réalisation des manipulations a de plus hautes températures

qu’avec I’acétone (T¢,°=56°C) et donc d’augmenter la vitesse de la réaction. Cette réaction a
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produit 30% de la molécule 13b aprés purification par colonne chromatographique (Figure

IL.41). "

Le tétra-nitrile 13b a ensuite été caractérisé par IR et RMN (Figure 11.42). En se basant
sur le spectre 'H de la RMN, la présence d’une molécule symétrique est, dans ce cas, mise en
¢vidence grace a la détection :

- d’un signal unique correspondant aux huit protons des quatre fonctions CH, (4,40

ppm)

- de deux signaux correspondant aux seize protons aromatiques (7,74 — 7,71 ppm et

7,16 — 7,13 ppm) et intégrant chacun huit protons.

Par ailleurs, suite aux précautions prises lors de la mise au point de la réaction, les
fonctions nitrile sont bien restées intactes et n’ont pas été hydrolysées par I’hydroxyde de
potassium. Cela a été validé suite a la détection sur les spectres RMN du "°C du signal du
carbone quaternaire a 119,0 ppm ainsi qu’en spectroscopie IR par une bande d’intensité

moyenne a 2223 cm™ correspondant 4 la zone des fonctions nitrile.
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Figure II. 42. Spectres IR et RMN ('H et °C) de la molécule 13b

(c) Spectre IR de la molécule 13b
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4.1.2. Synthese du produit intermédiaire 14a

o K,4[Fe(CN)g].3H,0
Na,COs, Pd(OAc),

OH o) o
/@[ K,CO3, Acétone /@[ ~ DMAC m ~
Br Br Br Br NC~ > “CN

Reflux, 75% 120°C, 20%

1d 13c 14a

Figure II. 43. Synthese du produit précurseur 14a obtenu par substitution nucléophile aromatique

La synthése de ce produit précurseur possédant des fonctions nitrile est réalisée en deux
¢tapes : tout d’abord I’addition d’une courte chaine lipophile sur la fonction hydroxyle de la
molécule 1d afin d’augmenter la lipophilie de la molécule puis la substitution nucléophile

aromatique des deux atomes de brome par deux fonctions nitriles.

La premicre étape suit le protocole utilisé précédemment pour 1’addition de toutes les
chaines carbonées et bromées: 2,5 équivalents du bromoéthane sont ajoutés au 2,4-
dibromophénol en présence du carbonate de potassium dans I’acétone a reflux. Cette réaction

a généré 75% du produit 13¢ pur et utilisable pour la prochaine étape (Figure 11.43).

L’étape suivante est une substitution nucléophile aromatique d’un atome d’halogéne qui
nécessite des conditions bien particuliéres. La substitution nucléophile aromatique (SNAr) est
une réaction durant laquelle un groupement attracteur d’électrons, qui se trouve sur un noyau
aromatique, est substitué¢ par un groupement nucléophile. Cette réaction est activée par la
présence d’un autre groupement attracteur d’électrons en position para ou ortho du
groupement a substituer. Normalement, une base est utilisée pour la catalyse de ce type de
réaction. Selon la littérature, la substitution nucléophile aromatique d’un halogéne par une
fonction nitrile est possible en utilisant différents réactifs comprenant des ions cyanures. La
réaction de Rosenmund-von Braun est utilisée pour ce type de synthése en utilisant des
quantités stcechiométriques de cyanure de cuivre dans un solvant polaire ayant une
température d’ébullition élevée.'*"” Cette réaction est de moins en moins utilisée pour cause
de toxicité du cyanure du cuivre ainsi que pour le caractére polluant de son traitement post-
réaction. D’autres méthodes plus récentes sont actuellement utilisées et se basent sur la
présence de catalyseurs comme le nickel, le palladium ou le cuivre.'* Ces catalyseurs peuvent
étre utilisés en présence de cyanures alcalins tels que le cyanure de potassium'’, le cyanure de
sodium'® ou encore plus récemment le ferricyanure de potassium. Contrairement aux autres

composés chimiques cités précédemment, ce dernier est une source non-toxique de cyanure.
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Différents halogénures présents sur des cycles aromatiques ont été substitués par des
fonctions nitriles en utilisant le ferricyanure de potassium avec du palladium sous chauffage.
En effet, les synthéses menées par Weissman et al. sur plusieurs dérivés halogénés
aromatiques, dans du diméthylacétamide avec ajout de carbonate de sodium a 120°C, se sont
avérées efficaces avec des rendements compris entre 83 et 96%.'” Une autre série de synthése
utilisant les mémes réactifs mais dans du DMF a 85-90°C et en remplagant le carbonate de
sodium par du phosphate tripotassique a permis 1’obtention des nitriles correspondants avec

des rendements de 21 3 98% .'®

Dans ce travail, le produit 14a a été synthétisé en utilisant les conditions de Weissman et
al. a partir du produit 13¢. Cependant, cette réaction ne conduit au produit recherché qu’avec
un rendement de 20%. Un suivi de la réaction sur CCM montre une faible réactivité donc une

faible conversion du produit de départ 13¢ méme apres 72 heures de chauffage.

Le spectre infrarouge de la molécule 14a (Figure 11.44) montre la présence du nitrile par

une bande d’intensité moyenne a 2235 cm’.
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Figure II. 44. Spectre IR de la molécule 14a montrant la présence des fonctions nitrile

132



Pauwtie IT - Chapitre IT

4.2. Synthese des bis- et poly-amidoximes 15a-c

L’¢laboration d’une derniére série d’amidoximes (bis- et poly-amidoximes aromatiques) a

¢té envisagée. La synthése de chaque molécule a été réalisée selon la méthode II1.

AT

13a

CN

®]

CN

13b

o
NC CN

14a

CN
0~ Q NH,OH 50%, Ethanol

Reflux, 63%

NH,OH 50%, Ethanol

Reflux, 20%

NH,OH 50%, Ethanol

Reflux, 20%

NH,

@N/OH
O\/\O
H,>N
|
HO/'\I
15a
QH
HoN N
HO.

N NH,
HZNJ\Q\ o) @)\N’OH
OQCO
o)

HNT SN
OH

15b

Figure I1. 45. Synthese des bis- et poly-amidoximes 15a-c

L’utilisation d’une solution aqueuse d’hydroxylamine dans de 1’éthanol a reflux a permis

de générer les trois molécules cibles (Figure 11.45). La bis-amidoxime aromatique 15a,

présentant ses fonctions sur deux cycles différents, a été synthétisée avec un bon rendement

(63%). Par contre, la poly-amidoxime 15b et la bis-amidoxime 15¢ ont été obtenues avec des

rendements plus faibles (20%). Il est trés probable que I’encombrement stérique joue un role

néfaste lors de la synthése de 15¢ ce qui pourrait expliquer ce faible rendement. Durant la

syntheése de 15b, la conversion des quatre fonctions nitriles en amidoximes n’était pas totale
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générant ainsi des produits secondaires portant en méme temps des fonctions nitriles et des

fonctions amidoximes.

Toutes les molécules obtenues ont ¢été purifiées sur colonne chromatographique et

analysées par RMN, IR et SM haute résolution.

4.3. Caractérisation des amidoximes 15a-c et analyse des résultats
Les trois spectres RMN 'H des molécules obtenues 15a-c¢ montrent des signaux

inattendus supplémentaires et visibles principalement dans la zone des protons aromatiques

(Figure 11.46).

Ces résultats montrent la présence de produits secondaires qui n’ont pas pu étre séparés
lors de purification par chromatographie sur colonne. Deux hypotheses se posent sur la nature
de ces produits :

Hypothése 1 : Les produits secondaires sont des isomeres des fonctions amidoxime étant
donné leurs structures probablement trés proches. Comme décrit lors de 1’étude
bibliographique, certains travaux ont démontré la présence des Z-aminonitrone et des FE-
amidoxime en mélange avec la Z-amidoxime.

Hypothése 2 : Les produits secondaires minoritaires observés sont des molécules

comportant des fonctions amide en lieu et place d’une ou plusieurs fonctions amidoxime. En
effet, la présence en faible quantité de ces amides avait été précédemment observée, lors de
I’utilisation de la méthode II pour la synthése de la molécule 12a avec une importante
amélioration lors de I’utilisation de la méthode III. Cependant, ceci ne permet pas d’exclure
la possible présence d’amides lors de I'utilisation de la méthode III pour la syntheése des

amidoximes 15a-c.

Les parties suivantes seront consacrées a trouver des arguments valables afin de valider

une seule de ces deux hypothéses.
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Figure II. 46. Spectres RMN 'H des amidoximes 15a-c dans le DMSO-dj
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4.3.1. Hypothese 1 : présence d’isomérie

Cette étude est menée uniquement sur la molécule 15¢ avec I’hypothése que les trois
produits secondaires obtenus aprés chaque synthése sont de méme nature, ce qui est tres
probable étant donné la similitude entre les spectres RMN de ces produits. La molécule 15¢ a
¢té sélectionnée car les signaux du produit majoritaire et ceux du produit secondaire
minoritaire y sont clairement différenciés. Dans ce travail et en accord avec la littérature, il
est important de noter que toutes les amidoximes ont ¢été¢ considérées majoritairement sous

leur forme Z.

Tout d’abord, une premicre analyse du produit 15¢ a été effectuée par CLHP équipée
avec un détecteur UV sur une colonne analytique de type RP-C18 en utilisant un gradient
d’élution (Tableau 11.9) de deux solvants : solvant A= CH3CN + 0,1% TFA et solvant B=
H,O + 0,1% TFA. Deux pics distincts apparaissent sur le chromatogramme a 8,3 et 10,3
minutes. Etant donné que la phase stationnaire utilisée est achirale, les seuls isomeres
séparables sont les diastéréoisoméres.'’ Ceci signifie que le produit secondaire pourrait

correspondre a I’ E-amidoxime et sinon a un autre produit non-isomere.

Tableau II. 9. Conditions d’élution sur la CLHP du produit 15¢

Temps (min) | Solvant A (%) | Solvant B (%)
0 5 95
20 50 50
25 50 50
30 5 95

Afin de conclure sur I’éventuelle présence du diastéréoisomére, une analyse par RMN 'H
de la variation des déplacements chimiques lors d’une montée en température est réalisée. Sur
la Figure 11.47, il est possible de remarquer que le gradient de température, allant de 30°C a
80°C par pallier de 5°C, n’affecte pas les déplacements chimiques : aucune coalescence des
signaux n’est observée. Ceci est particulierement visible sur les déplacements chimiques des
protons aromatiques, situés entre 7,0 et 8,0 ppm, qui n’ont subi aucun changement. Par
conséquent, cette étude a permis de rejeter I’hypothése de la présence d’isomeres dans
I’échantillon. L’hypothése 2 concernant la présence d’un produit non-isomere des

amidoximes est donc privilégiée.
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Figure II. 47. Montée en température et dépendance des déplacements chimiques en RMN 'H de 15¢

4.3.2. Hypothese 2 : présence des fonctions amides

Suite a ces premiers constats, il est maintenant nécessaire de déterminer la structure du
produit secondaire issu de cette réaction. En se basant sur les résultats obtenus lors de la
synthése de la bis-amidoxime 12a selon la méthode I, la premiére piste a explorer reste a
prouver ou non la présence d’une ou de plusieurs fonctions amide en lieu et place des
fonctions amidoxime, et cela méme si ['utilisation de la méthode III avait permis

précédemment d’éliminer la quasi-totalité de ces composés.

Afin de détecter les produits secondaires présents dans les différents mélanges, une
analyse par spectrométrie de masse haute résolution des échantillons des trois molécules 15a-

¢ a semblé étre pertinente.

Tableau I1. 10. Rapport m/z des molécules 15a-c mesurés par SM haute résolution

Molécule | Masse exacte | m/z [M+H]
15a 330,1328 331,1373
15b 672,2656 673,2661
15¢ 238,1066 239,1177
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Les spectres de masse ainsi obtenus confirment bien la présence de pics moléculaires
correspondants aux amidoximes ciblées (Tableau II.10). Ces résultats permettent ainsi de
valider I’obtention des molécules 15a-c. En revanche, il est intéressant de souligner la
présence dans chaque échantillon de signaux possédant des rapports m/z = [M-15] (Figure
I1.48). Comme constaté précédemment, cette différence de 15 peut correspondre a la présence
d’une fonction amide a la place d’une fonction amidoxime. D’autre part, I’analyse du spectre
de la poly-amidoxime 15b montre la présence de trois pics possédant des rapports m/z de [M-
15], [M-30] et [M-45]. Cette différence, multiple de 15, peut étre due a la présence

simultanée de trois produits différents possédant chacun une, deux ou trois fonctions amide.

Les analyses effectuées sur les bis-amidoximes 15a et 15¢ montrent la présence d’un
y p
unique produit secondaire possédant conjointement une seule fonction amide (en position

ortho ou para) et une fonction amidoxime.
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Figure Il. 48. Spectres SM haute résolution des amidoximes 15a-c
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4.3.3. Mécanisme de la formation du produit secondaire : I'amide

4.3.3.1. Explication du mécanisme selon la littérature

Dans la littérature, la formation non désirée d’amides lors de la synthése d’amidoximes a
partir des nitriles correspondants est trés faiblement discutée. En 1969, Stephenson et al.
¢taient les premiers a indiquer la présence de ces produits secondaires lors de la synthése
d’amidoximes aromatiques.”’ Il est décrit que la réaction du composé nitrile avec de
I’hydroxylamine dans du méthanol ou de I’é¢thanol (solvants anhydres ou aqueux) a
température ambiante avait provoqué une contamination des amidoximes souhaitées par des
amides. Les auteurs ont enfin pu conclure que la présence de ces fonctions amide n’était pas
due a I’hydrolyse de I’amidoxime mais a I’attaque nucléophile de I’atome de carbone
¢lectropositif de la fonction nitrile par ’hydroxylamine formant un produit intermédiaire 2
(Figure I1.49). Une seconde attaque de ce produit par ’excés d’hydroxylamine dans le milieu,
engendrerait ensuite la formation d’amide(s).”' Les auteurs ne donnent aucune précision sur
les éventuels facteurs favorisant cette attaque et aboutissant a la formation de ces fonctions
amide. Cependant, il semblerait que la présence de groupements inductifs accepteurs
d’¢lectrons -I sur le benzeéne, en position ortho ou para, faciliterait cette réaction secondaire.
En effet, I’effet inductif de ces groupements rend le carbone du nitrile plus ¢lectropositif, ce
qui induit son attaque par 1’¢lément le plus électronégatif de I’hydroxylamine qui est

I’oxygéne.

