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GSH le glutathion
Glu L’acide L-glutamique LISTE D’ ABREVIATION
Cys L’acide L-cystéine
GlY La glycine
GP glutathion peroxydase Cbz benzyloxycarbonyle
GSSG  glutathion disulfure BOC tert-butyloxycarbonyle
GR GSSG réductase tBu tert-butylique
GCS y-glutamylcystéine synthétase LDA Diisopropylamidure de Lithium
GS glutathion synthétase LICA  Lisopropylcyclohexylamidure de lithiun
GGT y-glutamyl transpeptidase TFA I'acide trifluoroacétique
ROS especes réactives de 'oxygéne SNC  systéme nerveux central
OMS organisation mondiale de la santé DCM  dichlorométhane
AVC Accidents vasculaires cérébraux CCM  chromatographies sur couche minge
SET single electron transfer MeOH méthanol
BDE Enthalpie de dissociation de la Ta Température ambiante
liaison OH
TEA triethylamine THF  Tétrahydrofurane

DMF diméthylformamide

KHMDS Héxaméthyldisylilamidure de
potassium
MCPBA L'acide métachloroperbenzoique

LHMDS Héxaméthyldisylilamidure de
lithium
Pf 9-phénylfluorényle
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|. Introduction générale

Depuis les bactéries jusqu’aux organismes les @ladués, le glutathion (GSH) apparait comme
composant caractéristique des cellules vivanteiutllsolé pour la premiére fois par De Rey-Pailtead
1880 et c’est Hopkins qui, en 1929, mit en évigeles 3 résidus constitutifs de la molécule (Figlre’
acide L-glutamique (Glu, a), la L-cystéine (Cysgb)a glycine (GlY, c).

Figure 1: Le glutathion

1. Propriétés oxydo-réductrices du glutathion

Le glutathion SH (réduit) ou S-S (oxydé) forme un couple d’oxthuction trés important car il perme
les échanges d’électrons (donc énergie) a l'intéde la cellule.
Le GSH joue un r6le dans la défense contre lesoggdatif en limitant I'oxydation des protéinesdes
membranes cellulaires réalisée par les peroxydganajues, le peroxyde d’hydrogene,@), et les
radicaux oxygénés réactifs. Pour cela, les glutatperoxydases (GP) catalysent simultanément l'atgd
du GSH en glutathion disulfure (GSSG) et la réaurctiu peroxyde d'hydrogeneABh) en (HO).
Les GSSG ainsi formés sont réduits en GSH paetiimédiaire d'une GSSG réductase (GR). Cet équilil
assuré en permanence par les activités GP et &Rijttiparfaitement I'importance fonctionnelle pridiale

du groupement sulhydryle du glutathion.
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2. Synthese du glutathion

Le GSH est synthétisé a partir de la Cys, de la @lydu Glu. Cette synthese est catalys
successivement par la g-glutamylcystéine synthé@€s) et la glutathion synthétase (GS). Cettehgygd
peptidique se produit dans chaque cellule du carass principalement au niveau du foie. La premié
réaction catalysée par la (GCS) permet de formediaison peptidique entre le groupement carboppligé

par le carbone g du Glu et le groupement amineadeyk. La Cys est le substrat limitant de la réactie

synthése du GSH. Cette liaison peptidoide confére au GSH unetafsis aux peptidases intracellulaires.

A lissu de cette réaction, il se forme un dipeptgtglutamylcystéine qui présente une forte afipiour la
glutathion synthétase (GS). Cette enzyme va founerliaison entre le résidu cystéine et un réslycing,
ce qui conduit a la formation du GSH.

3. Dégradation du glutathion

En 1948, Binkley et Nakamufd mettent en évidence une enzyme initiant I'hydeiys GSH en clivant la
liaison y—glutamyle. Cette enzyme nommeeglutamyl transpeptidase (GGT) est présente a facides
cellules et son activité est assurée par le donaitracellulaire. De plus, elle peut transféregieupement
y-glutamyl du GSH sur un acide aminé accepteur, seioprocessus appelé « transpeptidatiGh »

Le GSH ne pouvant pas directement entrer dandlldezel doit étre hydrolysé en acides aminés sgriont
pris en charge par le systeme de transport deesa@dinés situé dans la membrane cellulaire.

ée

[72)

Le

groupement g-glutamyl confére au GSH une résistangeprotéases et la GGT est la seule enzyme @pjabl

de cliver le GSH*. Celle-ci élimine le groupemegtglutamyl du GSH relarguant ainsi la cystéinylglyein
Ce dipeptide obtenue est un tres bon substrat Ipsulipeptidases extracellulaires qui hydrolysenlidn

peptidique pour donner la Cys et la Gly.

4. ROle du glutathion dans la détoxification

Une des fonctions principales du GSH est la détmatibn des xénobiotiques ou de leurs métabolites|

protége les cellules des espéces électrophilepremaht des especes généralement moins réactives,
hydrosolubles et par conséquent plus facilememigtibles. Cette réaction de conjugaison des esp:s
électrophiles au GSH se fait de maniére spontané@atalysée par la famille des enzymes GST.

Le GSH forme également des complexes avec les mBtalans des réactions non-enzymatiques. Le G

est un des meilleurs ligands pour les métaux (merargent, cadmium, arsenic, plomb, or, zinc @trel

pl
bces
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et joue un réle important dans leur transport, Istackage et leur métabolisme. C'est le groupement

sulhydryle du résidu Cys qui confere au GSH cepngtés.

