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phosphate 
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équivalent 
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éthanol 

flavine adénine dinucléotide 

groupement fluorénylméthyloxycarbonyle 

N-benzyloxycarbonyl-1-cystéinylglycine-3-diméthylamino 

propylarnide disulfure 

gramme 

glutathion péroxydase 

glutathion réductase 
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Grx 

GrxR 

GSH 

Gspd(S)2 

GspdSH 

GSSG 

GST 

h 

Hepes 

HBTU 

HeC NU 

HOBt 

HPLC 

Hz 

ICso 
lOR 

kDa 

Ki 

~ 
MeOH 

J.LL 
JlM 
mg 

mL 

mmol 

mol 

N 

NAD PH 

nM 

O.M.S. 

PCR 

P.F. 

PMFS 

PyBrop 

RI 

Rf 

R.H. 

glutarédoxine 

glutarédoxine réductase 

glutathion 

Y -glutathiony lspermidine disulfure 

N -glutathionylspermidine 

glutathion disulfure 

glutathion S-transférase 

heure 

acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique 

2-( lH-benzotriazol-1-yl)-1 ,3,3-tetrarnéthyluronium 

hexafluorophosphate 

1-(2-chloroéthyl)-3-(2-hydroxyéthyl)-1-nitrosourée 

N-hydroxybenzotriazole 

chromatographie liquide haute performance 

hertz 

concentration inhibitrice 50 

intermédiaire oxygéné réactif 

Kilodalton 

constante d'inhibition 

constante de Michaelis 

méthanol 

micro litre 

micromole par litre 

milligramme 

millilitre 

millimole 

mole 

normale (solution) 

B-nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

nanomole par litre 

Organisation Mondiale de la Santé 

polymerase chain reaction 

point de fusion 

fluorure de phényl méthyl sulfonyle 

bromo-tris-pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphate 

sel de 4-chloro-1-méthyl-7 -trifluorométhylquinolinium 

rapport frontal 

Reindel-Hoppe (test de détection de la fonction amide) 
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RMN résonance magnétique nucléaire 

s singulet 

d doublet 

t triplet 

q quadruplet 

rn multiplet 

J constante de couplage 

SN Ar substitution nucléophile aromatique 

SOD superoxyde dismutase 

spd spermidine 

T. amb. température ambiante 

TDM tétraméthyldiaminodiphénylméthane 

THF tétrahydrofurane 

TOF Time of flying (spectrométrie de masse) 

1R trypanothion réductase 

Trx thiorédoxine 

TrxR thiorédoxine réductase 

T(SH)2 dihydrotrypanothion 

T(S)2 trypanothion disulfure 

2VP 2-vinylpyridine 
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AVANT-PROPOS 

A l'aube du XXIème siècle, les maladies parasitaires restent un des grands fléaux 

de l'humanité. 

Chez l'homme, le parasite Trypanosoma cruzi est l'agent responsable de la 

maladie de Chagas, contre laquelle il n'existe, à ce jour, aucune chimiothérapie réellement 

efficace. Cette maladie fait peser une menace constante sur près du quart de la population 

d'Amérique latine. Elle sévit dans toute l'étendue du sous-continent, mais avec des 

manifestations pathologiques et des caractéristiques épidémiologiques très variables d'une 

région d'endémie à l'autre. Une grande diversité s'observe dans les taux de prévalence, 

les modes de transmission, les caractéristiques du parasite, l'anatomo-pathologie clinique, 

les vecteurs et les hôtes réservoirs. Plus que toute autre parasitose, la maladie de Chagas 

est liée au développement socio-économique : le réduve vecteur et la maladie transmise par 

cet insecte persisteront aussi longtemps que la médiocrité de l'habitat, l'ampleur des 

mouvements de population et la rapidité de l'urbanisation constitueront la norme en 

Amérique latine. ll faudra de longues années avant que cette situation évolue. D'ici là, la 

lutte contre la maladie de Chagas doit être poursuivie sans relâche. 

Avec quelques 100 millions de personnes exposées et environ 20 millions 

d'individus parasités, cette maladie constitue un grave problème de santé dans 17 pays. 

Dans de nombreux autres, les cas d'infestation humaine semblent n'être que sporadiques, 

bien que le vecteur soit présent et que le parasite Trypanosoma cruzi puisse être isolé chez 

les animaux réservoirs. La transmission du parasite à l'occasion d'une transfusion 

sanguine est de plus en plus souvent incriminée quand des infestations nouvelles se 

produisent en dehors des foyers naturels de transmission. 