Une deuxiéme étude, menée en 2009 par Srivastava et al., a démontré a nouveau la
présence d’amides lors des différents essais d’obtention d’arylamidoximes. Durant ces
syntheses, une solution aqueuse d’hydroxylamine et de carbonate de sodium est ajoutée au
nitrile correspondant solubilisé dans du méthanol** Aprés agitation a reflux, les
amidoximes formées se retrouvent en mélange avec les amides. Les auteurs ont propos¢ un
probable mécanisme expliquant la formation de ces composés non désirés (Figure 11.49).%
Selon leur étude, ’hydroxylamine est capable d’attaquer I’atome de carbone du nitrile via
I’atome d’azote ou I’atome d’oxygeéne. La premiére attaque via ’atome d’azote et qui n’est
pas celle favorisée selon le principe de la théorie HSAB (Hard and Soft Acids and Bases, ou

théorie de Pearson), permet cependant la formation de I’amidoxime souhaitée.

Selon la théorie HSAB qui n'est rien d'autre que la version moderne du principe

d'Empédocle : "ce qui se ressemble, s'assemble", une base dure réagit plus vite avec un acide
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dur alors qu’une base molle réagit plus rapidement avec un acide mou.” Partant de ce

principe, I’attaque de ’atome d’oxygéne de I’hydroxylamine (base dure) est favorisée sur

I’atome de carbone du nitrile qui est un acide plutot dur. Ceci donne le produit intermédiaire

2 qui apreés prototropie génere le produit intermédiaire 3. Ce dernier est un acide plus dur et

permet la formation d’un cycle a trois atomes 5 suite a 1’attaque de I’atome de carbone par le

doublet non liant de 1’atome d’azote primaire suivie d’une prototropie.”*

Le cycle formé, peu stable, peut subir deux coupures :

A température ambiante, la coupure de la liaison entre les atomes de carbone et
d’oxygene est la plus favorable et permet la formation du produit 7, tautomere de
I’amidoxime. En effet, la liaison entre I’atome de carbone (Q¢ = 0,66) et ’atome
d’oxygene (Qo = -0.24) est de plus faible €nergie que la liaison entre I’atome de
carbone et ’atome d’azote (Qn = -0.51). Cette coupure conduit a I’intermédiaire 6
qui, apres prototropie, génere le tautomere iminohydroxylamine 7 qui, n’étant pas le
plus stable énergétiquement, se transforme spontanément en sa forme amidoxime la
plus stable 8.

A haute température, I’apport en énergie permet la coupure de la liaison entre les
atomes de carbone et d’oxygene ou entre les atomes de carbone et d’azote. L’équilibre
entre les produits 3 et 5 est déplacé vers 3. La réaction de ce dernier avec
I’hydroxylamine permet la coupure de la liaison O-N et donc la formation du tatomere

de ’amide 10 puis de ’amide 11.

Un autre mécanisme possible est I’hydrolyse de la fonction amidoxime suite a la présence

d’eau ou méme des traces dans le milieu, se transformant ainsi en fonction amide.
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Figure I1. 49. Mécanisme majoritaire de la formation des amidoximes et des amides selon Srivastava
et al.

4.3.3.2.  Essai de réduction de la formation des amides

Srivastava et al. proposent un autre protocole qui favorise la synthése des amidoximes au
détriment de celle des amides. Ce protocole consiste a préparer une solution aqueuse de
chlorhydrate d’hydroxylamine avec du carbonate de sodium et ensuite de I’ajouter a une
solution du nitrile dans de I’éthanol. L’hydroxylamine et le nitrile sont utilisés dans des
proportions stoechiométriques. Apres agitation a température ambiante pendant 20 heures, 0,5
équivalents de chlorhydrate d’hydroxylamine sont ajoutés et I’agitation est poursuivie entre
24 et 50 heures selon la molécule étudi¢e. Cette méthode permet I’obtention d’amidoximes
avec de trés bons rendements (72-93%) et surtout une diminution conséquente de la

formation des amides (inférieure a 5%, selon les spectres RMN 'H). **

Durant ce travail, ce méme protocole, nommé dans ce travail méthode 1V, a été testé sur
la poly-amidoxime 15b afin d’essayer de minimiser la formation des amides. Toutefois,
aucune réaction ne s’est produite dans le milieu, méme aprés cinq jours d’agitation a

température ambiante, et le composé de départ a été récupéré. Ce résultat prouve

142



Pawtie IT - Chapitre IT

I’importance du chauffage, durant la syntheése des amidoximes cibles de ce travail, a priori
indispensable pour initier la réaction. En revanche, il reste a trouver les conditions optimales
a température élevée, permettant de favoriser la coupure de la liaison C-O par rapport a la
liaison C-N, comme par exemple utiliser le chauffage mais a des températures plus modérées

que le reflux ou bien initier la réaction sous chauffage et continuer a température ambiante.
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Conclusion du chapitre

La synthese de trois séries de donneurs de NO a base de fonctions amidoximes a été

développée dans ce chapitre.

Dans la premicre série étudiée, des mono-amidoximes 9a,b aromatiques en position para
de groupements -I/+M plus ou moins lipophiles ont été obtenues a partir des nitriles
correspondants, avec des rendements quantitatifs. Néanmoins, ces synthéses menées
classiquement a reflux (méthode II) se sont montrées irréalisables par chauffage sous micro-

ondes.

Dans la deuxieéme série d’amidoximes synthétisées, 1’objectif consistait a déterminer
I’impact du caractére aromatique ou aliphatique de 1’amidoxime sur la libération de NO.
Ainsi, un composé double donneur de NO comportant deux amidoximes aromatique /
aliphatique 12a et ses deux mono-donneurs analogues 12b et 12¢ qui possédent
respectivement une fonction amidoxime aliphatique et une fonction aromatique, ont été
synthétisés. La mono-amidoxime aromatique a pu €tre obtenue selon la méme méthode II que
les mono-amidoximes de la premiere série avec un rendement élevé. Cependant, les
molécules possédant des fonctions amidoximes aliphatiques ont non seulement €été obtenues
avec des rendements bien plus faibles mais, en plus, dans le cas de I’amidoxime 12a avec une
contamination par un autre produit possédant une fonction amide a la place d’une fonction
amidoxime. Pour toutes ces raisons et afin d’améliorer les rendements, une nouvelle méthode
III a été ¢laborée, remplacant le chlorhydrate d’hydroxylamine et la base par une solution
aqueuse d’hydroxylamine. Ces changements se sont révélés trés efficaces pour améliorer

fortement les rendements et ont également permis de diminuer la présence de I’amide.

Les donneurs de NO proposés dans la troisiéme et derniere série sont des bis- et poly-
amidoximes aromatiques 15a-c. Ces amidoximes ont bien été obtenues, mais comme
précédemment, toutes contaminées par des produits secondaires possédant une ou plusieurs
fonctions amide. Méme si ces molécules ont été synthétisées en utilisant la solution aqueuse
d’hydroxylamine (méthode III), la présence des amides a pu étre détectée dans le milieu.
D’apres la littérature, la présence d’un groupement inductif accepteur d’électrons -I, en
position ortho ou para, augmente le risque de formation d’amide par ’augmentation du
caractere électropositif du carbone du nitrile ce qui induit son attaque par 1’oxygene de

I’hydroxylamine. Ceci est en cohérence avec les résultats obtenus vu que les produits
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intermédiaires 13a,b et 14a, précurseurs de la synthése des amidoximes 15a-c¢, contiennent
tous les trois des groupements OR (R = chaine alkyle), inductifs accepteurs d’électrons, en
position ortho ou para des nitriles. La purification par chromatographie de ces amidoximes

reste tres difficile puisque les produits présentent des rapports frontaux trés proches.

Aprées 1’échec de la méthode IV proposée dans la littérature pour réduire la formation des
amides non désirées, une ¢étape d’optimisation des conditions doit étre menée, ce qui

contribuera a améliorer le rendement de syntheése des amidoximes.

Toutes les amidoximes synthétisées ont pour but d’étre testées pour leur pouvoir donneur
de NO. Pour cela, apres solubilisation dans un tampon physiologique, les amidoximes seront
mises en contact avec des microsomes de foie de rat et des cellules musculaires lisses
humaines afin de mesurer le taux de libération de NO. Ces travaux sont présentés dans le

chapitre III de cette partie.
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Introduction du chapitre

Toutes les molécules synthétisées dans les chapitres précédents ont pour but d’étre
¢tudiées pour leurs capacités a libérer NO. Ces évaluations sont menées in vitro et servent a
identifier les potentiels donneurs capables d’étre étudiés ultérieurement sur des modeles

d’aorte de rats afin de tester leurs capacités a causer une vasodilatation.

Des études menées sur les amidoximes ont montré leur capacité a étre oxydées en
présence des CYP450 ou d’autres réductases NADPH-dépendantes, ce qui n’était pas
possible en présence des NOS.'? L’évaluation des amidoximes en présence des CYP450 est

intéressante afin de pouvoir sélectionner, dans un premier temps, les donneurs potentiels.

L’identification et la comparaison des amidoximes donneuses de NO sont présentées dans
ce chapitre. Le premier test est mené en présence de microsomes de foie de rats, contenant
des CYP450, et additioné de NADPH en adaptant un protocole décrit dans la littérature.” Les
amidoximes sont ensuite évaluées sur cellules musculaires lisses issues d’aorte thoracique
humaine (CRL-1999) en termes de cytocompatibilité et de capacité a donner NO. Ce dernier
test permet d’évaluer la capacité des cellules humaines a oxyder les amidoximes ce qui donne
une meilleure idée de leur comportement in cellulo. Le résultat de ces tests sera présenté aussi

dans les parties qui suivent.

Avant toute étude, la solubilité des molécules cibles doit étre testée dans un tampon
physiologique, le PBS (Phosphate Buffered Saline). En effet ce tampon sera utilisé durant les
tests biologiques et donne une idée sur la solubilité des molécules dans les milieux de culture
utilisés aussi par la suite. Il est, en effet, important de s’assurer que les molécules soient bien

solubles dans le milieu avant d’évaluer leur oxydation.
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1. Plan général des tests biologiques

Les mono- bis- et poly-amidoximes obtenues durant ce travail seront étudiées dans ce
chapitre. Cependant, seules les molécules solubles dans le milieu physiologique (isotonique
au plasma, pH 7,4) ou solubles dans du DMSO et diluées fortement dans le milieu
physiologique pourront passer aux étapes d’évaluations biologiques. Pour cette raison et
avant de mesurer le caractére donneur des amidoximes, une étude de leur solubilité, dans le
tampon PBS avec un taux maximal de 0,1% en DMSO, est menée. Le DMSO est toxique

pour les cellules a taux élevé d’ou la nécessité de le diluer a 0,1%.

Toutes les amidoximes solubles dans ces conditions seront testées pour étudier leur
capacité¢ a libérer NO en présence de microsomes de rats et de cellules musculaires lisses
humaines. Cependant, des études préliminaires de cytocompatibilité sont exigées afin de
s’assurer de la viabilité cellulaire apres incubation avec les molécules cibles. (Figure 11.50)
Tous les tests biologiques (libération NO et cytocompatibilité¢) ont été menés au CITHEFOR-
EA3452 «Cibles thérapeutiques, formulation et expertise préclinique du médicament,

laboratoire de I’Université de Lorraine.
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Figure II. 50. Plan des tests biologiques réalisés

2. Solubilité des amidoximes dans le milieu physiologique

Les molécules cibles seront évaluées par des tests biologiques pour leur capacité a libérer
le NO. Cependant, ces tests sont menés dans des milieux de culture et des tampons

physiologiques dans lesquelles les molécules doivent étre solubles.

2.1. Test de solubilité des amidoximes synthétisées

Toutes les amidoximes développées dans ce travail sont solubles dans le DMSO mais pas
dans le tampon physiologique seul. Pour cette raison, la solubilité est testée dans un milieu
formé de 0,1% de DMSO dans le PBS. Le pourcentage du DMSO est fixé a 0,1% afin de ne
pas risquer une cytotoxicité due a une présence accrue de DMSO.>*

La solubilit¢ des molécules est étudiée a une concentration de 100 pM qui sera la

concentration utilisée durant les tests biologiques ultérieurs. La préparation des solutions
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meres est réalisée a 100 mM dans 100% de DMSO et des dilutions de facteur de 10 sont
effectuées dans du PBS afin d’arriver a une concentration de 100 uM (0,1 mM) en présence

de 0,1% de DMSO (Figure 11.51).

1/10 1/10 1/10

T 0 0 7

100 mM 10 mM 1 mM 0,1 mM
(100% DMSO) (10% DMSQ) (1% DMSO) (0.1% DMSO)

Figure Il. 51. Préparation des solutions de 100 a 0,1 mM pour l'étude de la solubilité des
amidoximes dans le PBS
Toutes ces molécules ont été préparées avec comme cibles des valeurs de logP situées
entre 1 et 5, ou aux alentours de 1 (molécules 9a et 15c), afin de s’assurer du caractére
lipophile de la molécule nécessaire pour le passage transmembranaire. Les valeurs de logP
idéales pour qu’une molécule devienne un médicament sont situées entre 1 et 3.° Cependant,

toutes les molécules n’étaient pas solubles dans le mélange.
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Tableau 1. 11. Solubilité des amidoximes synthétisées dans 100% a 0,1% DMSO dans du PBS

Solubilité
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Solubilité
i 100% 10% 1% 0,1%
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Tous les résultats obtenus lors des tests de solubilité sont présentés dans le Tableau I1.11.

Les quatre amidoximes 9a,b et 12a,b sont les seules a étre solubles dans le milieu contenant

0,1% DMSO. Toutes les autres amidoximes ne sont plus solubles des la premicre dilution

dans le PBS (10% DMSO), a I’exception de la molécule 12¢ qui n’est plus soluble dés la

deuxiéme dilution soit dans 1% de DMSO. Il a été remarqué que la présence d’une chaine

plus ou moins lipophile sur I'oxygeéne peut étre la cause de I’insolubilité¢ de la molécule dans

le tampon. Il est possible de le remarquer en comparant les trois molécules 12a,b et c. Ces

trois molécules ont des structures similaires mais avec une différence située soit au niveau de

la position de la fonction amidoxime, aromatique ou aliphatique, ou le nombre d’amidoximes
p > q phatique,

présentes sur la molécule. Les produits contenant des amidoximes aliphatiques 12a et 12b

sont bien solubles dans le milieu contenant 0,1% DMSO. Par contre, la molécule 12c,
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possédant la méme chailne aliphatique mais une fonction amidoxime aromatique

supplémentaire, n’était pas soluble sous le seuil des 10% en DMSO.