5. Radicaux libres, stress oxydatif et athérosclérose

Les radicaux libres interviennent dans un grandbrende domaines en chimie, chimie des radioéléments

chimie organique, inorganique, photochimie... Géménaint les réactions d’oxydoréduction font intervemn
des intermédiaires radicalaires. Ces réactions samtiprésentes dans le milieu vivant et gerent des
processus aussi importants que la reproductioresiggces, la mutagénese, la défense contre lesiesalad

Ces réactions interviennent dans le vieillissene¢nians certaines pathologies.
a. Définition

Par définition, un radical libre est une espéces@dant un électron célibataire. Dans une molédese,
doublets électroniques sont localisés dans desatabiliantes, non liantes ou anti-liantes. L'aaldtd’'un
électron célibataire peut de méme étre liante, lisorie ou anti-liante, et ceci a des conséquengeses
propriétés chimiques et structurales du radicatlibn radical libre est le plus souvent instabt@)c réactif

et sa durée de vie est tres courte (de I'ordreadmaicro a nanoseconde).

b. Production des radicaux libres

La principale voie de production des radicaux kbest la rupture homolytique d’'une liaison covadesn
deux entités possédant chacune un électron, lessagtiant I'élimination ou l'addition d’'un électro@es
réactions sont endergoniques. Une fois produites,radicaux sont souvent instables. Il faut dors ¢e

méthodes de détection adéquates. Les méthodegesilpour produire des radicaux libres sont notarthme

> Meéthodes physiguesThermolyse, photolyse, radiolyse et sonochimie.

> Méthodes chimiquesL’oxydoréduction : I'exemple le plus important és réaction de Fenton
C’est une réaction qui permet la production ducaldihydroxyle a partir du peroxyde d’hydrogene

en présence d’'un métal (Cu, Fe).
H,0, + Fe?*(Cul*) - OH *+ OH™ + Fe3* (Cu?")

> Méthodes électrochimiques La production du radical hydroxyle (HOs'effectue par une

réaction appelée Electro-Fenton. Elle consistedairé électrochimiquement via des électrodes [de
9
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mercure ou de graphite le fer ferrique en fer fetret I'oxygene en peroxyde d’hydrogene. ¢

systeme permet de produire les deux especes niessséa réaction de Fenton.

Fe3* + e 5 Fe?*
02 +2e +2 H+ s H202
H,0,+ Fe?t -OH* + OH™ + Fe3*

c. Stress oxydatif

» Définition du stress oxydatif
En 1991, Sies a défini la notion de stress oxydatihme l'incapacité de I'organisme a se défendrdreo
I'agression des ROS, suite a un déséquilibre dit,asune production accrue de ROS, soit a unendititn
de la capacité de défenses antioxydantesLa pollution, le tabagisme, l'alcoolisme, la prisles
contraceptifs, I'exposition prolongée au soleil @ues radiations, la pratique du sport de hautanivet
linflammation chronique sont des sources de Prbdnodes ROS. Une alimentation pauvre en fruits
légumes ou se trouve la majeure partie des antaigd exogenes nécessaires (vitamines C et
caroténoides, polyphénols) favorise une baisse dapacité antioxydante. Le stress oxydatif peet é

courte durée et, grace aux systemes antioxydamsté,| avec un retour rapide a un état red

physiologique. Un déséquilibre redox prolongé a dmsséquences en pathologie et dans le vieillissene

des tissus.

d. Les systemes antioxydants

Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou d#esimmolécules. Certains sont produits par |'orgjaue,

ce sont les antioxydants endogénes, ou proviendenfalimentation ou la médication, et sont domc

exogenes. Par exemple le glutathion est un antamtydon enzymatique, endogéndl est le thiol le plus
abondant dans les organismes et les systemes vivheist antioxydant par son caractere nucléopdtilg
radicalaire”.
GSH + «OH — GSe + H20
2GS+*— GSSG

10
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e. L’Athérosclérose

L’athérosclérose est aujourd’hui une des causegsureg de mortalité au niveau mondial et esf

Q-

'origine de la plupart des maladies cardio-vasiceta Le stress oxydant joue un rOle majeur dans

l'athérogenese et les maladies cardiovasculaires.
» Généralités

1. Historique

En 1740, le médecin allemand Johann Friedrich KRBh&erve des concrétions calciques au niveau

de la paroi vasculaire, il les appelle « plaquesoss »® . Une dizaine d’années plus tard, le terme| «

athérome » est proposé pour la premiére fois plare&dht von HALLER. Il vient du greatharaqui signifie
« bouillie de farine ou de gruau » qui caractéuiséyste blanchatre graissetlx

Le terme « Artériosclérose » est utilisé en 18&rasbourg par Jean Fréderic Martin LOBSTE
qui définit les altérations artérielles considérgnielles ne sont pas d’origine inflammatoire endwisent a
un durcissement et un épaississement de la pasa@rtires.

En 1904, le terme "Athérosclérose" est proposeFatix MARCHAND, ce qui reflete la dualité
Iésionnelle, athéromateuse et scléreuse, de ladimalb’athérosclérose serait la forme la plus grdee

I'artériosclérose. Aujourd’hui l'artérioscléroset @ssociée au vieillissement vasculaire.

2. Définition
L’athérosclérose est une des causes majeures dalitdoret de morbidité dans les pay
industrialisés, et représente un enjeu importansaamié publiqgue. L'OMS définit I'athérosclérose coe
une association variable de remaniements de I'mties artéres de gros et moyen calibres consestaume
accumulation focale de lipides, de glucides comgdexle sang et de produits sanguins, de tisswklaede

dépdts calcaires.

Les facteurs de risque de cette pathologie soge)fes dyslipidémies familiales héréditaires, I

101 et les anomalies des facteu

phénomenes d'insulino-résistance, d’hyperhomoaystaie
hémostatiques, mais également des facteurs deesisgavironnementaux (la sédentarité, I'obésite,

tabagisme}” .Ces facteurs de risques sont & I'origine du stoagdatif.