Au cours des vingt dernières années, l'intérêt porté à la maladie de Chagas s'est 

considérablement renforcé, chez les scientifiques comme chez les responsables de la santé 

publique. Les fonds mis à la disposition des programmes de recherche ont augmenté 

grâce au soutien national et international. Dans le même temps, plusieurs pays ont lancé 
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ou renforcé des programmes de lutte à l'échelle nationale, parfois avec des succès 

remarquables. Ces programmes prouvent que les méthodes de lutte actuelles peuvent être 

efficaces lorsqu'elles sont durablement appliquées. 
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La maladie de Chagas constitue un problème de santé majeur en Amérique 

Centrale et en Amérique du Sud. C'est une parasitose due à un protozoaire flagellé : 

Trypanosoma cruzi. La seule drogue utilisée actuellement en chimiothérapie est le 

benznidazole, composé aspécifique et extrêmement toxique. li est donc nécessaire de 

découvrir rapidement de nouvelles molécules qui devront répondre aux critères suivants: 

- spécificité et efficacité optimales en chimiothérapie 

- faible coût de revient, vues les populations concernées 

La recherche rationnelle de telles molécules consiste à étudier le métabolisme du 

parasite et à le comparer à celui de l'hôte pour déterminer l'existence de cibles spécifiques, 

mais également nécessaires à la survie de ce parasite. 

T. cruzi est très sensible au stress oxydant et possède, contre ce dernier, un 

système de défense original basé sur un dithiol, le trypanothion, conjugué de la 

spermidine et du glutathion, régénéré sous sa forme active par une enzyme, la 

trypanothion réductase (TR). Bien que présentant 40% d'homologie dans leur séquence 

primaire, la TR de T. cruzi et la glutathion réductase humaine (GR) sont discriminantes 

vis-à-vis de leurs substrats respectifs. La TR constitue donc une cible idéale dans la 

recherche de drogues spécifiques contre la maladie de Chagas. 

Un test enzymatique mis au point au laboratoire a permis d'isoler des familles 

d'inhibiteurs de la TR. De plus, l'étude tridimensionnelle du complexe enzyme-substrat et 

les relations structure-activité nous permettent de concevoir rationnellement des molécules 

à visée thérapeutique contre cette parasitose. 

Ce travail a consisté, à partir de molécules- têtes de série issues du test et d'études 

de dynamique et de modélisation moléculaires, en la conception d'une nouvelle famille 

d'inhibiteurs de la TR et en l'optimatisation, par des changements de structure, de 

l'activité de ces molécules. L'inhibiteur le plus actif obtenu dans la série présente une IC50 

de 350 nM en présence d'une concentration en trypanothion équivalente au ~ de ce 

substrat pour l'enzyme. C'est le meilleur inhibiteur in vitro de la TR connu à ce jour. La 
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mesure du Ki de ce composé (Ki = 700 nM) et d'autres composés de notre série a 

permis de mettre en évidence un phénomène d'aggrégation de ce type d'inhibiteurs en 

solution. 

Enfin, nous avons cherché, d'une part, à déterminer le rôle des différents éléments 

structuraux de ce type d'inhibiteurs et, d'autre part, à expliquer l'activité in vitro sur le 

parasite de cette famille de composés, plus faible qu'attendu, par l'introduction dans le 

parasite d'analogues marqués non radioactifs. 

1. La maladie de Chagas 

La maladie de Chagas ou trypanosomiase américaine a été décrite pour la première 

fois par Carlos Chagas en 1909. C'est une parasitose chronique due à un protozoaire 

flagellé : Trypanosoma cruzi de 1' ordre des kinétoplatidae, de la famille des 

Trypanosomatidae et du sous genre des Schizotrypanum (figure 1). 

1 Protozoaires 1 

1 Kinétoplastidiés 1 

1 Trypanosomides 1 

1 Crithidia 1 1 Trypanosoma 1 1 Phytomona 1 Leishmania 1 

1 L 
1 C. fasciculata 1 L. donovani L. tropica 

Parasite d'insecte Leishmaniose viscérale Leishmaniose cutanée 
humaine humaine 

(Kala-azar) (boutons d'orient) 

l 
[_ Stercocori~ 1 Sali varia 1 

1 1 1 1 

1 Herpetosioma 1 [ Schizotrypanum 1 Nannosomas Tejeraia 1 Trypanozoon 1 Du no tell a 
T.lewisi T. congolense T. rangeli T. vivax 

Nagana (non pathogène Nagana 
(bétail) pour l'homme) (bétail) 