Toutes les molécules possédant des cceurs lipophiles (5b et 15a-c¢) entourés par des
noyaux aromatiques ou se situent les amidoximes, ne sont solubles que dans le milieu formé

de 100% DMSO uniquement.

2.2. Molécules retenues pour les tests biologiques

Apres cette premiere étape d’évaluation de la solubilit¢ de toutes les amidoximes,
seulement les quatre amidoximes 9a,b et 12a,b sont solubles dans le milieu contenant la
quantit¢ maximale autorisée de 0,1% de DMSO. Ce sont donc les seules retenues pour

poursuivre les tests biologiques en vue d’évaluer leur capacité a libérer le NO.

Conséquemment trois types d’amidoximes seront comparés pour leurs effets donneurs de
NO : deux mono-amidoximes aromatiques 9a,b, une mono-amidoxime aliphatique 12b et une
derniére bis-amidoxime aromatique/aliphatique 12a. Cette comparaison est intéressante afin
de mesurer la différence de libération entre les amidoximes aromatiques et les amidoximes
aliphatiques et particulierement la différence de cinétique de libération entre ces deux types
d’amidoximes. De plus, la comparaison entre le pouvoir donneur des mono- et de la bis-
amidoxime est intéressante afin de savoir si réellement cette derniere est capable de libérer le

double de la quantité de NO de celle libérée par une mono-amidoxime.

3. Test de libération de NO en présence de microsomes de

foie de rats

Les CYP450 sont des hémoprotéines ubiquitaires exprimées en grandes quantités dans le
foie et qui sont connues pour leur intervention dans le métabolisme d’une grande partie des
médicaments en plus de leurs rdles dans les réactions d’oxydoréduction de produits
endogénes.” Le role de ces enzymes dans I’oxydation des amidoximes a été démontré par
Jousserandot ef al. Leurs travaux ont mis en évidence la capacité des CYP450 a métaboliser
les amidoximes en utilisant des microsomes de foie de rats en présence de NADPH et

d’oxygéne.”

En se basant sur ces travaux, le premier test de libération de NO est mené en utilisant des

microsomes de foie de rats contenant des CYP450 suivi par une quantification des ions

157



Pawtie IT - Chapitre IIT

nitrites libérés selon la méthode de Griess.® Ce test est intéressant comme étude préliminaire
du pouvoir donneur des amidoximes : I’incubation avec les microsomes permet en effet de

sé¢lectionner les amidoximes capables ou non d’étre oxydées.

La libération de NO en présence des microsomes est menée sur les quatre amidoximes
9a,b et 12a,b ainsi qu’une cinquiéme amidoxime, la 4-chlorobenzamidoxime, qui sera
utilisée comme référence (Figure I1.52). Cette molécule est choisie comme référence pour

différentes raisons :

- sa bonne libération de NO en présence de microsomes de foies de rats (travaux de
Jousserandot ef al.®)

- son utilisation comme modele pour la conception des amidoximes de ce travail
(mono-amidoxime aromatique en position para d’un groupement —I, +M)

- sa disponibilité commerciale

Cl
HZN\(©/
|

HO/N

Référence

Figure I1. 52. Structure de la 4-chlorobenzamidoxime utilisée comme référence durant les tests
biologiques de ce travail

3.1. Meéthode de Griess

La méthode de Griess est une méthode, décrite pour la premicre fois en 1879 par J.P.
Griess, qui permet la détection des ions nitrites dans une solution. Cette méthode est utilisée
dans ce travail pour détecter et quantifier les ions nitrites libérés suite a I’oxydation des
amidoximes par les CYP450. Les ions nitrites sont quantifiés a la place de NO car ce dernier
est un radical libre qui s’oxyde extrémement rapidement, une fois libéré, en ions nitrites puis
en ions nitrates. Les ions nitrites, stables et non volatiles, peuvent étre détectés par la méthode

. 9
de QGriess.

La méthode de Griess est une réaction de diazotation qui se base sur I'utilisation de deux
réactifs : le sulfanilamide connu sous le nom de réactif de Griess et le N-(1-

naphtyl)éthylénediamine ou NED.
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Les ions nitrites, en présence de sulfanilamide, forment un ion diazonium qui est capable
de se coupler au NED résultant en un composé coloré qui absorbe a 540 nm. Ces deux étapes

sont présentées Figure 11.53.

o0

00
HzN/S\Q\ O N NH:
| -NH 00 H HZN)\S”\Q ~
NO, Sulfanilamide HZN/SO\ ) NED AN
N [ ;N/\/NHz
H

Diazonium Composé coloré

Figure II. 53. Principe de la méthode de Griess : détection des ions nitrites par synthese d'un
composé azoique
Afin de calculer la concentration des ions nitrites libérés dans les échantillons, une
gamme d’étalonnage en ions nitrites allant de 10® M a 10° M est préparée. La gamme
d’étalonnage est préparée dans une microplaque a 96 puits ou seront ajoutés ultérieurement le
sulfanilamide et le NED afin de dresser la droite d’étalonnage de 1’absorbance en fonction de

la concentration en ions nitrites.

Un exemple d’une droite d’étalonnage obtenue durant ce travail est présenté Figure 11.54.
La droite obtenue a une équation répondant a la formule y = a[NO;] + b (a =0,0185 £ 0,0008
et b=-0,0015 £ 0,0020 (n=3)), avec un coefficient de détermination d’une valeur de 0,9963 +
0.0018. Ce résultat est acceptable puisque le coefficient de détermination doit &tre >0,99 ce

qui est la preuve d’une bonne linéarité de la droite.

159



Pawtie IT - Chapitre IIT

0.18 - y =0,0195x - 0,0052
R?=0,9992

0.16 -
0.14 -
0.12 -

o
[EN
1

0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02 -

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentration en nitrite (uM)

Absorbance 2 540nm

Figure I1. 54. Droite d'étalonnage représentant l'absorbance en fonction de la concentration en ions
nitrites suivant la méthode de Griess

3.2. Préparation des échantillons pour I'évaluation de la libération

de NO en présence des microsomes

Suite a la préparation de la gamme d’étalonnage, les échantillons sont préparés afin de

mesurer la libération du NO par la quantification des ions nitrites.

Les amidoximes sont incubées a 37°C pendant 10 minutes en présence de microsomes de
foie de rats (contenant 0,25 mg de protéines), de NADPH et d’O, dans du PBS. Pour chaque
amidoxime quatre échantillons contréles ont été préparés : sans microsome, sans amidoxime,
sans NADPH et en remplagant les amidoximes par les nitriles correspondants (Tableau I1.12).

Ceci est effectué en gardant toujours un volume final de 550 pL de I’échantillon.

Tableau I1. 12. Echantillons préparés pour le test de libération de NO en présence des microsomes et
de NADPH

Echantillon | Microsomes | Amidoxime | NADPH | Nitriles

Test v v v i
Controle 1 - v v -
Controle 2 v - v -
Controle 3 v v - -
Controle 4 v - v v
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Ces tests ont été effectués sur les cinq amidoximes retenues (Tableau II.13). Chaque
mesure est répétée entre 3 et 5 fois afin de valider les résultats obtenus et d’en calculer la
moyenne et I’écart-type.

Les CYP450 sont inactivés par chauffage a 100°C pour trois minutes. Les surnageants
sont collectés apres centrifugation et mélangés avec le sulfanilamide et le NED pour la
quantification des ions nitrites par la méthode de Griess.

La quantité des ions nitrites mesurée dans les échantillons de contrdle est soustraite des
valeurs obtenues des échantillons test. '

Tableau II. 13. Recapitulatif des structures des molécules testées dans la suite de ce chapitre

Molécule LogP
Cl
Référence HZNQ 1,90
HO/N
OH
9a HZNY@/ 0,95
HO/N

O.
9b HzNY{j/ 1,22
HO/I\I

OM\/YN H,

|

12a HzNYCr N.oH 1,23
HO/N

0 NH,
12b (j Y 1,92

N\OH

Les résultats sont exprimés en nmol de NO,™ par mg de cytochrome P450 pour 10 minutes
(Figure I1.55). Comme il est remarqué sur 1’histogramme, toutes les amidoximes étudiées ont
libéré des ions nitrites ce qui signifie qu’elles sont toutes capables d’étre oxydées par les
microsomes de foie de rats en présence de NADPH. La libération des ions nitrites était la plus
élevée pour les mono-amidoximes aromatiques 9a et 9b (2,4 et 1,5 nmol NO,/mg P450 pour
10 minutes, respectivement). Il est a noter que ces deux amidoximes ont libéré des ions
nitrites avec des valeurs plus ¢élevées que celles de la référence (1,3 nmol NO,/mg P450 pour
10 minutes)."’

Par contre, la bis-amidoxime 12a et la mono-amidoxime aliphatique 12b ont libéré des

quantités, en ions nitrites, significativement plus faibles que la référence. Cette capacité
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modeste de libération peut étre causée par la forme ou la structure inadéquate de ces
molécules ce qui ne permet pas leur oxydation rapide par les enzymes et/ou par la faible
réactivité des amidoximes aliphatiques durant la réaction d’oxydation.

La molécule 9a a montré la libération la plus importante en ions nitrites et elle est

. . . oy e . N 1
significativement différente de la référence ce qui la rend trés intéressante. '’
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Figure I1. 55. Concentration des ions nitrites libérés par les amidoximes suite a une incubation de 10
minutes avec les microsomes. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ESM de trois a
cing expériences indépendantes et comparées par One-way ANOVA; * p < 0,05 versus référence

Une ¢étude de la cinétique de libération de NO en présence des microsomes est menée en
augmentant le temps d’incubation des amidoximes avec les microsomes et le NADPH de 10
minutes a 30 puis 90 minutes. Cette augmentation du temps d’incubation n’a pas affecté la
quantité des ions nitrites libérés. Ceci signifie que, en présence des microsomes, I’oxydation
des amidoximes ne se fait pas en deux temps différents et que 10 minutes est un temps

suffisant afin d’obtenir le maximum d’oxydation.
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4. Test de cytocompatibilité des amidoximes avec les cellules

musculaires lisses humaines

La capacité des quatre amidoximes a libérer du NO en présence de cellules musculaires
lisses issues d’aorte thoracique humaine est testée dans la partie qui suit. Ce test est précédé

par le test de cytocompatabilité avec la méme lignée cellulaire.

Le test de cytocompatibilité utilisé dans cette étude est le test MTT qui est une méthode

permettant la mesure de la viabilité cellulaire.

4.1. Principe du test MTT

Le test MTT prend son nom du réactif principal utilis¢, le bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazole-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium connu sous le nom de MTT. C’est un test
colorimétrique de numération des cellules vivantes permettant 1’évaluation de la

cytocompatiblité des molécules testées.''

La viabilité cellulaire est mesurée par 1’activité mitochondriale : le réactif MTT, présent
sous forme de sel hydrosoluble de couleur jaune, quand incubé avec les cellules, est
métabolis¢é par une enzyme mitochondriale des cellules vivantes, la succinate
déshydrogénase, en cristaux de formazan. (Figure 11.56) Ces cristaux, insolubles de couleur
pourpre, seront ensuite solubilisés dans du DMSO afin d’étre soumis a des mesures
d’absorbance réalisées a 630 nm. Cette conversion prend place strictement dans les cellules
vivantes ce qui signifie que la concentration en formazan refléte le nombre de cellules

vivantes présentes aprés incubation avec le médicament. "’

; Succinate _NH
N,SP J deshydrogenase W‘
\< N//N\KN
e
MTT Formazan

Figure II. 56. Conversion du MTT en fromazan par les mitochondries pour la mesure de la
cytocompatibilité (principe du test MTT)
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4.2. Préparation des échantillons pour la mesure de la

cytocompatiblité
Les quatre amidoximes étudiées précédemment, ainsi que la référence, seront testées sur
les cellules humaines pour évaluer leur pouvoir donneur. Pour cette raison tous ces produits

doivent étre évalués pour leur cytocompatibilité avec la méme lignée cellulaire.

Les amidoximes sont préparées a différentes concentrations, multiples de dix, se situant
entre 0,001 et 100 uM, a 0,1% DMSO dans le milieu de culture en contact avec les cellules.
Pour chaque amidoxime, trois a quatre échantillons de chaque concentration sont préparés en
les incubant avec les cellules musculaires lisses issues d’aorte thoracique humaine (HVSMC)
pour une durée de 24 heures. En parallele, deux types de contrdles sont préparés : une série
de controle a partir de cellules incubées uniquement dans le milieu de culture et une

deuxiéme série a partir des cellules incubées dans le milieu de culture avec 0,1% de DMSO. '’

Apreés I'incubation des échantillons avec le MTT, les cristaux sont dissous dans du
DMSO et leur absorbance est mesurée par le spectrophotometre (lecteur de microplaque). La
viabilité cellulaire est proportionnelle a 1’absorbance et elle est calculée par rapport au

contrdle contenant 0,1% de DMSO. 10

Les résultats de la cytocompatibilité¢ des amidoximes avec les HVSMC sont présentés
Figure I1.57 ou la viabilité cellulaire est mesurée suite a 1’incubation des amidoximes aux

différentes concentrations. '
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Figure I1. 57. Viabilité des cellules musculaires lisses apres 24 heures d'incubation a des
concentrations se situant entre 0,001 et 100 uM. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne
+ ESM de trois a quatre échantillons et comparés par Two-way ANOVA ; * p < 0,001 100 uM versus

toutes les concentrations (post-test de Bonferroni)
Comme montré sur la Figure 11.57, a ’exception de la mono-amidoxime 9a qui a induit la
viabilité cellulaire la plus faible a 100 uM (74,67% =+ 2,03), les HVSMC sont restées actives

et donc vivantes en présence des autres amidoximes préparées a différentes concentrations et

méme avec des concentrations élevées. '’

Ces résultats montrent que 1’utilisation des amidoximes a toutes ces concentrations est
possible puisqu’elles n’auront aucun effet toxique sur la viabilité cellulaire. La concentration
de 100 uM est choisie pour la suite des expériences afin d’essayer d’atteindre un taux de NO
libéré élevé, et surtout plus haut que le seuil de détection de la méthode fluorescente utilisée
dans la partie suivante. Il est a noter que la toxicité de la molécule 9a détectée a 100 uM a été
mesurée apres 24 heures d’incubation tandis que le test de libération sur les cellules requiert
seulement 1 heure d’incubation : le temps de contact avec les cellules sera plus faible et donc
la toxicité plus faible également. La cinétique de libération est étudiée aprés 1 heure, 6 heures

et 18 heures d’incubation avec les cellules, toujours inférieures a 24 heures.
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5. Test de libération de NO sur les cellules humaines

Le test de libération de NO a partir des amidoximes en présence des HVSMC est le
dernier test biologique qui a été conduit dans ce travail pour mesurer le pouvoir donneur de
ces molécules. Apres une premiére évaluation de la capacité des amidoximes a libérer du NO
en présence des microsomes de foie de rats, une étude réalisée sur des cellules humaines
semble intéressante afin de mesurer ce pouvoir donneur dans des conditions plus proches de

leur oxydation par le corps humain.