Il est a noter que l'alimentation joue un rdle noajelans l'incidence de l'athérosclérose. Une

alimentation riche en lipides, et pauvre en léguetesuits favorise l'installation de la pathologikeexiste

N

un gradient Nord-Sud de I'athérosclérose qui montre forte incidence des maladies cardiovasculalres

dans les pays du Nord & cause de leur nourrituuereaen fruits et légumés? .En France, le régime

alimentaire est peu différent de celui des autragspdu nord de I'Europe. Cependant l'incidence

11
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maladies cardiovasculaires est plus faible. Ceslteés encore mal expliqués, pourraient résultedadg
consommation du vin rouge et du jus de rdi<in

3. Manifestations cliniques
Les conséquences de I'athérosclérose dépendergrdizdit ou se forme la plague d’athérome. Ell
sont responsables d’affections aigués, notamment de
v Coronaropathies de type ischémique dues a I'atbiérose des artéres coronaires.
v Accidents vasculaires cérébraux (AVC)
v Artérites dues, dans 90% des cas, a I'athéroseées membres inférieurs.
v Ischémie aigué des membres.

12
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Il. Systemes phénoliques antioxydants

Les phénols et polyphénols a activité antioxydaotet un véritable espoir pour la mise au point
nouvelles molécules antiathérogenes. Les progrehieme organique nous ouvrent de multiples voies a

de synthétiser et fonctionnaliser des systemesqgbig@es ou polyphénoliques.

1. La réaction d’oxydoréduction

Une réaction d'oxydo-réduction est une réactiomajie au cours de laquelle se produit un transfert

d'électrons pouvant s’accompagner par un trandéeprotons. L'espece chimique qui capte les élestest
appelée « oxydant » ; celle qui les cede, « réducte

Donc, le réducteur s'oxyde (réaction d'oxydatidigxydant se réduit (réaction de réduction
L'oxydo-réduction se compose donc de deux demticgdec: une oxydation et une réduction. Un rédurcte
oxydé (=forme oxydée) est un oxydant, et un oxydaédtit (=forme réduite) est un réducteur. On défi
ainsi le couple oxydant-réducteur (aussi appeléouple redox ») qui se compose de l'oxydant et
réducteur conjugué (I'oxydant réduit). On le natessla forme oxydantréducteur

oxydant(2) + réducteur(1)— oxydant(1) + réducteur(2)

Ces notions sont d'une importance majeure, un xydent phénolique est un réducteur p

définition, cela signifie que si sa forme oxydéest’pas stabilisée, elle pourra engendrer une txydpar

la suite (pro oxydant}*.

2. Mécanismes antioxydants des systémes phénoliqliés

Les principaux oxydants dans les milieux biologi&gent les radicaux libres et les métaux de tiansit

Les polyphénols désactivent les radicaux libiagrois mécanismes :

a. Transfert d’'atome d’hydrogéne (HAT, hydrogen atom tansfer)
L’antioxydant phénolique agit avec le radical lipar transfert d’'un atome d’hydrogéwia la rupture

homolytique de la liaison O-H.
ArOH +Rs —  ArOs+RH

Les produits de cette réaction sont la forme réd(RH) du radical néfaste, et le radical ArOe (ferm

oxydée de l'antioxydant). Bien que cette réactionre naissance a un autre radical libre, celusich®ins

réactif.

13

eU

du




Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

b. Transfert mono-électronique d’électron (SET, singleelectron transfer)
Dans ce mécanisme, un électron est transféré @altdiire Re. L'anion R- et le cation radical ArG

ainsi formeés sont généralement des entités stables.
ArOH+Re — ArOH++ + R-
Le potentiel d’ionisation est le facteur détermindn pouvoir pieégeur d’électrons. Un potentiel bas

implique un arrachement facile d’électron et ensgégjuence une réaction avec le radical libre.

c. La chélation des métaux de transition
C’est un mécanisme indirect. Il consiste a la di@ades métaux de transition tels que le fer ou

e

cuivre. Cette chélation sert a empécher la réackoRenton dans les milieux biologiques.

3. Modélisation de I'activité antioxydante!**! [*°!

Lors de la conception des antioxydants de synthEsst utile d'examiner quel type de structufe
moléculaire pourrait étre potentiellement optiniz. maniere générale, les composés contenant desnka
C-H faibles qui peuvent conduire a des radicauxrésnsur le carbone Re sont indésirables, caroig s
généralement trés réactifs avec I'oxygéne moléeutainduisant a des radicaux peroxyles REDs

Les radicaux centrés sur I'atome de soufre sontédét et jouent un réle important en biochimi

Y

mais ils sont aussi capables de former des radipaugxyles RSOQOe par réaction avec l'oxygene O
(8 Aussi, les radicaux peuvent étre centrés suremet’azote, qui peut étre stable en présence géme.

Néanmoins les molécules les plus étudiées impligdes radicaux centrés sur l'atome d’oxygene,
les plus fréquentes étant les phénols (ArOH). Lre@ge de ces structures radicalaires (ArOe) edligs ne
réagissent pas avec l'oxygene pour former des mgstetrioxyl ArOOQOe puisque cette étape €st
endergonique d’environ 20 kcal / mol. Le deuxiensepsur la conception des ces structures phéregdigu
réside en leur capacité a réagir rapidement age@ticaux peroxyles ROOe.

La transformation (ROOe en ROOH) se fait avec um¢hadpie de dissociation (BDHyond
dissociation enthalgyd’environ 88 Kcal/mol. Ceci implique l'utilisatiodes systemes phénoliques aygnt
une BDE inferieure a 88 kcal/mol. Cette propriét@duit a une réaction exergonique et rapide decpigg
de radical peroxyl ROOe-.