Cette étude est divisée en deux parties principales :

- une €tude cinétique, apres s’étre assuré¢ de la libération de NO, qui va permettre
d’étudier si la libération s’effectue en deux temps différents suivant le type
d’amidoximes aromatiques et aliphatiques (avec des prélevements effectués a 1 heure,
6 heures et 18 heures),

- une mesure de la quantité de NO libéré a partir des amidoximes a un temps choisi et

la comparaison entre les capacités des différents types d’amidoximes.

L’oxydation des amidoximes par les cellules est mesuré en quantifiant les ions nitrites
libérés et les S-nitrosothiols (RSNO) formés dans les milieux intra et extracellulaire. La
quantification des RSNO correspond au NO libéré capable de se lier ultérieurement aux
fonctions thiol des protéines cellulaires (S-nitrosation intracellulaire).”> Les ions nitrites et
RSNO libérés peuvent étre quantifiés par une méthode de fluorescence nommée la méthode

de DAN ( 2,3-diaminonaphthaléne).

Les quatre amidoximes évaluées auparavant feront partie de cette étude ainsi que la
référence, la 4-chlorobenzamidoxime. En plus, le GSNO,14 un donneur de NO bien connu et
capable de livrer du NO biodisponible pour les cellules musculaires lisses et les vaisseaux

15-17

sanguins, a été préparé afin de servir également de référence.

Les controles utilisés comprennent du milieu de culture en présence de 0,1% de DMSO et

subissent les mémes traitements que les solutions tests.

5.1. Méthode fluorescente de DAN

La méthode de DAN, décrite pour la premiere fois en 1970 par Wiersma et al., est une
méthode de fluorescence, capable de détecter de tres faibles concentrations en ions nitrites.

L’incubation des molécules avec les cellules cause la libération du NO dans le milieu
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intracellulaire et/ou extracellulaire. Le NO, transformé en ions nitrites et RSNO, pourra étre

quantifié¢ par la méthode de DAN, utilisée dans cette partie de ce travail.'®

Ce test se base sur une réaction entre le réactif de DAN, faiblement fluorescent, et les ions
nitrites en milieu acide formant ainsi du 2,3-naphthotriazole (NAT). Ce NAT, en milieu
basique, présente une forte fluorescence a 415 nm aprés excitation a 375 nm."”(Figure I1.58)
Pour la détection du NO attaché aux protéines sous forme de RSNO, I’utilisation des ions
mercuriques est nécessaire afin de cliver la liaison thiol-NO. Ce clivage permet la libération

du NO qui s’oxyde en ions nitrite quantifiables par la méthode de DAN en condition acide.

NH, H* N
NH, N

H

DAN NAT

Figure II. 58. Mécanisme de la méthode de DAN pour la quantification des ions nitrite

Afin de quantifier les ions nitrite libérés ainsi que les RSNO, une droite d’étalonnage est
dressée de 0,1 a 2 uM. Les différents échantillons mis en présence d’une solution de DAN
seront analysés et les résultats utilisés pour dresser la droite d’étalonnage permettant la
quantification des ions nitrite libres. De plus, les mesures effectuées lorsqu’ils sont mis en
présence d’une solution de DAN-HgCl, permettront de dresser la droite d’étalonnage pour la
quantification des ions nitrites apres le clivage des RSNO formés. Un exemple de chaque
droite est représenté Figure I1.59, présentant respectivement les équations suivantes : y =
a[NO,] + b (R* = 0,9912 + 0,0011, a = 945,60 + 3,71 et b = 630,13 + 3,79 (n=3)) et y =
a[RSNO] +b (R2 =0,9968 £0,0011, a=906,87 + 5,03 et b= 507,07 £ 9,44 (n=3)). Ces deux
droites montrent des coefficients de détermination R* >0,99 ce qui est acceptable pour

poursuivre 1’étude.
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Figure Il. 59. Droites d'étalonnage de la méthode de DAN pour la quantification des nitrites et des
RSNO, respectivement
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5.2. Mesure de la cinétique de libération de NO a partir des

amidoximes

L’étude de la cinétique de libération de NO a partir des amidoximes aromatiques et
aliphatiques est menée en présence des HVSMC. Pour cela, trois mono-amidoximes
aromatiques (la référence et 9a,b), la bis-amidoxime 12a et le GSNO ont été incubés avec les
HVSMC a 37°C. Toutes les mono-amidoximes et le GSNO sont préparés et utilisés a 100
UM, par contre la bis-amidoxime 12a est utilisée a 50 uM car c’est une molécule possédant
deux fonctions amidoxime donneuses de NO et donc théoriquement capable de libérer le
double de la quantité¢ de NO que les composés mono donneurs. Ainsi, les études sont menées

a concentration constante en fonction amidoxime.

Trois séries d’échantillons contenant la molécule a tester avec les cellules ont été préparés
et placés en incubation. Trois temps d’incubation sont prévus pour chaque amidoxime : 1
heure, 6 heures et 18 heures. A la fin de chaque durée d’incubation, un prélévement du milieu
extracellulaire a été réalisé et suivi par une lyse des cellules nécessaire pour la quantification
en ions nitrite et RSNO du milieu intracellulaire. Le prélévement des milieux extracellulaires
est traité par une solution de DAN pour la mesure de la quantité des ions nitrite libérés. Dans
les milieux intracellulaires, le prélévement est divisé en deux pour étre traité soit par la
solution de DAN pour la quantification des ions nitrite, soit par la solution de DAN-HgCl,
pour la quantification des ions nitrite et RSNO. La concentration en RSNO est ensuite
obtenue par soustraction de la concentration des ions nitrites a celle des ions nitrites plus

RSNO.

Dans le milieu extracellulaire et indépendamment du temps d’incubation, les
concentrations en ions nitrites mesurées dans tous les échantillons se trouvent inférieur a la
limite de quantification de la méthode DAN. Dans le milieu intracellulaire, la concentration
en ions nitrites est inférieure a la limite de la quantification de la méthode DAN. La
concentration en RSNO intracellulaire (Figure 11.60) reste presque constante que ce soit apres
1 heure, 6 heures ou 18 heures, pour tous les produits étudiés. La quantité de RSNO mesurée
atteint son maximum a 1 heure ce qui signifie que tout le NO est libéré aprés 1 heure
d’incubation sans observation d’une cinétique de libération a durée prolongée. L’absence de
cinétique est particulierement remarquée dans le cas de la molécule 12a qui possede une
amidoxime aromatique et une autre aliphatique et qui a présenté un comportement identique a

celui de toutes les autres molécules, c'est-a-dire libérant tout le NO en un seul temps.
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D’apres ces résultats, il est donc constaté qu’il n’y a pas une différence de cinétique de
libération de NO a partir des amidoximes aromatiques et aliphatiques a longue durée et
qu’une incubation d’1 heure s’avere suffisante pour atteindre le maximum d’oxydation des
fonctions amidoximes. Pour cette raison, et pour la suite des tests de quantification de la
libération du NO, les ions nitrites et les RSNO seront mesurés dans le milieu intracellulaire

aprés juste 1 heure d’incubation des molécules avec les HVSMC.
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Figure IL. 60. Concentration en RSNO intracellulaire d’un échantillon (n=1) apres 1h, 6h et 18h
d'incubation des cellules musculaires lisses avec 100 uM des produits a [’exception de 12a a 50 uM

5.3. Mesure du pouvoir donneur des différents types d’amidoxime
et comparaison des résultats
Afin de pouvoir comparer le pouvoir donneur des différentes amidoximes synthétisées un
nouveau test en présence des cellules musculaires lisses est mené. Les HVSMC ont été
ensemencées dans une plaque a 6 puits 48 heures avant I’incubation avec les amidoximes et
le GSNO a 37°C pendant 1 heure. Les mono-amidoximes 9a,b et 12b, la référence et le

GSNO ont été utilisés a 100 pM tandis que la bis-amidoxime 12a a été utilisée a 50 puM."

Apres la lyse des cellules, les ions nitrites et les RSNO ont été immédiatement quantifiés
par la méthode fluorescente de DAN en utilisant la solution de DAN et la solution de DAN-
HgCl,. Les contrdles, formés a partir des HVSMC incubées avec le milieu de culture
contenant 0,1% de DMSO, étaient sous la limite de détection de la méthode pour les ions

nitrites et pour les RSNO."
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Tous les produits étudiés, comme montré sur la Figure I1.61, ont induit la formation de
RSNO a I’intérieur des cellules. Par contre, dans tous les échantillons, les ions nitrites libérés
¢taient sous la limite de quantification de la méthode de DAN. Le GSNO, les mono-
amidoximes aromatiques 9a,b et la bis-amidoximes 12a ont tous produit une concentration de
RSNO intracellulaire (0,20 + 0,01 uM, 0,21 £ 0,01 uM et 0,17 £ 0,02 uM, respectivement)
significativement plus élevée que la référence, la 4-chlorobenzamidoxime (0,03 + 0,03 uM).
Le processus de S-nitrosation intracellulaire est moins prononcé chez la mono-amidoxime
aliphatique 12b. Il reste a noter que les amidoximes 9a,b et 12a ont toutes les trois montré un

potentiel de formation de RSNO intracellulaire plus élevé que celui du GSNO.'?
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Figure IL. 61. Concentration du RSNO intracellulaire apres 1 h d'incubation des cellules musculaires
avec 100 uM des molécules a l'exception de la molécule 12a a 50 uM. Les résultats sont présentés
sous forme de moyenne + ESM de trois échantillons indépendants et compares par One-way ANOVA;
*p < 0,05 versus GSNO (post-test de comparaisons multiples de Dunnett)

De toutes les amidoximes étudi€es, les mono-amidoximes aromatiques 9a,b ont montré
une meilleure capacité¢ a former des RSNO intracellulaires par rapport aux autres mono-
donneurs de NO comme le GSNO et la référence. En revanche, la bis-amidoxime
aromatique/aliphatique 12a est de grand intérét car sa capacité a produire du NO et par la
suite augmenter le stockage de NO dans les cellules a travers la formation de RSNO
intracellulaire est similaire aux amidoximes 9a,b mais a une concentration deux fois moindre.
La présence d’une seule fonction amidoxime aliphatique (molécule 12b) a engendré une plus
faible formation de RSNO. Ce résultat peut étre expliqué par une plus faible capacité

d’oxydation de I’'amidoxime aliphatique par rapport aux amidoximes aromatiques 9a,b. '’
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Deux points essentiels peuvent étre tirés de cette étude :

- L’augmentation de I’effet inductif accepteur d’électrons —I et mésomere donneur
d’¢électrons +M en position para de I’amidoxime peut favoriser la libération du NO.
Ceci est surtout visible a partir des résultats de la référence, ayant un atome de chlore
en position para, et les amidoximes 9a,b possédant un groupement hydroxyle et un
groupement méthoxy, respectivement, en position para des amidoximes.

- La présence de deux fonctions amidoximes sur une seule molécule augmente

effectivement la formation de NO.

Les tests biologiques menés sur ces amidoximes ont ét€ publiés en 2018 par notre équipe

dans le journal Bioorganic and Medicial Chemistry Letters.
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Conclusion du chapitre

Des tests de solubilité dans un tampon physiologique ont été réalisés sur toutes les
amidoximes synthétisées durant ce travail afin d’envisager 1’évaluation de leur pouvoir
donneur de NO. Seulement quatre amidoximes (9a,b et 12a,b) se sont révélées solubles dans
le PBS avec 0,1% DMSO, milieu acceptable pour les tests biologiques, et ont été utilisées

pour les tests de libération de NO ultérieurs.

En utilisant les microsomes de foie de rats, seules les mono-amidoximes aromatiques
9a,b ont montré une importante capacité a libérer du NO en présence des CYP450, tandis que
la bis-amidoxime aromatique/aliphatique 12a et la mono-amidoxime aliphatique 12b ont
montré une plus faible oxydation et donc une plus faible libération de NO dans ces mémes
conditions. Il est probable que la taille ou la forme des amidoximes 12a,b soient inadéquates
pour leur métabolisme par les CYP450. En effet, ces amidoximes présentent une taille plus
grande que les mono-amidoximes aromatiques 9a,b et que la référence, et en plus, elles
présentent une différence de forme a cause de leur chaine latérale aliphatique ce qui peut

causer I’incapacité des cytochromes a les oxyder.

Avant de tester ’oxydation de ces amidoximes par des cellules humaines et de comparer
leurs cinétiques de libération, une étude préliminaire de la cytocompatibilité des amidoximes
en présence des mémes cellules a ¢été réalisée. Toutes les amidoximes ont montré une
cytocompatibilité avec les cellules musculaires lisses issues d’aorte thoracique humaine a des

concentrations allant de 0,001 a 100 uM.

L’incubation, pendant 1, 6 et 18 heures, des amidoximes 9a,b, 12a et de la référence ainsi
que le GSNO avec les cellules musculaires lisses humaines n’a pas permis de mettre en
¢vidence la formation d’ions nitrites dans le milieu extracellulaire mais une formation de
RSNO dans le milieu intracellulaire. Par contre, aucune différence dans la quantité de RSNO
formés n’était observée suivant la durée d’incubation. Ceci suggére qu’il n’y a pas de
différence de cinétique de libération de NO entre les fonctions amidoximes aromatiques et
aliphatiques. Ceci est d’autant plus flagrant dans le cas de la bis-amidoxime 12a qui a libéré

sa quantité maximale de NO apres 1 heure d’incubation.