C’est ainsi quer-TocH est un bon antioxydant (BDE : 77 kcal/madl)aut également tenir compte
de la génération du radical formé a partir de lantdanta-TocH. Cette régénération se fait en général|en
milieu physiologique par I'anion ascorbate (BDEB:%kcal/mol).
En conclusion, les valeurs de BDE qu'un bon antiaxy de synthése doit posséder devraient étre
comprises entre 68.5-77 kcal/mol.
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

Wright et al™® ont rapporté en 2001 la variation de I'enthalpéedissociation de la liaison OH

(BDE) en fonction de la nature des substituants lsunoyau phénolique dans la prédiction ou

détermination du potentiel antioxydant d’un phéhahné.

la

Une substitution par un groupe électro-donneuraaitipn ortho ou para du OH phénolique conduit

a une diminution de la BDE de la liaison O-H. Emamche une substitution par un groupement électro-

attracteur augmente la valeur de la BBE.Les effets de différents substituants du cyclenatigue sur la

BDE sont montrés dans tableau 1.

Position du substituant

groupe Ortho Meta
NH -11.5 -0.2
OCH;s -1.4 -0.6
OH -9.2 -04
CHCH, -4.0 -0.2
CHs -2.7 -0.6
Tertbutyl -2.0 -0.4
Cl +1.0 +1.2
CN +3.6 +2.7
CHO +8.0 +2.2
COOH +8.1 +2.5
CK +4.0 +2.1
NO, +10.0 +3.4

Para
-9.4
-6.1
-5.9
-4.7
-2.5
-2.5
-1.4

+2.2

+2.4
+2.6
+3.2
+4.6

Tableaul : Effets du substituant en (ortho, méta ou para)asuariation de I'enthalpie de dissociation de

liaison O-H BDE).

Une valeur négative montre que le substituant mlimicette énergie et par conséquent I'efficag
antioxydante est augmentée. Comme remarque génénatggoupe électro-donneur tel qu'une amine {NH
favorise I'activité antioxydante et vice versa avecgroupe électro-attracteur (comme un nitrgNO

Le troisiéme point est que le radicedoformé devrait étre relativement non réactif avecliides,
les protéines ou d'autres substrats biologiquesjulagrieme point est que, les antioxydants ou led&Eaux
formés suite a une réaction de réduction ne dawrg@s réagir avec I'oxygene moléculaire a un tdexe

pour produire l'anion superoxyde ou son acide gu@wou le radical hydroperoxyle (autoxydation).

15
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

Enfin, en chimie médicinale, les régles de Lipiffékont une importance majeure. Le respect de ¢es
régles donnera plus de chance aux agents de dewvecamdidat médicament. Ces regles sont :

+ Nombre de donneurs de liaison hydrogene < 5 (groepés NH ou OH)

7
L X4

Nombre d'accepteurs de liaison hydrogene < 10 @édxhou O)

>

+» Masse moléculaire < 500
% ClogP<5

L)

*0

Ill.  Exemples de synthese

1. Analogue de GSH

De part son omniprésence dans les cellules, le &Sittiré les chercheurs depuis de nombreuses
décennies. En conséquence il y a un grand noméxerdples d'analogues du GSH dans la littérattre:
23.24 En 2003 Karwatsky et c&” .atteignent un dérivé du GSH N-modifié en traeailldirectement avec

le GSH sous sa forme rédui{€chéma 1)

schéma 1 .un analogue de GSH N-modifié

Ce protocole consiste a faire réagir le GSHaweéquivalent d'esté&-hydroxysuccinimide de l'acide 4

azidosalicylique dans un meélange eau/DMF en préséadriéthylamine

16




Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

2. Analogues dd_'acide Glutamique (Glu)

( )

OH 1 OH

- J/

Schéma 2 :L'acide Glutamique (Glu)
L’acide Glutamique (Glu) joue un rdle tres impottdans le systeme nerveux central des vertéb

tel qu’il est le principal neurotransmetteur exieta.

Il existe des méthodes de synthése permettanélzamtion stéréosélective d’analogues du Glu gubsti
en position 3 et 4.

En 1993, Paz et af® ont effectué la synthése du 3-méthylGlu en intisaht un groupement
méthyle en position 3 par addition de Michael duéthyl cuprate de lithium sur le dérivé (3,4)-diugédro-
Glu préparé au préalable a partir du Glu. Cetteti@a n'est pas diastéréosélective mais offre rasge

d’'une séparation facile des deux diastéréoisonuaneseul I'isomerérythrose cyclis§schéma 3).
(

PHN COsR PHN CO5R
/, 2% 1 KHMDS "'m/ 2 PHN,, __-CO:R
> MCPBA
CO,R 2 PhSeCl CO,R SePh —M8M8 COR —
o H
PHN,, CO,R _
PN ) (\/ Me,CulLi
RO, H CO,R -

Schéma 3 synthese du 3-méthyl-Glu a partir du Glu.

Les exemples d'alkylation directe sur la positd du Glu sont nombreux. Si la protection desxdsg

groupements carboxylate et de 'amine est judigeators I'alkylation, est au méme temps régiosidlec
et stéréosélectivéSchéma 4), (tableau 2)

17
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

/\A -
R,0,C CO,R, T ReOL

NHP

NPy

:

Electrophile

Schéma 4:alkylation du Glu protégeé.

NHP

CO,R;

P R1 R2 Base Electrophile Rendement Stéréoselectivité
(syn/anti)
Pf tBu Me KHMDS  BrCH2CN 43 7117
p- Et Et LIHMDS Halogénure 49-65 0/100
. Me Me d’alkyles et
nitrobenzoyl :
allyliques

Cbz Me
BOC

Me LIHMDS BnBr 77
75

1/99

Pour éviter une épimérisation du C2 en présencened’'lbbase forte, I'amine doit étrg
préférentiellement protégée par des groupementsndmants tels que le 9-phénylfluorényle (Pf),ple
nitrobenzoyle ou un carbamate comme Cbz qui augmkatidité du NH. De méme, le groupeme
carboxylatey-du Glu a été protégé par des groupements métkegjggthyliques otert-butylique (tBu).

Le choix de la base est tout aussi important pesur@r la stéréoselectivité de I'alkylation. Unsd3

non nucléophile, plus encombrée et moins forte dgieLDA comme les bases conjuguées

Tableau 2: alkylation du Glu protége.

I’héxaméthyldisilazane KHMDS ou LHMDS, semble préfde.

L'isopropylcyclohexylamidure de lithium (LICA) a étpment été utilisée dans des réactions

d’aldolisation pour former des 4-hydroxyalkyl-Gff

cette réaction est faible.
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

L’'obtention directe d’analogues du Glu substitués 4 par un groupement polaire tel qu’un
hydroxyle ou un halogéne, est plus rare. Krasnal. & ont synthétisé le 4-bromo-Glu directement & paitir
du Glu en présence de JB?Brs sous irradiation'schéma6). Les dérivés 4-iodo et 4-hydroxy-Glu ont
ensuite été synthétisés par substitution nucléeghpartir du 4-bromo-Glu protégé. La fragilité deésivés
halogénés qui s’épimérisent aisément dans lesraslvailisés, ne permet pas de déterminer préciselae

rapportsyrfanti. Cependant, il semble que I'isomeneti soit majoritaire.

CO,Bu  CO,tBu

Tf——NH CO,tBu R . T
1.LICA o -

> A\ N
H
2.RCHO

OH

Schéma 5:synthese d’analogues des 4- hydroxyl-Glu.

HO,C

Le (2S,4R-4-hydroxy-Glu a également été obtenu majoritagetrpar oxydation du Glu protégé e

utilisant le réactif de Davis (3-Phényl-N-phényfsulyloxaziridine¥® comme le schéma ci-aprés le

montre.

NHPf
_ _ NHPf Br
1.Brp; PBi ; hv =z MeOH ; reflux
CO,H -
2" 2.HCI HO,C CO,H
NHPf | \

H NHPf Br

: Nal ; Me,CO =
MeO,C CO,Me - :

MeO,C CO,Me
Ou

NHPf  OH
: HCN 6N: reflux

MeOZC COzMe -

schéma 6 synthese des 4-bromo, iodo et hydroxy-Glu.

>
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

NHCBz OH NHCBz OH
NHCBz LiHMDS =
+
MEOZC COzMe Me02C CH202Me MeOZC COzMe
.0
HS_N\k
Ph Syn/Anti 1/9

Schéma 7 synthése du 4-hydroxy-Glu par oxydation du Glugngé.

La diméthylation du Glu a été envisagée mais neeséaétre possible qu’en enchainant les réactipns
d’alkylation une par une a partir de réactifs isodé purifiés, et en protégeant le groupement cathte y-

par un ester allyliqug®.

3. Amination réductrice

Il ya pas mal d’exemples sur I'amination réductritlestrons des résultats sur ce genre de réaation

utilisant des borohydrures comme agents de réductio

-

3
1 N ;
1 | ' |

R
\N/ = \R R -
)\ + | Y 4 agent reducteuLY R4

0] R, H R R
2

2

intermédiaire non isolé

Schéma 8 Réaction d’amination réductrice en présence deshlydrures
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

Conditions R1 R2 R3 R4 Temps Rdt
(h)y (%)
NaBH3;CN,AcCN,25°C CHs H Ph H 2 92
NaBH (OAc);, DCE (CH2)e H Ph H 24 95
NaBH3CN-Ti (OPr-i)4, Ph H CHs CH; 20 95
NEts, EtOH, 25°C
Zn(BH),-ZnCl, CHs H PhCH H 10 65
Zn(BH 4),-N-méthylpipéridine Ph H Ph H 2 91
Gel de silice-ZnBH, PhCH=CH H Ph H 1 84
NiCl,-NaBH,4 ph H Ph H 5min 75
Ti (OiPr) 4,NaBH,4 Ph CH H H 17 83
Décaborane (BoH14) Ph H 4-NOC¢H; H 0.5 96
BHs-pyridine Ph H PhCH H 3 96

Tableau 3 :Réaction d’amination réductrice en présence deshlydrures

Le borohydrure de nickel, préparé en in situ aipae NiChb-NaBH, ®Y utilisé dans la réaction
d’amination réductrice entre le benzaldéhyde gtlifee, conduit & un rendement de 75% .

Le systéme Ti(OiPpNaBH, % est appliqué dans la réaction de monoalkylatiortatemoniac par une
cétone.

Le décaborane (BH14) est trés réactif dans cette transformation emperd’effectuer la réaction
avec une quantité stoechiométrique d’aldéhyde pporaa I'amind®?.
Il faut également noter que le complexe BH3-pyrdappliqué dans cette réaction, permet d’obtendr yin
amine avec un bon rendement par simple distillation
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

|.  Rappel des objectifs

1. Schéma global du travail

Notre synthese de I'analogue de l'acide glutamideeglutathion a été réalisée en quatre étapes en

partant de I'acide glutamique et un benzaldéhyeds.édtapes suivies sont résumées dans le schéraatsuiv

~

-

NH,HCI

"z

Ha

1
HOMOH Estérification OMO\R -
_— >
o 0 o o

acide glutamique Qo Z
S o
S5
o
Q=
7]
=
28
RL %
R Ny R NH,
I H R (|j H o
o ~ O ~
M \R < )\ Y\/\’( R
o H ot
o) o) (o] (o]

Reduction

Pour effectuer le couplage, il est nécessaire ble fhes transformations chimiques satisfaisantgs ;

ceci impose de bloquer une ou plusieurs fonctiéastives présentes dans les deux réactifs.