Un dernier test d’incubation (d’une durée d’une heure) des molécules avec les cellules
musculaires lisses humaines a été mené afin de pouvoir comparer le pouvoir donneur de NO

des différents types d’amidoximes a I’intérieur des cellules. Les amidoximes 9a,b et 12a ont
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montré une grande capacité a former des RSNO dans le milieu intracellulaire ce qui signifie
que ces trois amidoximes étaient capables de traverser la membrane cellulaire, de pénétrer les
cellules et d’étre oxydées par les CYP450 des cellules musculaires lisses. La libération de NO
la plus faible a été reportée lors de I’utilisation de la mono-amidoxime aliphatique 12b. Parmi
les trois amidoximes qui ont montré les meilleures capacités a former des RSNO
intracellulaires suite a la libération de NO, la bis-amidoxime 12a présente un important
potentiel étant donné que sa concentration ¢€tait deux fois plus faible que toutes les autres
amidoximes. De plus, elle a montré une libération de NO semblable aux meilleures mono-
amidoximes 9a,b. Ceci prouve que la nouvelle bis-amidoxime 12a présenterait un grand
intérét puisque la réduction de moiti€ du dosage de cette molécule permettrait de conserver
les mémes effets thérapeutiques tout en réduisant les effets secondaires potentiels. Les
résultats obtenus avec les mono-amidoximes aromatiques 9a,b montrent aussi leurs
importantes capacités a étre utilisées comme donneurs de NO. Elles peuvent étre considérées

parmi les meilleurs mono donneurs de NO qui existent jusqu’a présent.
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General methods

1. Commercial chemicals and biological products
All chemicals were purchased with the highest purity commercially available products
and were used as received without further purification. All solvents used during the reactions

were purchased in their anhydrous form.

Bleach (Eau de Javel) was prepared and used for the cleaning of all the glassware used

during the synthesis of the nitrile functions in order to neutralize all cyanides.

Rat liver microsomes are from male rats liver (Sprague-Dawley). They were purchased

from Sigma.

The cells used were human smooth muscular cells issued from human thoracic aorta

(CRL-1999).

2. Instrumentation and Characterization

Amidoxime synthesis trials under microwave were done using CEM Focused
Microwave ™ Synthesis System, Model Discover, in a septa capped 10 mL reaction vessels
with stirring. The temperature was monitored and measured by Infrared Temperature Control

System containing an infrared sensor.

All reactions were monitored by TLC silica plates. Melting points were measured on a

Buchi M-560 Melting Point Apparatus.

Infrared spectroscopy was used for the synthesized nitrile compounds and amidoximes in
order to identify the synthesized groups. FT-IR spectra were recorded by a Bruker Tensor 27
spectrometer equipped with liquid nitrogen cooled MCT-detector. FT-IR spectra were
obtained at 6 cm™ resolution using the Attenuated Total Reflectance (ATR) Technique.

'H and "*C NMR spectroscopy were performed in order to elucidate the structures of the
synthesized compounds. NMR spectra were measured with a Bruker Avance 300 (300 MHz
for 'H and 75 MHz for "*C) with tetramethylsilane as standard. Chemical shifts are reported

in parts per million.
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High resolution mass spectroscopy was performed on the final products (amidoximes).
Electron spray ionization mass spectra (ESI-MS) were recorded on a Brucker MicroTof-Q

HR spectrometer, Faculté des Sciences et Techniques, Vandoeuvre-les-Nancy, France.

The purity of the amidoximes, used during biological evaluation, was measured by
HPLC. HPLC spectra were recorded on a Shimadzu High Performance Liquid
Chromatography apparatus with UV detection (245 nm). HPLC parameters: Reprospher RP-
C18 (5 uM); 250x4.6 mm; gradient elution of solvent A= CH3CN + 0.1% THF and solvent
B=H,0 + 0.1% THEF; eluent flow: 1 mL/min; volume of injected sample: 20 uL; UV detector
at 254 nm.

The absorbance for the Griess assay during biological tests was measured by using EL
800 microplate reader (Bio-TEK Instrument, INC®, France). All fluorescence for DAN assay
was measured by using the FP-8300iRM fluorescence spectrophotometer (JASCO, France)
coupled with FMP Micro-well plate reader.

3. Biological tests procedures

3.1. Oxidation of amidoximes using rat liver microsomes

Control and test samples were prepared by using the protocol described below. However,
during the control samples preparation, the volume of the missing component would be
replaced by phosphate buffer in order to maintain a constant final volume.

The incubation media was prepared by mixing the substrate (111 pM) with rat liver
microsomes (0.25 mg of proteins) and 148 mM phosphate buffer pH 7.4 (final volume, 450
pL). This media was pre-incubated for 1 min at 37°C. NADPH (1.11 mM) was added to start
the reaction and the mixture was incubated for 10 min at 37°C. The reaction was stopped by
heating the mixture for 3 min at 100°C. The proteins were precipitated by centrifugation for
15 min at 10000 rpm at 4°C. Supernatants were collected for quantification of the nitrite by

- 1.2
the Griess assay.
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3.2. Griess assay

The stock solutions were prepared fresh before each set of tests.

The sulfanilamide (Griess) stock solution was prepared at 3.48x10* M by dissolving
sulfanilamide in 0.4 M HCI.

The NED stock solution was prepared at 2.31x102 M by dissolving N-(1-
naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride in 0.4 M HCI.

The nitrite stock solution was prepared at 10> M by dissolving NaNO, in PBS. This

solution was used for the preparation of the calibration range.

3.2.1. Preparation of the calibration range

The nitrite stock solution 102 M was diluted in PBS in order to obtain a nitrite solution at
10* M. Successive dilutions of this solution in acetoacetic solution 11% (v/v) pH 2.5 (final
volume 200 pL) were performed in order to obtain a range of increasing NO,™ concentrations,
set between 10° M and 10 M. This range was prepared in a 96-wells plate where 40 pL of
the sulfanilamide solution were added to form the diazonium salt which reacts with 10 puL of
the NED solution to form a chromophoric azo product. The readings of the absorbance were

done at 540 nm using the microplate reader.

The calibration curve obtained follows the form of the equation: y = a[NO,] + b with

R”>0.99. An example of this curve is depicted in Figure I1.54, Part II Chapter IIL.

3.2.2. Nitrite quantification in samples

Briefly, 100 pL of the sample’s supernatant were diluted with 100 pL acetoacetic solution
11% (v/v) (pH 2.5) and added with 40 pL of the sulfanilamide solution. Finally, the
diazonium salt formed reacts with 10 pL of the N-(1-naphthyl)ethylenediamine solution to
form the chromophoric azo product. Results are expressed as means + standard error of the
mean (SEM). Statistical analyses were performed using one-way ANOVA test followed by
Bonferroni’s multiple comparisons test. The GraphPad Prism software (GraphPad Software

version 5.0, San Diego, USA) was used for all the presented results.’
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3.3. Cytocompatibility assay

3.3.1. Human smooth muscle cells culture

HVSMC (CRL-1999, ATCC, USA) were grown in F-12K (ATCC-30-2004) medium
supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum, 1 % (v/v) penicilline-streptomycin cocktail
(10000 units penicillin and 10 mg streptomycin per mL), 0.01 mg/mL insuline, 0.05 mg/mL
ascorbic acid, 10 mM TES, 0.01 mg/mL transferrine, 10 ng/mL sodium selenite, 0.03 mg/mL
ECGS et 10 mM HEPES. Cells were cultured at 37°C under 5% (v/v) CO; in a humidified
incubator. HVSMC were seeded at 6.25x10* cells/cm” in 96-wells plates for 24 h before

being incubated with amidoximes.”

3.3.2. Amidoximes incubation and MTT assay
Amidoximes were prepared in a 100% DMSO solution and diluted in PBS in order to get
a final concentration, when in contact with the cells, of 0.1% DMSO. Control samples were

prepared by the incubation of the cells with the culture medium with or without 0.1% DMSO.

After 24 h at 37°C with 0.001 to 100 uM of compounds 9a,b and 12a,b,
cytocompatibility regarding metabolic activity was checked using the MTT assay. Briefly,
0.5 mg/mL MTT was incubated with the cells for 3 h. Then, 50 uL DMSO was added under
stirring for 5 min to extract the formazan crystals. The absorbance was read at 570 nm with a
reference at 630 nm using EL 800 microplate reader (Bio-TEK Instrument, INC®, France).
Metabolic activity in the presence of treatments was compared to the control condition with

0.1% DMSO.?

3.4. NOrelease experiments on HVSMC

3.4.1. Preparation of the GSNO

The reference GSNO was synthesized as previously described by Parent et al.’ Briefly,
reduced glutathione (GSH) was incubated with an equivalent amount of sodium nitrite under
acidic conditions (0.626 M HCI). The concentration of GSNO was calculated using the
specific molar absorbance of S-NO bond at 334 nm (e = 922 M"'cm™) and the Beer-Lambert

law.
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3.4.2. Cells incubation with amidoximes
Amidoximes stock solutions were prepared in 100% DMSO and diluted in culture media

in order to get a diluted solution of 0.1% DMSO when in contact with the cells.

HVSMC cells were seeded at 6,400 cells/cm” in 6-wells plates 48 h before incubation
with amidoximes. After 1 h at 37°C with 100 uM (a concentration of 50 uM was used only
for 12a) of each amidoxime, or 100 uM of GSNO, cells were washed with PBS and lysed in
50 mM of Tris, 150 mM of NaCl, 1% of Igepal CA-630 (v/v), 0.1% of SDS (v/v), 1 mM of
EDTA, 0.1 mM of neocuproine, 20 mM of sodium tetraborate and 10 mM of NEM. RSNO
and nitrite ions were immediately quantified using a fluorimetric method (DAN assay) as

previously described by Wu et al.*

Control cells were incubated with culture medium added with 0.1% DMSO.

3.4.3. DAN assay

The main stock solutions were prepared fresh before each set of tests.

The DAN stock solution was prepared at 0.316 mM by dissolving 2,3-
diaminonaphthalene in 0.6 M HCI. A dilution of this solution is made in 0.6 M HCI in order
to obtain the DAN solution at 0.105 mM.

The HgCl, stock solution was prepared at 3.17 mM by dissolving HgCl, in 0.6 M HCI.

The 0.105 mM DAN-1.05 mM HgCl, was prepared by mixing dilutions of the 0.316 mM
DAN stock solution and the 3.17 mM HgCl, stock solution.

The nitrite stock solution was prepared at 10% M by dissolving NaNO, in PBS. This

solution was used for the preparation of the calibration range.

3.4.3.1.  DAN assay calibration ranges preparation

Two dilutions were made of the nitrite stock solution 10> M for the preparation of the
calibration range: the first dilution in PBS to obtain the 10* M NaNO, solution which was
also diluted but in lysis buffer in order to obtain a final concentration of 2. 10° M of NaNO,.
Successive dilutions of this final solution in lysis buffer (final volume 1000 pL) were
performed in order to obtain a range of increasing NO, concentrations, set between 0.1 uM
and 2 uM. This range was prepared in tubes from which 100 puL were transferred to a 96-well
plate with 20 pL of the 0.105 mM DAN solution (for the nitrite measurement) or 20 uL of the
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DAN-HgCl, solution (for the RSNO + nitrite measurement). The detection of the fluorescent
formed product 2,3-naphthotriazole is enhanced by the addition of 20 pL of 2.1 M NaOH

solution.

Two calibration curves for the detection of nitrites or nitrites and RSNO were obtained
following the equation form y = a[NO,] + b with R*>0.99. An example of each curve is
depicted in Figure 11.59, Part IT Chapter III.

3.4.3.2.  Nitrites/RSNO quantification from incubated samples

After the 1 h incubation with different treatment (control, GSNO, amidoximes) in contact
with smooth muscle cells, intracellular RSNO and nitrite ions were quantified. Briefly, N,O3
generated from acidified nitrite ions reacts with 0.105 mM DAN with or without 1.05 mM of

HgCl, producing naphthotriazole that emit fluorescence at 415 nm after excitation at 375 nm

(JASCO FP-8300, France).**

Control samples were under the limit of detection for both RSNO and nitrite ions.
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Experimental procedures

General procedure for the synthesis of compound 2a

To a stirred solution of the 4-hydroxybenzonitrile 1a (238 mg, 2 mmol) in acetone (15
mL), were added potassium carbonate (415 mg, 3 mmol, 1.5 eq) and 1,3-dibromopropane
(1.02 mL, 10 mmol, 5 eq). The mixture was heated to reflux for 7 h. After cooling to room
temperature, the mixture was filtered over sintered glass and Celite and the solvent was
evaporated under reduced pressure. The residue was extracted with dichloromethane (30 mL)
and the organic phase washed with a 10% NaOH solution (20 mL). The organic layer was
dried over MgSO,4 and concentrated. The product was purified by flash chromatography

using ethyl acetate/petroleum ether (2/8) as eluent.

4-(3-Bromopropoxy)-benzonitrile (2a)

/@/O\/\/Br
NC

2a
Analytical Data:
White crystals. C1oH;oBrNO. Yield: 279 mg (58%).
mp 38.2°C.

"H NMR (300 MHz, CDCls, 25°C): & = 7.54 (d, J= 8.7 Hz, 2H, H.,), 6.93 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
Ha), 4.12 (t, J = 5.7 Hz, 2H, O-CH,), 3.56 (t, J = 6.3 Hz, 2H, Br-CH,), 2.34-2.26 (m, 2H,
CH,).

BC NMR (75 MHz, CDCls, 25°C): & = 162.5 (Cay), 134.5 (2 CHy), 119.6 (CN), 115.8 (2 CH
a), 104.6 (Cy), 66.2 (OCH,), 32.4 (CH,), 30.1 (CH,Br).

IR (neat): 2218 (s), 1604 (s), 1508 (m), 714 (w), 680 (w).
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General procedure for the synthesis of compound 3b

To a stirred solution of the bromo derivative 2a (1.20 g, 5 mmol) in acetone (15 mL), was
added potassium thioacetate (1.14 g, 10 mmol, 2 eq). The mixture was stirred at room
temperature overnight. The solvent was evaporated under reduced pressure and the residue
was extracted dichloromethane (2 x 50 mL) and the organic phase washed with 25 mL of
water. The organic layer was dried over MgSO4 and concentrated. The product was purified

by flash chromatography using ethyl acetate/petroleum ether (2/8) as eluent.