Chaque groupement protecteur possede une spécifieitstabilité, de fixation et d'élimination e

fonction des conditions opératoiféd,

1. Estérification de I'acide glutamique :

Le produit de départ de notre synthése est I'agideamique, ce dernier possede deux fonctigns

acides carboxyliques qui sont généralement protegés forme d’ester.
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

La réaction des acides sur les alcools primaireseebndaires est une réaction d’estérificati
équilibrée . La réaction est menée a son termaisarft I'avancer soit par élimination irréversitdie I'eau

en utilisant la distillation azéotropiqlf€ ou bien I'utilisation d’un excés d'alcool. Il exisplusieurs types
d'esters, les plus utilisés sont:

s L'ester benzylique:

v" Protection:

R /_< > R
HoN

Br HoN

koCO; ; reflux; 11h

v Déprotection :

Celui-ci est facilement clivé par hydrogénatiatatytique pour obtenir I'aminoacide et le tolué

e
[37]

+» L'ester tertiobutylique:

Dans la chimie des aminoacides et des peptidestila® souvent l'ester tetriobutylique qui peutét
facilement éliminé avec I'acide trifluoroacétiqaép) B8 B9
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

v" Protection:

NH,

NH , isobutyléne

H
o)
0 @ o

'

t-Butanol ou t-BuOAc O—t-Bu

v' Déprotection :

s Ester méthylique
Dans notre cas, nous avons protégé l'acide avewétbanol (qui est relativement moins couteu
afin de le convertir en groupe ester méthylique.pkecédé consiste a préparer un chlorure d’acide,
utilisant le chlorure de thionyle additionné goudtgoutte sur un mélange de l'acide et de méthsamhi
froid, puis on laisse le mélange sous agitaticengpérature ambiante pendant 2h.
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

# Mécanisme de formation de I'ester de diméthyle detgmate:

Q N .
)j\/_\l )J\ .
R H —_— /s\ R

l .
%o
\(n_
/

HCI

3. Neutralisation du chlorhydrate :

Les amines, composeés basiques et "hydrogénableséid facilement des chlorhydrates qui sont

fait des chlorures de I'acide conjugué (un chlod@enmonium pour les amines).

Pour neutraliser le chlorhydrate, on utilise Lattriylamine (TEA) ouN,N-diéthyléthanamine, un
composé basique, qui peut se combiner avec l'aditlerhydrique généré, il est ajouté au chlorydrg
(dissout dans le THF) goute a goute jusqu’a I'otivend’un pH entre 8 et 9. Aprés agitation, on abeain

dépdbt blanc, le chlorhydrate de triethylammoniumipg €limine par simple filtration.

4. Amination
Les composés azotés occupent une place importantbimie organique car ces derniers peuve

présenter des activités biologiques intéressabtass la littérature, il existe plusieurs méthodésridant la

formation d’amines hautement substituées, partt@észei, on peut citer :
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

% Amination électrophile d’alcénes.
Elle s'effectue, par exempleia un composé organoborai€, et peut conduire a la formatior

d’amines primaires, secondaires et tertiaires

% Hydroamination

( H
[M] R2N . ’
R/\ . H/\NR2 o Y\ +R2N ]
R

M
/\R+ RoN L, H/YNRE RZN/YH
R R

produit anti-

produit Markovnikoff Markovnikoff

[M] =métal

Le métal utilisé dans cette réaction peut étrédee, le fer, le zirconium, le palladium, le meeou

encore les lanthanides.

+ Couplage organométallique entre une amine et un hagénure
Cette reaction est connue sous le nom de Buchwattiit. Les catalyseurs employés so

principalement des complexes du palladium compbtes ligands phosphorés ou carbénifftles

Ve

R R —
\ o NHRRe catalyseur \ NR'R"
\ / . base \ /

86-89%
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

« Amination réductrice

Parmi les méthodes de synthése des amines, lacplusue d'entre elles et la plus utilisée 6
certainement la réaction d’amination réductrice ppite également le nom d’alkylation réductrices’#git

d’'une réaction de condensation entre une amin@ etamposé carbonylés. Celle-ci peut étre effectieéq

st

facon directe (« one-pot »), c'est-a-dire en métamg les différents composés sans isoler l'imine

intermédiaire (C’est le chemin que nous avonssdtipour réaliser notre objectif. Elle peut égalenétre
effectuée de facon indirecte. Il s’agit alors depl@&-formation de l'imine intermédiaire suivie déun

réduction.

& Mécanisme

La premiere étape consiste en la formation d’'uermédiaire hémi-aminal. Ensuite, sous conditions

Iégérement acides ou neutres, ces hémi-aminalsdgéshiydratés pour former les imines ou iminiums ¢

derniers sont ensuite réduits en amines alkylées.

5. Réduction de la fonction imine :
Il est primordial de choisir un agent réducteulgrésant chimiosélectivement avec les imines et 1

avec les carbonyles. Il existe plusieurs réductalssque les réactifs d’hydrogénation, les boralmgs, les

organosilanes, les dérivés de I'étain...

Dans notre cas, nous avons pensé a un borohyddaiHCN) en tant qu’agent réducteur, car ld
borohydrures présentent de nombreux avantagesgjueldeur stabilité en solution acide trés fort (~pH

leur solubilité dans les alcools, et leur sélet#iwlifférente en fonction du pH. En effet, a pH,3uh
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

borohydrure réduit un aldéhyde et une cétone, faaidduction devient plus lente a pH plus élev@Hi\6-
8, les imines sont protonnées sélectivement eftesdplus rapidement que les aldéhydes ou cétones.

Il ya des limitations de cette méthode catece2action nécessite I'utilisation d’'un excésndiiae
(jusqu'a 5 équivalents). De plus, la vitesse detréa diminue dans le cas d’'une cétone aromatique
d’'une amine faiblement basique, et il peut égalémeavoir contamination en résidus de type cyankdre.

effet, NaBHCN est trés toxique et peut conduire a des soutuisocomme HCN et NaCN.