Thioacetic acid S-[3-(4-cyano-phenoxy)-propyl]ester (3b)

O\/\/SY
ST

3b
Analytical Data:
Yellowish powder. C;,H;3NO;S. Yield: 1.13 g (96%).
mp 170.4°C.

"H NMR (300 MHz, CDCL, 25°C): & = 7.58 (d, J= 8.7 Hz, 2H, H,,), 6.94 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
Har), 4.06 (t, J = 6.0 Hz, 2H, O-CH,), 3.05 (t, J = 6.9 Hz, 2H, S-CH,), 2.35 (s, 3H, CH3) 2.14-
2.05 (m, 2H, CH,).

3C NMR (75 MHz, CDCL, 25°C): § = 196.2 (C=0), 162.7 (Cqy), 134.7 (2 CHay), 119.9
(CN), 115.9 (2 CH,y), 104.8 (Car), 67.3 (OCH,), 31.3 (CHs), 29.8 (CHa), 26.3 (CH.S).

General procedure for the synthesis of aromatic bis-amidoxime 5b

To a stirred solution of the thioacetic acid derivative 3b (471 mg, 2 mmol) in methanol
(10 mL), were added hydroxylamine hydrochloride (1.11 g, 8 mmol, 4 eq, 2 x 2 eq) and
triethylamine (1.12 mL, 8 mmol, 4 eq, 2 x 2 eq). The mixture was left at room temperature
for 24 h. The solvent was evaporated and the residue was extracted with ethyl acetate (2 x 30
mL). The organic phase was washed with water (30 mL), dried over MgSO4 and finally
concentrated under vacuum. The amidoxime was purified by flash chromatography using

100% of ethyl acetate as eluent.
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Disulfanediyldi(propane-3,1-diyl)bis(N’-hydroxybenzene-1-carboximidamide) (5b)

NH,

/@/\N/OH
O\/\/S\S/\/\O
HoN

\

N

HO™
5b
Analytical Data:
Yellow powder. Cy0H26N4O4S,. Yield: 361 mg (40%).
mp 166.0°C.

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): & = 9.44 (s, 2H, OH), 7.59 (d, J = 8.7 Hz 4H, H,,),
6.91 (d, J = 9.0 Hz 4H, H,,), 5.70 (s, 4H, NH,), 4.07 (t, J = 6.0 Hz, 4H, O-CH,), 2.88 (t, J =
6.9 Hz, 4H, S-CH.), 2.12-2.04 (m, 4H, CH,).

13C NMR (75 MHz, DMSO-dg, 25°C): § = 159.0 (2 Cay), 150.6 (2 C=(NOH)NH,), 126.7 (4
CH.,), 125.8 (2 Cyy), 114.0 (4 CHyy), 65.7 (2 OCH,), 34.2 (2 CH,S), 28.3 (2 CHa).

IR (neat): 3441 (m), 3343 (m), 3250 (br), 2926 (m), 1654 (s), 1610 (s), 1520 (s).

HRMS (ESI, m/z): MNa", found 473.1328. C20H2eNsNaO,S, requires 473.1288.

General procedure for the synthesis of compound 6a

To a stirred solution of the 4-hydroxybenzonitrile 1a (596 mg, 5 mmol) in acetone (15
mL), were added potassium carbonate (760 mg, 5.5 mmol, 1.1 eq) and ethyl 4-bromobutyrate
(0.79 mL, 5.5 mmol, 1.1 eq). The mixture was heated to reflux overnight. After cooling to
room temperature, the mixture was filtered over sintered glass and Celite and the solvent was
evaporated under reduced pressure. The residue was extracted with dichloromethane (30 mL)
and the organic phase washed with a 10% NaOH solution (20 mL). The organic layer was
dried over MgSO4 and concentrated. The product was purified by flash chromatography

using methanol/dichloromethane (0.6/9.4) as eluent.
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4-(4-Cyano-phenoxy)-butyric acid ethyl ester (6a)

0]
QOMOH
NC
6a
Analytical Data:
Colorless crystals. C13H;sNOs. Yield: 1.11 g (95%).
mp 136.3°C.

'"H NMR (300 MHz, CDCL, 25°C): § = 7.49 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H,,), 6.87 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
Ha), 4.11-4.04 (m, 2H, COO-CH.,), 4.00 (t, J = 6.3 Hz, 2H, O-CH,), 2.44 (t, J = 7.2 Hz, 2H,
CH,-COOEY), 2.11-2.02 (m, 2H, CH»), 1.19 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH;).

3C NMR (75 MHz, CDCl;, 25°C): & = 173.3 (C=0), 162.6 (Ca), 134.4 (2 CHy,), 119.6
(CN), 115.7 (2 CHay), 104.4 (Cay), 67.6 (OCH,-C5Hy), 60.9 (OCH,), 31.0 (CH,-CO,EY), 24.8
(CH), 14.7 (CH3).

IR (neat): 2221 (m), 1732 (vs), 1637 (s), 1605 (s), 1264 (s), 1180 (s).

General procedure for the synthesis of compound 7a

To a stirred solution of the ester derivative 6a (233 mg, 1 mmol) in ethanol (10 mL), was
added 1M NaOH (0.03 mL, 1.13 mmol, 1.13 eq). The mixture was stirred at room
temperature for 1 h. The solvent was evaporated under reduced pressure. The residue was
diluted with dichloromethane (50 mL) and water (20 mL) and then acidified with 1M HCI
aqueous solution under cooling. The resulting precipitate was recovered, washed with water

and then lyophilized.
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4-(4-Cyano-phenoxy)-butyric acid (7a)

o
gt
NC
7a
Analytical Data:
White powder. C;;H;1NOs. Yield: 201 mg (98%).
mp 263.1°C.

'"H NMR (300 MHz, CDCL, 25°C): § = 7.58 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H,,), 6.93 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
H.), 4.08 (t, J = 6.0 Hz, 2H, O-CH,), 2.60 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,-CO), 2.17-2.13 (m, 2H,
CH).

13C NMR (75 MHz, CDCls, 25°C): & = 178.9 (C=0), 162.7 (Ca), 134.7 (2 CH,,), 119.8
(CN), 115.9 (2 CH,y), 104.9 (Cyy), 67.6 (OCHa), 30.8 (CH»-CO,H), 24.8 (CH,).

IR (neat): 3421 (w), 3201 (br), 2232 (s), 1735 (s), 1606 (s), 1263 (vs), 1080 (vs).

General procedure for the synthesis of aromatic mono-amidoximes 9a,b

To a stirred solution of the nitrile compound 1a (477 mg, 4 mmol) or 2b (533 mg, 4
mmol) in ethanol (40 mL), were added hydroxylamine hydrochloride and sodium carbonate
(see Table III.1). The mixture was heated to reflux for 48 h. After cooling to room
temperature the solvent was evaporated and the residue was extracted with ethyl acetate (2 x
30 mL). The organic phase was washed with water (30 mL), dried over MgSO,4 and finally
concentrated under vacuum. The corresponding amidoximes were purified by flash

chromatography using methanol/dichloromethane (1/9) as eluent.

Table II1. 1. Synthesis conditions of amidoximes 9a and 9b

Entry | Product Conditions Yield (%)
I 92 NH,OH.HCI (1.67 g, 24 mmol, 3 x 2eq), 08
Na,COs (2.54 g, 24 mmol, 3 x 2eq), EtOH, reflux
) 9b NH,OH.HCI (1.11 g, 16 mmol, 2 x 2eq), 95

Na,COs (1.70 g, 16 mmol, 2 x 2eq), EtOH, reflux
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4-Hydroxybenzamidoxime (9a)

OH
HZNYQ/
\

HO/N
9a
Analytical Data:
Yellow-brown powder. C;HsN>O,. Yield: 596 mg (98%).
mp: 150.1°C.

"H NMR (300 MHz, DMSO-dg, 25°C): & = 9.57 (s, 1H, =N-OH), 9.33 (s, 1H, OH), 7.48 (d, J
=8.7 Hz, 2H, Hy), 6.73 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Hy,), 5.61 (s, 2H, NH>).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg, 25°C): 8= 158.1 (Cq), 150.8 (C=(NOH)NH,), 126.7 (2
CH.)), 124.1 (Cy), 114.7 (2 CHyy).

IR (neat): 3434 (br), 3319 (br), 3211 (br), 1645 (m), 1609 (m), 1509 (m).

HRMS (ESI, m/z): MH", found 153.0688. C;HoN,O, requires 153.0659.

HPLC Analysis R; = 8.862, Area percentage = 96.791 %
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Figure IIl. 1. HPLC analysis of the mono-amidoxime 9a

192



Poutie II1 : Experimental paut

4-Methoxybenzamidoxime (9b)

O\
HzN\p/
\

HO/N
9b
Analytical Data:
White powder. CsH;oN,O,. Yield: 631 mg (95%).
mp 120.2°C.

"H NMR (300 MHz, DMSO-dg, 25°C): & = 9.42 (s, 1H, OH), 7.61 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H,,),
6.92 (d, J=8.7 Hz, 2H, Ha), 5.70 (s, 2H, NH,), 3.77 (s, 3H, CHj).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg, 25°C): & = 159.8 (C.r), 150.5 (C=(NOH)NH,), 126.7 (2
CHa), 125.7 (Ca), 113.4 (2 CHy), 55.1 (CHj3).

IR (neat): 3443 (s), 3353 (s), 2968 (w), 2841 (w), 1646 (s), 1608 (m), 1518 (s).

HRMS (ESI, m/z): MH", found 167.0836. CsH;;N,O, requires 167.0815.

HPLC Analysis R; = 13.433, Area percentage = 98.886 %.
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Figure I11. 2. HPLC analysis of the mono-amidoxime 9b
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General procedure for the synthesis of compounds 10a-c

To a stirred solution of the 4-hydroxybenzonitrile 1a or phenol 1¢ (10 mmol) in acetone
(50 mL), were added potassium carbonate (1.5 eq) and the corresponding bromo alkane
(Table I11.2). The mixture was heated to reflux overnight. After cooling to room temperature,
the mixture was filtered over sintered glass and Celite and the solvent was evaporated under
reduced pressure. The residue was extracted with dichloromethane (50 mL) and the organic
phase washed with a 10% NaOH solution (30 mL). The organic layer was dried over MgSO4
and concentrated. The product was purified by flash chromatography using ethyl

acetate/petroleum ether (2/8) as eluent.

Table I11. 2. Synthesis conditions of intermediate compounds 10a-c

Entry | Product Conditions Yield (%)
1a (1.19 g, 10 mmol), 1,4-dibromobutane (5.97 mL, 50
1 10a mmol, 5 eq), K,COs (2.07 g, 15 mmol, 1.5 eq), acetone, 85
reflux
5 10b 1a (1.19 g, 10 mmol), 1-bromobutane (2.70 mL, 25 mmol, 50
2.5 eq), K,CO;5 (2.07 g, 15 mmol, 1.5 eq), acetone, reflux
3 106 1c (941 mg, 10 mmol), 1,4-dibromobutane (2.99 mL, 25 50

mmol, 2.5 eq), K,CO; (1.5 eq), acetone, reflux

4-(4-Bromo-butoxy)-benzonitrile (10a)

o
NC

10a
Analytical Data:
Colorless crystals. C;1H;2BrNO. Yield: 2.16 g (85%).
mp 47.1°C.

"H NMR (300 MHz, CDCls, 25°C): & = 7.57 (d, J= 9.0 Hz, 2H, Hy,), 6.93 (d, J= 9.0 Hz, 2H,
Har), 4.04 (t, J = 6.0 Hz, 2H, O-CH,), 3.48 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH,-Br), 2.09-1.95 (m, 4H,
(CHz)o).

BC NMR (75 MHz, CDCL;, 25°C): & = 162.8 (Ca), 134.7 (2 CHy), 119.8 (CN), 115.8 (2
CHar), 104.7 (Cy), 68.0 (OCH,), 33.8 (CHBr), 29.9 (CHa), 28.3 (CH»).

IR (neat): 2950 (w), 2221 (s), 1250 (s), 1181 (s), 845 (s), 758 (w), 653 (s).
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4-Butoxy-benzonitrile (10b)

/@/O\/\/
NC

Analytical Data:

Colorless oily liquid. C;1H;3NO. Yield: 876 mg (50%).

"H NMR (300 MHz, CDCls, 25°C): 8 = 7.74 (d, J= 9.0 Hz, 2H, H,,), 7.08 (d, /= 9.0 Hz, 2H,
Har), 4.05 (t, J= 6.3 Hz, 2H, O-CH,), 1.75-1.65 (m, 2H, CH>), 1.48-1.36 (m, 2H, CH>), 0.92
(t, J=17.5 Hz, 3H, CHs).

BC NMR (75 MHz, CDCl;, 25°C): & = 162.1 (Cy), 134.1 (2 CHy), 119.1 (CN), 115.4 (2
CH,), 102.6 (Cy), 67.7 (OCH,), 30.4 (CHy), 18.6 (CHa»), 13.5 (CH3).

IR (neat): 2961 (br), 2874 (w), 2225 (m), 1606 (s), 1573(s),

(4-Bromo-butoxy)-benzene (10c)
©/O\/\/\Br

Analytical Data:

Colorless oily liquid. C;;H;3NO. Yield: 1.15 g (50%).

"H NMR (300 MHz, CDCl;, 25°C): & = 7.30-7.25 (m, 2H, H,y), 6.93-6.89 (m, 3H, H.,), 3.99
(t, J=6.3 Hz, 2H, O-CH>»), 3.62-3.54 (m, 2H, CH»-Br), 2.00-1.81 (m, 4H, (CH>),).

BC NMR (75 MHz, CDCl;, 25°C): & = 158.4 (Ca), 129.2 (2 CHy), 120.3 (CHa), 114.2 (2
CHar), 66.3 (OCH,), 33.7 (CH,Br), 30.7 (CHz), 29.0 (CHa,).

IR (neat): 1591 (m), 1494 (m), 1240 (s), 754 (m), 690 (w).
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General procedure for the synthesis of compounds 11a,b

To a stirred solution of the corresponding bromo derivative 10a (3.81 g, 15 mmol) or 10¢
(3.44 g, 15 mmol) in DMF (15 mL), was added potassium cyanide (3.91 g, 60 mmol, 4 eq).
The mixture was heated to reflux for 72 h. After cooling to room temperature, the mixture
was filtered over sintered glass and Celite and the solvent evaporated under reduced pressure.
The residue was extracted with ethyl acetate (4 x 40 mL) and the organic phase washed with
an aqueous 1M NaOH solution. The organic layer was dried over MgSO4 and concentrated.
The product was purified by flash chromatography using ethyl acetate/petroleum ether (8/2)

as eluent.

4-(4-Cyano-butoxy)-benzonitrile (11a)

jomans
NC

11la
Analytical Data:
Yellowish crystals. C1,H;2N,0. Yield: 1.23 g (41%).
mp: 74.2°C.

"H NMR (300 MHz, CDCls, 25°C): & = 7.58 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H,,), 6.93 (d, /= 8.7 Hz, 2H,
Har), 4.06 (t, J = 5.6 Hz, 2H, O-CH,), 2.46 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CN-CH,), 2.03-1.84 (m, 4H,
(CHa)2)

BC NMR (75 MHz, CDCls, 25°C): 8= 162.6 (Cy), 134.7 (2 CHy,), 119.9 (CN), 119.8 (CN),
115.8 (2 CHay), 104.9 (Cyyp), 67.8 (OCHa), 28.6 (CH»), 23.0 (CHy), 17.7 (CH,-CN).

IR (neat): 2961 (w), 2934 (w), 2244 (w), 2225 (s), 1606 (s), 1510 (s).
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5-Phenoxy-pentanenitrile (11b)

SRat.

11b

Analytical Data:

Transparent oily liquid. C;H3NO. Yield: 1.71 g (65%).

"H NMR (300 MHz, DMSO-dg, 25°C): & = 7.31-7.25 (m, 2H, H,,), 6.94-6.90 (m, 3H, H,,),
3.99 (t, J = 6.0 Hz, 2H, O-CH»), 2.57 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CN-CH,), 1.83-1.69 (m, 4H,
(CHa)y).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg, 25°C): & = 158.4 (Cq), 129.4 (2 CH,y), 120.6 (CN), 120.4
(CHgr), 114.4 (2 CHyy), 66.3 (OCH,), 27.7 (CH»), 21.7 (CH>), 15.9 (CH,-CN).

IR (neat): 2924 (w), 2875 (w), 2246 (w), 1598 (m).

General procedure for the synthesis of amidoximes 12a,b

To a stirred solution of the corresponding nitrile 11a (601 mg, 3 mmol) or 11b (526 mg, 3
mmol), respectively in ethanol (40 mL), was added an aqueous hydroxylamine solution (50
wt. % in H,O) (see Table I11.3). The reaction was heated to reflux for 24 h. After cooling to
room temperature, the solvent was evaporated and the residue was extracted with ethyl
acetate (2 x 30 mL). The organic phase was washed with water, dried over MgSO4 and
finally concentrated under vacuum. The product was purified by flash chromatography using

methanol/dichloromethane (1/9) as eluent.

Table III. 3. Synthesis conditions of amidoximes 12a and 12b

Entry | Product Conditions Yield (%)
YA
1 12a NH,OH 50 wt. % in H,O (0.23 mL, 7.5 mmol, 40
2.5 eq), EtOH, reflux
NH,OH 50 wt. % in H,O (0.14 mL, 4.5 1
5 12b 10 % in HyO ( , mmol, 60

1.5 eq), EtOH, reflux
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N-Hydroxy-4-[4-(N-hydroxycarbamimidoyl)-butoxy|-benzamidine (12a)

O NH,
MV\(
HoN ‘ N\OH

12a
Analytical Data:
Green powder. C12H sN4Os. Yield: 320 mg (40%).
mp 166.6°C.

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): & = 9.42 (s, 1H, OH), 8.72 (s, 1H, OH), 7.58 (d, J =
9.0 Hz, 2H, Hy), 6.90 (d, J=9.0 Hz, 2H, H,,), 5.69 (s, 2H, NH>), 5.38 (s, 2H, NH»), 3.98 (t, J
= 6.0 Hz, 2H, O-CH,), 2.02 (t, J=7.1 Hz, 2H, CH,), 1.73-1.61 (m, 4H, (CH>),).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg, 25°C): & = 159.2 (Ca), 152.8 (C=(NOH)NH,), 150.6
(C=(NOH)NH3), 126.7 (2 CHyy), 125.6 (Cy), 113.9 (2 CHy), 67.2 (OCH3), 30.3 (CH»-
C=(NOH)NH,), 28.1 (CH»), 22.9 (CH>).

IR (neat): 3452 (br), 3303 (br), 2941 (w), 2869 (w), 1679 (s), 1627 (s), 1522 (m).

HRMS (ESI, m/z): MNa", found 289.1291. C,H;sN4NaO; requires 289.1271.

HPLC Analysis R; = 13.942, Area percentage = 95.183 %.
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Figure I11. 3. HPLC analysis of the bis-amidoxime 12a
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N-hydroxy-5-phenoxy-pentanamidine (12b)

OMV\(NHz

T,
12b

Analytical Data:

Black purple powder. C;;H;sN>O,. Yield: 375 mg (60%).

mp 96.5°C.

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): & = 8.70 (s, 1H, OH), 7.30-7.24 (m, 2H, H,,), 6.93-
6.88 (m, 3H, Hy), 5.32 (s, 2H, NH»), 3.95 (t, /= 6.2 Hz, 2H, O-CH,), 2.02 (t, /= 7.2 Hz, 2H,
CH,), 1.73-1.61 (m, 4H, (CH)),).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg, 25°C): & = 158.6 (Cap), 152.6 (C=(NOH)NH,), 129.4 (2
CHar), 120.3 (CHyy), 114.4 (2 CHa), 67.0 (OCH3), 30.4 (CH,-C=(NOH)NH,), 28.2 (CH>),
22.9 (CHy).

IR (neat): 3475 (br), 3361 (br), 3229 (br), 2926 (w), 2871 (w), 1681 (w), 1589 (w).

HRMS (ESI, m/z): MH", found 209.1323. C;;H;,N,0, requires 209.1285.

HPLC Analysis R; = 10.859, Area percentage = 96.731 %.
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Figure I1l. 4. HPLC analysis of the mono-amidoxime 12b
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General procedure for the synthesis of aromatic mono-amidoxime 12c
To a stirred solution of the nitrile compound 10b (876 mg, 5 mmol) in ethanol (25 mL),
were added hydroxylamine hydrochloride (1.39 g, 20 mmol, 2 x 2 eq) and sodium carbonate
(2.12 g, 20 mmol, 2 x 2 eq). The mixture was heated to reflux overnight. After cooling to
room temperature the solvent was evaporated and the residue was extracted with ethyl acetate
(2 x 30 mL). The organic phase was washed with water (30 mL), dried over MgSO4 and
finally concentrated under vacuum. Amidoximes were purified by flash chromatography

using methanol/dichloromethane (0.5/9.5) as eluent.

4-Butoxy-/N-hydroxybenzamidine (12¢)

O _~_~
HZNY©/
|
N

HO™
12¢
Analytical Data:
Green powder. C;1HsN2O;. Yield: 739 mg (71%).
mp 106.2°C.

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): & = 9.42 (s, 1H, OH), 7.59-7.57 (m, 2H, Hy,), 6.94-
6.89 (m, 2H, H,), 5.68 (s, 2H, NH»), 3.98 (t, J = 6.6 Hz, 2H, O-CH,), 1.73-1.64 (m, 2H,
CH,), 1.49-1.37 (m, 2H, CH>), 0.93 (t, J= 7.2 Hz, 3H, CH3).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg, 25°C): & = 159.2 (C.r), 150.6 (C=(NOH)NH,), 126.6 (2
CHa), 125.6 (Cyy), 113.9 (2 CHy), 67.1 (OCH>), 30.7 (CH»), 18.7 (CH»), 13.6 (CH3).

IR (neat): 3440 (w), 3349 (br), 2958 (w), 1646 (m), 1608 (m), 1520 (m).
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General procedure for the synthesis of compound 13a

To a stirred solution of the 4-hydroxybenzonitrile compound 1a (3.57 g, 30 mmol) in
acetone (100 mL), were added potassium carbonate (12.44 g, 90 mmol, 3 eq), and 1,2-
dibromoethane (1.30 mL, 15 mmol, 0.5 eq). The mixture was heated to reflux for 48 h. After
cooling to room temperature, the mixture was filtered over sintered glass and Celite and the
solvent was evaporated under reduced pressure. The residue was extracted with
dichloromethane (2 x 40 mL) and the organic phase washed with 10% NaOH solution (20
mL). The organic layer was dried over MgSQO,4 and concentrated. The product was purified by
flash chromatography using ethyl acetate/petroleum ether (2/8) as eluent.

4-|2-(4-Isocyanophenoxy)ethoxy]benzonitrile (13a)

o
oy
NC

13a
Analytical Data:
Yellowish powder. C;¢H2N,O,. Yield: 1.2 g (30%).
mp 200.8°C.

"H NMR (300 MHz, CDCl;, 25°C): & = 7.63-7.60 (m, 4H, H,;), 7.01-6.98 (m, 4H, H,;), 4.40
(s, 4H, (CHa)y).

BC NMR (75 MHz, CDCls, 25°C): & = 162.3 (2 Car), 134.8 (4 CH,y), 119.6 (2 CN), 116.0 (4
CHar), 105.5 (2 Cya), 67.1 (2 CHy).

IR (neat): 2926 (w), 2224 (s), 1603 (s), 1510 (s), 1486 (m), 1253 (vs).
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General procedure for the synthesis of compound 13b

4-Hydroxybenzonitrile 1a (1.19 g, 10 mmol) was dissolved in a solution of ethanolic
potassium hydroxide (561 mg, 10 mmol, 1 eq in 10 mL of Ethanol). The solvent was
evaporated under reduced pressure, and the precipitate was dissolved in DMF (10 mL). To
the stirred solution were added pentaerythritol tetrabromide (1.06 g, 2.5 mmol, 0.25 eq). The
mixture was heated to reflux for 48 h. After cooling to room temperature, the solvent was
evaporated under reduced pressure. The residue was purified by crystallization with 2-

methoxymethanol.

4,4°-[[2,2-bis[(4-isocyanophenoxy)methyl]propane-1,3-diyl]bis(oxy)]bis-benzonitrile
(13b)

CN
(@)

<

CN
13b
Analytical Data:
White powder. C33H24N404. Yield: 405 mg (30%).
mp 224.0°C.

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): & = 7.73 (d, J= 9.0 Hz, 8H, H,,), 7.14 (d, J = 9.0 Hz,
8H, H..), 4.40 (s, 8H, CH,).

BC NMR (75 MHz, DMSO-de, 25°C): 6 = 161.7 (4 Car), 134.1 (8 CHyy), 119.0 (4 CN), 115.7
(8 CHar), 103.3 (4 Cu), 66.5 (4 CH,), 44.2 (C).

IR (neat): 2223 (s), 1604 (s), 1508 (s), 1463 (w), 1303 (w), 1253 (vs).
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General procedure for the synthesis of compound 13c

To a stirred solution of the 2,4-dibromo-phenol 1d (7.56 g, 30 mmol) in acetone (100
mL), were added potassium carbonate (6.22 g, 45 mmol, 1.5 eq) and bromoethane (5.56 mL,
75 mmol, 2.5 eq). The mixture was heated to reflux overnight. After cooling to room
temperature, the mixture was filtered over sintered glass and Celite and the solvent
evaporated under reduced pressure. The residue was extracted with dichloromethane (50 mL)
and the organic phase washed with a 10% NaOH solution (30 mL). The organic layer was
dried over MgSO,4 and concentrated. The product was purified by flash chromatography

using ethyl acetate/petroleum ether (2/8) as eluent.

2,4-Dibromo-1-ethoxy-benzene (13c)

1
Br Br

13c
Analytical Data:
Brownish crystals. CsHgBr,O. Yield: 6.3 g (75%).
mp 57.7°C.

"H NMR (300 MHz, CDCls, 25°C): & = 7.66-7.65 (m, 1H, Ha,), 7.36-7.35 (m, 1H, Hy,), 6.75
(d, J= 8.7 Hz, 1H, H,y), 4.10-4.03 (m, 2H, CHy), 1.46 (t, J= 6.9 Hz, 3H, CHs).

13C NMR (75 MHz, CDCl, 25°C): & = 155.4 (Cay), 136.2 (CHy,), 131.8 (CHyy), 115.1 (CHay),
113.8 (Co-Br), 113.5 (Cor-Br), 65.8 (CHa), 15.3 (CHy).

IR (neat): 3249 (br), 2986 (w), 2928 (w), 1579 (s), 1465 (s), 1393 (m).
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General procedure for the synthesis of compound 14a

To a stirred solution of the dibromo compound 13¢ (560 mg, 2 mmol) in DMF (5 mL),
were added potassium ferricyanide (290 mg, 0.88 mmol, 0.44 eq), sodium carbonate (424
mg, 4 mmol, 2 eq) and palladium(II) acetate (4.50 mg, 0.02 mmol, 0.01 eq). The mixture was
heated to reflux for 18 h. After cooling to room temperature, the mixture was filtered over
filter paper and the solvent evaporated under reduced pressure. The residue was extracted
with ethyl acetate (4 x 20 mL) and the organic phase washed with HO (2 x 15 mL) and 5%
ammonia solution (2 x 25 mL). The organic layer was dried over MgSO,4 and concentrated.
The product was purified by flash chromatography using ethyl acetate/petroleum ether (4/6)

as eluent.

4-Ethoxy-isophthalonitrile (14a)

o
NC CN

l4a
Analytical Data:
Yellow to white powder. CsHgBr,O. Yield: 69 mg (20%).
mp 158.3°C.

"H NMR (300 MHz, DMSO-dg, 25°C): & = 8.37-8.36 (m, 1H, H,,), 8.14-8.11 (m, 1H, Hy),
7.42 (d, J=9.0 Hz, 1H, Hy), 4.34-4.27 (m, 2H, CH>), 1.54 (t, J= 6.9 Hz, 3H, CH3).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg, 25°C): & = 163.0 (0-Cyy), 139.0 (CH.y), 138.2 (CH,,), 117.4
(CN), 114.7 (CN), 114.2 (CHy), 103.6 (Cy), 101.9 (Cyp), 65.7 (CH>), 14.1 (CHs).