Dans la littérature, Ti¢GNaBH;CN est utilisé comme un acide de Lewis, quand diimédiaire
iminium est difficile a former. Un excés d’aming emsi toujours nécessaire et TBlaBH;CN n’est pas
compatible avec des composés possédant une fomalilgnsensible aux milieux acides. Afin de contaur
ce probléme, TiGINaBH;CN a été remplacé par Ti({CPr),-NaBH;CN.

Pour tout cela et afin d’éviter toute contaation par des résidus de cyanure dans le prof
souhaité, nous avons utilisé un borohydrure magifgii est le triacétoxyborohydrure de sodiu
NaBH(OAc) il présente I'avantage de pouvoir étre employésdades conditions de réaction trés doug

grace aux trois groupements attracteurs qui peemtattactiver la liaison bore-hydrogéne.

Des borohydrures de zinc ont également été étuthiés la réaction d’amination réductrice. H
effet, ces composés sont stables, peu couteux rttmdaques. Le Zn(Bh),-ZnClh, le Zn(BH,).-N-
meéthylpipéridine, le mélange gel de silice-ZnBBont utilisés dans la réaction d’amination rédoetavec
des conditions de réaction trés douces et pernidtibtention d'amines primaires, secondaires,igyek ou
acycliques .Le borohydrure de nickel, préparé enitim & partir de NiGtNaBH;,, utilisé dans la réaction
d’amination réductrice entre le benzaldéhyde gtiliftee, conduit a un rendement de 75%.

Le systéme Ti(OiPHNaBH, est appliqué dans la réaction de monoalkylatioBaslemoniac par une
cétone. Le décaborane(Bl14) est trés réactif dans cette transformation etmpéed’effectuer la réaction

avec une quantité stoechiométrique d’aldéhydegggrort a 'amine.

Il faut également noter que le complexez:BHridine appliqué dans cette réaction, permet te'oio

une amine avec un bon rendement par simple digiiila

# Mécanisme de réduction d’'une fonction imine :
Dans un premier temps, I'amine réagit avec le egiBo pour former une imine. Cette premié
étape est une condensation, dans le sens qute line molécule d'eau. Ensuite I'iminium estitgzhr le

donneur d'hydrogéne en amine.
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Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

Ve

6. Déprotection de la fonction ester :
On fait I'hydrolyse de la fonction ester en acitiéaut dissoudre le produit dans un mélange THF/

H,0, puis on ajoute I'hydroxyde de lithium sous ugiation pendant une ndft!. Cette étape n'a pas été
réalisée dans notre cas, car la quantité du predtires faible

# Mécanisme d’hydrolyse
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I[I. Conclusion

Le glutathion (GSH) est un tripeptide, formé par la condensation d&aglutamique, de cystéine €
de glycine c’est un antioxydant et intervient dams certain nombre de réaction de détoxification
d'élimination d'espéces réactives de I'oxygene.cBaséquent, il joue le réle dans la maintenancea’

bonne santé et a la prévention des maladies.

Aussi leglutathion joue un rble essentiel dans le mécanisme de piateontre la mort cellulaire.
Ainsi un taux élevé en GSH est associé a la eggistanti-apoptotique des cellules cancéreusepeptide

est une cible thérapeutique d’intérét pour amélibefficacité des traitements anticancéreux.

Le but de ce travail est de synthétiser un analajuéragment glutamique du glutathidiacide
glutamique (Glu), acide aminé naturel constituant de toutes presgijpue un rdle clé dans le métabolisn
de tout étre vivant sur Terre. I&u posséde un role fondamental dans la communicagtulaire au sein
du systeme nerveux central (SNC) des vertébrésestl aujourd’hui reconnu comme le princip
neurotransmetteur excitateur. De plus, son impboatlans la communication cellulaire au niveau

systéeme immunitaire apparait de plus en plus étéden

Cette synthese a été effectuée a partir de deactifi®®@ commerciaux disponibles au laboratoire

~—+

et

=

Hu

a

savoir l'acide glutamique et la vanilline (contienh motif phénolique, connu pour ses propriétés

antioxydante). Cette voie nous a donné un réssatidfaisant. Il est possible de disposer de cabgoe de
tres bonne qualité, si on optimise sa synthése application des techniques de purification adéepjatt
par conséquent, avoir une cible thérapeutique daagéinte dans l'optique d’améliorer [I'efficacité

traitements anticancéreux.
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l. Généralités

1. Purification des solvants
La plupart des réactions sont realisées avec @esifeeet des solvants commerciaux. Ces dernier£ten
utilisés anhydres et dégazés a l'azote alors quauéres solvants ont été distillés ou séchés awsage.
Ainsi le méthanol (MeOH) est distillé avec un teaitent de magnésium (Mg) et d’iodg) @t conservé sur

un tamis moléculaire (4A) tandis que le THF estseoné sur sodium effilé.

2. Spectroscopie infrarouge

Les spectres dans l'infra-rouge ont été obtenu€entre de mesures du laboratoire COSNA sur|un

174

appareil Mattson Genesis FTIR. Les échantillons étaient traités soit eruoh dans le dichlorométhang
(DCM) ou sous forme pastilles de KBr. Les princgsafréquences d’absorption sont données en nombre
d’onde (cm).

3. Chromatographie
La chromatographie sur couche mince (CCM) ont éadigées sur des plaques de gel de silice [sur
support d’aluminium. Elles sont observées en luenidtraviolette a 254 nm ou trempées dans un réagla

constitué d’une solution de ninhydrine dans I'anéto
.  Syntheses
1. Esterification de lI'acide glutamique

 Schéma réactionnel :

acide glutamique
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* Mode opératoire :
On place l'acide glutamique (5 g, 34 mmol) danshigol, équipé d’'un agitateur et d’'un réfrigérat

muni d’'une garde a chlorure de calcium anhydreC{gat le tout est gardé 30 mn sous courant d’afne.
ajoute du MeOH sec (50 ml) puis du S@@ eq, 4,89 ml), additionné goutte a goutte toumaintenant le
mélange a une température proche de 0°C. Ensuitppide le tout a reflux pendant 2h. (Remarque :

réaction est faite sous la hotte). Aprés, on évapexces de MeOH pour récupérer le chlorhydrate
'aminoacide.