IR (neat): 3055 (w), 2993 (w), 2924 (w), 2852 (w), 2234 (s), 1607 (m).
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General procedure for the synthesis of amidoximes 15a-c

To a stirred solution of the corresponding nitrile 13a (264 mg, 1 mmol), 13b (541 mg, 1
mmol) or 14a (172 mg, 1 mmol), respectively, in ethanol (30 mL), was added an aqueous
hydroxylamine solution (50 wt. % in H,O) (see Error! Reference source not found.). The
reaction was heated to reflux for 24 h. After cooling to room temperature, the solvent was
evaporated and the residue was extracted with ethyl acetate (2 x 30 mL). The organic phase
was washed with water, dried over MgSO,4 and finally concentrated under vacuum. The

product was purified by flash chromatography using methanol/dichloromethane (1/9) as

eluent.
Table I111. 4. Synthesis conditions for bis- and poly-amidoximes 15a-c
Entry | Product Conditions Yield (%)
1 152 NH,OH 50 wt. % in H,O (0.12 mL, 4 mmol, 2.5 63
and 1.5 eq), EtOH, reflux
NH,OH 50 wt. % in H,O (0.18 mL, 6 1, 6
5 15b 2 % 1n HyO ( , 6 mmol, 20
eq), EtOH, reflux
NH,OH 50 wt. % in H,O (0.12 mL, 4 1,2 x
3 15¢ 2 % 1n HyO ( , 4 mmol, 20
2 eq), EtOH, reflux
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4,4’-[Ethane-1,2-diylbis(oxy)]bis-(/V’-hydroxybenzene-1-carboximidamide) (15a)

NH,
/@)\N/OH
O\/\O
H,N
|
HO/N
15a

Analytical Data:
Yellow powder. CisH sN4O4. Yield: 208 mg (63%).
mp 303.4°C.

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg, 25°C): & = 9.45 (s, 2H, OH), 7.63-7.60 (m, 4H, H,,), 6.99-
6.96 (m, 4H, Hy), 5.71 (s, 4H, NH,), 4.40-4.34 (m, 4H, CH,).

13C NMR (75 MHz, DMSO-dg, 25°C): § = 167.4 (2 Cy), 150.6 (2 C=(NOH)NH,), 129.4 (4
CH.,), 126.8 (2 Cay), 114.1 (CHy,), 66.5 (2 CH).

IR (neat): 3423 (br), 3320 (br), 2945 (w), 2883 (w), 1640 (m), 1603 (s), 1572 (m).

HRMS (ESI, m/z): MH", found 331.1373. C16H;oN4O4 requires 331.1401.
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4,4’-|Propane-1,3-diylbis(oxy)]bis-/V’-hydroxybenzene-1-carboximidamide (15b)
OH
H,N__N

HO., NH,

I
HZNJ\Q o) S\ OH
o“ko
o)

HNTSN
OH
15b
Analytical Data:
White powder. C33H36N6Og. Yield: 135 mg (20%).
mp 191.2°C.

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): & = 9.43 (s, 4H, OH), 7.59-7.56 (m, 8H, Hy), 6.99-
6.96 (m, 8H, Ha), 5.69 (s, 8H, NH»), 4.32 (s, 8H, CH»).

BC NMR (75 MHz, DMSO-de, 25°C): & = 167.3 (4 C.), 150.5 (4 C=(NOH)NH,), 126.7 (8
CHa), 126.2 (4 Cyy), 114.2 (8 CHyy), 66.1 (4 CH»), 44.3 (O).

IR (neat): 3183 (br), 2945 (br), 2884 (br), 1637 (m), 1602 (s), 1569 (m).

HRMS (ESI, m/z): MH', found 673.2661. C33H37N5Os requires 673.2729.
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4-Ehoxy-N’',N>’-dihydroxybenzene-1,3-dicarboximidamide (15c)

HO OH
15c
Analytical Data:
White powder. C;oH14N4Os. Yield: 48 mg (20%).
mp 174.4°C.

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): § = 9.45 (s, 1H, OH), 9.41 (s, 1H, OH), 7.93.-7.92
(m, 1H, Hyy), 7.74-7.73 (m, 1H, Hyy), 7.10-7.02 (m, 1H, Hy,), 5.61 (s, 2H, NHy), 5.59 (s, 2H,
NH,), 4.16-4.06 (m, 2H, CH,), 1.37-1.32 (m, 3H, CHs).

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg, 25°C): & = 167.1 (Ca), 156.8 (C=(NOH)NH,), 150.5
(C=(NOH)NH,), 129.5 ( CH,y), 127.0 (CH,y), 125.9 (Car), 122.3 ( Ca), 112.0 (CH,y), 64.0
(CH,), 14.5 (CHs).

IR (neat): 3081 (br), 2918 (w), 2849 (w), 1658 (s), 1506 (m).

HRMS (ESI, m/z): MH", found 239.1177. C1oH;sN4Os requires 239.1139.
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Le monoxyde d’azote NO est une molécule utilisée comme traitement contre les maladies
cardiovasculaires grace a ses effets vasodilatateurs. Les molécules donneuses de NO, utilisées
jusqu’a présent, présentent des effets secondaires importants, un phénomene de tolérance et
dans quelques cas une toxicité dose dépendante, ce qui limite leur utilisation. Les maladies
cardiovasculaires sont, a ce jour, la premicre cause de mortalité dans le monde, la deuxieme
en France (premi€re pour les femmes) juste aprés les cancers. Pour cette raison, les
chercheurs se sont intéressés a 1’élaboration de nouveaux donneurs de NO qui semblent
prometteurs et plus performants comme les S-nitrosothiols et les amidoximes qui ont déja

montré des résultats intéressants.

L’objectif de ce travail était la synthese de molécules donneuses de NO afin d’évaluer
leur activité biologique. Dans ce manuscrit trois parties principales ont été détaillées : la
synthése de composés hybrides et doubles donneurs de NO portant une fonction S-
nitrosothiol et une fonction amidoxime, la synthése de produits mono, bis- et poly-donneurs
a base d’amidoximes et 1’évaluation biologique des composés synthétisés afin d’étudier la

potentielle libération de NO.

Dans le premier chapitre, 1’intérét s’est focalisé sur la synthése de donneurs de NO
possédant a la fois une fonction amidoxime et une fonction S-nitrosothiol. La présence de ces
deux fonctions permettrait d’assurer la libération cinétique du monoxyde d’azote : une
libération rapide a partir des S-nitrosothiols permettant un effet direct et la libération retardée
a partir des amidoximes assurant un effet prolongé du NO. Afin d’obtenir les S-nitrosothiols,
la premicre étape était la synthése des composés portant des fonctions thiol libres, destinés a
étre nitrosés ultérieurement, soir par substitution nucléophile des halogénures correspondants
soit par intégration d’une molécule de cystéine par N-acylation. Des oxydations presque
instantanées des fonctions thiol, la difficulté de leurs réductions ainsi que le manque de
sélectivité¢ de la réaction de N-acylation (qui était accompagnée de S-acylation) n’ont pas
permis d’aboutir aux molécules soufrées désirées et par conséquent, a I’obtention des doubles
donneurs possédant le motif S-nitrosothiol. En revanche, la molécule Sb, obtenue durant les
essais et portant deux fonctions amidoximes portées sur deux cycles différents liées par un
pont disulfure, a permis l’orientation des travaux vers la synthése de nouveaux doubles

donneurs a base d’amidoximes.

Dans le deuxiéme chapitre, la syntheése de différents types de donneurs a base

d’amidoximes a ¢été présentée. Deux mono-amidoximes aromatiques 9a,b, une bis-
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amidoxime aromatique/aliphatique 12a ainsi que les mono-amidoximes analogues 12b,c, et
trois bis et poly-amidoximes aromatiques 15a-c ont été synthétisées. Lors de la synthese des
bis et poly-amidoximes 12a et 15a-c, la présence de produits secondaires non désirables et
identifiés durant ce travail comme étant les amides a été remarquée. D’apres la littérature, la
présence de ces amides ¢€tait causée par la température élevée nécessaire lors de la synthése
des amidoximes. Il a été possible de diminuer la température et le temps de réaction lors de la
synthese de la molécule 12a en remplacant le chlorhydrate d’hydroxylamine par une solution
aqueuse d’hydroxylamine mais ceci n’a pas €té transposable a la synthese des molécules 15a-
¢ qui nécessitait un long temps de réaction (méme en utilisant la solution d’hydroxylamine).
En outre, toutes les tentatives de purification de ces amidoximes par colonne
chromatographique se sont avérées infructueuses puisque les amides présentent des rapports

frontaux trés proches de ceux des amidoximes.

Finalement, le dernier chapitre de ce travail de theése a concerné 1’évaluation biologique
du pouvoir donneur de NO de toutes les molécules synthétisées dans les deux premiers
chapitres de ce manuscrit. Avant toute chose, il était indispensable de réaliser un test de
solubilit¢ de chaque molécule. Seules les amidoximes 9a,b et 12a,b ont pu étre solubilisées
dans le tampon PBS contenant 0,1% de DMSO, les sélectionnant ainsi seulement pour la
suite des tests biologiques Ces molécules ont montré une capacité a libérer le NO en
présence des CYP450 et particulierement les mono-amidoximes aromatiques 9a,b qui
présentent les meilleurs taux. Les quatre amidoximes 9a,b et 12a,b, cytocompatibles avec les
cellules musculaires lisses humaines, ont ensuite été également testées pour étudier leurs
capacités a libérer du NO en présence de ces cellules. D’apres ce test, le caractére donneur de
NO puissant des mono-amidoximes 9a,b a non seulement été¢ démontré mais s’est méme
révélé plus important que la référence choisie, la 4-chloroenzamidoxime, et que le GSNO. La
bis-amidoxime 12a est ’amidoxime qui a présenté le plus grand intérét dans cette étude vu
qu’elle a pu libérer la méme quantité de NO que les mono-amidoximes 9a,b mais a une
concentration réduite de moitié. Les médicaments candidats potentiels pouvant conserver
I’effet thérapeutique mais a des concentrations plus faibles présentent I’avantage de limiter
les effets secondaires lors de leur utilisation. En revanche, aucune différence de cinétique de

libération de NO entre les amidoximes aromatiques et aliphatiques n’a été observée.

Ces travaux de these ont présenté la synthése des donneurs de NO a base d’amidoximes et

leurs capacités a réellement libérer des quantités importantes de NO ce qui les rend parmi les
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meilleurs donneurs de NO congus jusqu’a présent. Cependant, plusieurs points restent

intéressants a étudier :

I’optimisation des conditions de synthése des bis- et poly-amidoximes par
diminution de la température de réaction ou du temps de réaction afin
d’augmenter les rendements et diminuer le taux de formation de produits
secondaires, les amides.

la conception de nouveaux modéles de multi donneurs de NO a base
d’amidoximes aromatiques.

I’encapsulation des amidoximes synthétisées non solubles dans le PBS avec 0,1%
de DMSO afin qu’elles soient solubles et capables d’étre étudi€es dans les tests
biologiques pour leurs pouvoirs donneurs.

I’évaluation du pouvoir vasodilatateur des donneurs de NO 9a,b et 12a,b sur un

modele d’aorte de rats.
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Svynthése de double donneurs de monoxyde d’azote, évaluation de leur cytotoxicité et de leur
activité pharmacologique

Mots clés : S-nitrosothiol, amidoxime, monoxyde d’azote, maladies cardiovasculaires

Ce travail décrit la synthése de différentes familles de composés donneurs de monoxyde d’azote (NO)
a base d’amidoximes ainsi que 1’évaluation biologique de leur capacité a libérer NO.

Dans un premier temps, la synthése de double donneurs hybrides de NO portant conjointement une
fonction amidoxime et une fonction S-nitrosothiol a été envisagée. Lors de ces essais, une molécule
possédant deux fonctions amidoximes liées par un pont disulfure a été élaborée, avec pour objectif
ultérieur sa réduction en thiol libre suivi d’une nitrosation par les enzymes des cellules.

La suite des travaux a été consacrée a 1’élaboration de différents types de donneurs de NO constitués
uniquement d’amidoximes. Plusieurs mono-, bis- et poly-amidoximes ont été synthétisées et
caractérisées.

Toutes les amidoximes solubles dans le milieu physiologique ont été testées et se sont avérées
cytocompatibles vis-a-vis de cellules musculaires lisses humaines. Les capacités de libération de NO
et les cinétiques de ces libérations ont été évaluées.

Finalement, les études biologiques visant a doser NO libéré ont montré que deux mono-amidoximes
aromatiques permettaient de délivrer des quantités élevées de NO a la fois sur des microsomes de foie
de rats et sur des cellules lisses humaines. Enfin, la bis-amidoxime aromatique/aliphatique présente
une aptitude similaire a la libération de NO sur les cellules que les mono-amidoximes aromatiques
mais a une concentration réduite de moitié, ce qui montre que cette molécule est la plus performante
de tous les composés donneurs de NO testés dans le cadre de cette étude.

Synthesis of nitric oxide double donors, evaluation of their cytotoxicity and pharmacological
activity

Keywords : S-nitrosothiol, amidoxime, nitric oxide, cardiovascular disease

This work describes the synthesis of different families of nitritc oxide (NO) donor compounds based
on amidoximes as well as the biological evaluation of their NO release ability.

Firstly, the synthesis of hybrid NO double donors possessing jointly an amidoxime function and an S-
nitrosothiol function has been considered. During these trials, a molecule having two amidoxime
functions linked by a disulfide bond was developed, with a view to its subsequent reduction into free
thiol followed by a nitrosation by the cells enzymes.

The following part of this work has been devoted to the development of different types of NO donors
consisting solely of amidoximes. Various mono-, bis- and poly-amidoximes have been synthesized
and characterized. All the amidoximes that are soluble in the physiological medium have been tested
and were shown to be cytocompatible with human smooth muscle cells. The NO release capabilities
and the kinetics of these releases were evaluated.

Finally, the biological studies aimed to evaluate the release of NO showed that two aromatic mono-
amidoximes allowed providing high quantities of NO on both rat liver microsomes and on human
smooth cells. Lastly, the aromatic/aliphatic bis-amidoxime presents a similar ability to release NO on
cells as the aromatic mono-amidoximes but at a twice lower concentration, which shows that this
molecule is the most powerful among all NO donor compounds tested during this study.
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