* Résultats

produit Masse molaire Rendement aspect
(9/mol) (%)

Chlorhydrate de

I'ester 2115 quantitatif Gel jaune pale
dimethylique de

glutamate

2. Neutralisation du chlorhydrate

*« Schéma réactionnel :

* Mode opératoire :

Sous la hotte, le chlorhydrate (8,619 ; 40.7 mmed)) dissous dans le tétrahydrofurane (THF) (200

ml), et on ajoute la triethylamine (TEA) jusqu’albtention d’'un pH entre 8 et 9. On laisse le métasmus

agitation toute une nuit. On filtre le sel, et @tlse sur calcium de sulfate anhydre (CgSé&pres on filtre et
on chasse le solvant.

32

a
de




Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

* Résultats

produit Masse molaire Rendement aspect
(g/mol) (%)
L’ester de liquide jaune
diméthyle de 175.1 44.9 citron
glutamate

* Analyses
IR (cm™) : 1739.04 (C=0) ; 3380.98 (O-H) ; 1154.27 et 176§C-O).
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CCM/butanol-acide acétique-eau (70 :18 :12).

{ l'acide glutamique :Rf =09
Lesterdediméthyledeglutamatee  Rf = 0.6

» Conclusion:
La réaction d’estérification a réussi, I'apparitidiune large bande vers 3380 ¢tns’explique par la

présence d’'une liaison O-H de 'eau, car le prodsitencore humide apres I'évaporation du solvant.
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3. Amination

 Schéma réactionnel :

RCHO = vanilline protégée de structure :

4-Benzyloxy-3-méthoxybenzaldéhyde

e Mode opératoire :

On introduit I'ester (0.5g, 2.85 mmol) dans un bicwni d’'un barreau magnétique, on ajoute du THFr(4),
et on laisse sous courant d’'azote. Ensuite on@jlautanilline protégée (1 eq, 0.91g ). On ajoatddsséchant et or
laisse le mélange réactionnel sous agitation peritah.

* Résultat

produit Masse
molaire

(g/mol)

Diméthyl-2-(4-benzoxy-3-méthoxy benzaldéhyde)imilubgmate 399.17
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4. Réduction

 Schéma réactionnel :

R
: N
.« N P
| = Na(CH,CO,)3BH 0 ~ O«
M © 0 0
a

e Mode opératoire :

Ajouter a I'imine formée le triacétoxyborohydrure dodium (Na(CkCO,)3sBH) (3 eq., 1.81g) tout

en maintenant le mélange a température proche @eAjduter ensuite I'acide acétique (2 eq, 0,32, rat)

laisser sous agitation pendant 48 h.
Apres filtration, on refroidit le mélange et on afe 50 ml de solution de NaOH (1N). Dans u
ampoule a décanter, on fait I'extraction 3 fois@abacétate d’éthyle. On réunit les phases orgagsget on
les traite avec 50 ml d’une solution aqueuse satdeéNaCl, on sépare la phase organique et orche S®ir

calcium de sulfate. Ensuite, on filtre puis on deale solvant a I'évaporateur rotatif.
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* Résultat
produit Masse | Rendement| aspect
molaire (%)
(g/mol)
liquide
Diméthyl-2-(4-benzoxy-3-méthoxy benzaldéhyde)amiatgnate | 401.18 69 vert
huileux
* Analyses

IR (cn!):1681.53 (C=0); 3412.20 (N-H): 1267.02 et 1233(T40); 3063.08 et 3032.65 et 3012.85(C-H
A).

CCM/éther-éther de pétrole (9 : 1). Rf=0.3

e Conclusion:

Notre produit souhaité, peut étre obtenu d’'apréprésence des fonctions caractéristiques (ester,

amine secondaire, noyau aromatique), mais sans RMNe peut pas le confirmer de maniéere absolue.
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Résumé

Le glutathion (GSH) est un tripeptide, formé par la condensation d&agiutamique, de cystéine et

Synthese d’un dérivé du fragment glutamique de glutathion

de glycine, connu pour ses propriétés thérapegiquéressantes :

v" Anti-vieillissement.

v
v
v
v

Prévention et lutte contre le cancer.
Prévention et réduction des symptémes des malddognératives.
Prévention et contrble de l'artériosclérose.

Diminution des effets dégénérateurs du diabéte.

Mais puisqu’il est impossible d’avoir le glutathiarar il est instable en dehors de I'organisme haptses

analogues de glutathion sont synthétisés.

Alors notre travail consiste a synthétiser un d&du fragment glutamique de glutathion, nous av(

obtenu des résultats satisfaisants, en suivantegatpes, en partant de I'acide glutamique etadlwne,

en espérant d’avoir une cible thérapeutique insarge dans I'optique d’améliorer I'efficacité detéments

anticancéreux.

Abstract

Glutathione (GSH) is a tripeptide formed by the condensation ofaghit acid, cysteine and

glycine, known for its valuable therapeutic propet

AN NN N

Anti-aging.

Prevention and fight against cancer.

Preventing and reducing the symptoms of degenerdiseases.
Prevention and Control of arteriosclerosis.

Decrease degenerative effects of diabetes.

But since it is impossible to have glutathione,hese it is unstable outside the human body, ghatagh

analogs are synthesized.

So our job is to synthesize a derivative of glutaglutathione fragment, we have achieved

satisfactory results by following four steps, stagtfrom glutamic acid and vanillin, hoping to haae

interesting therapeutic target in order to imprthe effectiveness of cancer treatment.
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