1 T. brucei T. evensi 1 
Trypanosoma cruV, 1 

1 T. dionisii Maladie de Chagas l T.b. brucei J 1 T.b. rhndesiense 1 T.b. gambiense J 
Nagana Maladie du sommeil Maladie du sommeil 

figure 1. Classification des trypanosomes parasites des mammifères 
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Elle ne concerne pour le moment que les pays d'Amérique Centrale et d'Amérique 

du Sud, où 90 millions de personnes (environ 25% de la population) sont menacées et 20 

millions malades (figure 2). 1 

Euts Unis d' Amérique 

figure 2. 
Distribution géographique des cas d'infestations humaines par Trypanosoma cruzi 

en Amérique centrale et en Amérique latine 

Le parasite T. cruzi est transmis par un insecte hématophage de la famille des 

réduviidés, le réduve (triatomadae) dont il existe une centaine d'espèces en Amérique 

Latine (triatoma sp., rhodnius sp., panstrongylus sp.). Chez le vecteur, la transmission 

s'effectue au cours du repas sanguin. Des vertébrés tels que chiens, chats, rats, 

marsupiaux, également victimes des piqûres de réduves, peuvent être infectés par le 

parasite et représentent un réservoir important de parasites. La maladie de Chagas est une 

zoonose capable de se perpétuer ainsi dans des foyers enzootiques, en l'absence de cas 

d'infection humaine. 
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Les réduves prolifèrent très facilement dans les habitations de bois et de torchis, 

d'où l'étendue de l'infection en particulier dans les zones rurales des pays en voie de 

développement du continent américain. Dans certains de ces pays (Brésil, Argentine, 

Vénézuela), des programmes de lutte contre le vecteur ont été mis en place depuis 

quelques années (utilisation de peintures insecticides par exemple), mais, des efforts à 

plus grande échelle doivent être mis en oeuvre au niveau de l'habitat et des moeurs des 

populations rurales. 

Les zones urbaines et les pays développés ne sont pas à l'abri d'une telle infection. 

En effet, d'autres modes de transmission tels que les transmissions congénitales, les 

transfusions sanguines ou les transplantations d'organes infectés multiplient les risques 

d'extension de la maladie. Malgré l'internationalisation du marché du sang, de ses dérivés 

et des organes humains, la recherche sérologique de T. cruzi est effectuée uniquement 

dans les pays directement concernés, bien que des cas de maladie de Chagas aient été 

décrits aux Etats-Unis et au Canada.2
•
3

·
4 

L'O.M.S. a annoncé, le 16 janvier 1997, que le Brésil avait éliminé la maladie de 

Chagas de son territoire par éradication des insectes vecteurs.5
•
6 

1. Cycle évolutif du parasite Trypanosoma cruzi 

Le cycle évolutif de T. cruzi se partage entre un insecte vecteur (hôte intermédiaire) 

et un mammifère (hôte définitif) (figure 3).7 Au cours d'un repas sanguin, le vecteur 

ingère des trypomastigotes sanguicoles qui atteignent le tube digestif moyen de l'insecte, 

où ils se transforment en épimastigotes (forme non infectante chez l'homme). Les 

épimastigotes, au cours de leur progression dans l'intestin, se multiplient par division 

binaire. Dans le tube digestif postérieur, ils se différencient en trypomastigotes (forme 

infectante pour l'homme et pour les autres mammifères). L'insecte élimine enfin ces 

parasites dans ses déjections lors d'un repas sanguin et les transmet à l'hôte définitif à 

travers les muqueuses, la conjonctive ou des lésions, dues ou non à la piqûre. 
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LA DIFFERENCIATION DE T. CRUZ! 

épimnstigote 

REDUVE 

Repas s3nguin 

HÔTES 
VERTEBRES + 

® 
trypomastigore sanguicole 

1 
1 

réplication mét:~cyclogenèse 

invasion cellulaire 

replication intracellulaire 
(amastigotes) 

t 

® 
invasion cellulaire 

figure 3. Cycle de différenciation de Trypanosoma cruzi 

trypom:~stigote 

métacyclique 

Homme 

Chat 

Chien 

Cobaye 

Marsupiaux 

Une fois dans le sang de l'hôte définitif, les parasites peuvent infecter divers types 

de cellules au niveau du site de l'infection (macrophages, polynucléaires neutrophiles, 
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fibroplastes, cellules musculaires ou endothéliales ... ). A l'intérieur de la cellule, les 

parasites s'échappent dans le cytoplasme où ils se différencient en amastigotes et se 

multiplient par scissiparité. Après un certain nombre de cycles de division, les amastigotes 

se différencient en trypomastigotes (appelés sanguicoles) qui sont libérés dans la 

circulation sanguine après éclatement de la cellule. Ces derniers peuvent soit infecter 

d'autres cellules, soit être ingérés par un insecte au cours d'un repas sanguin, assurant, de 

ce fait, la continuité du cycle parasitaire. 

2. La maladie 

La maladie de Chagas passe par trois phases : une phase aiguë de courte durée, 

une phase de latence clinique dite indéterminée et une phase chronique qui dure plusieurs 

années. L'évolution est irréversible : cardiopathies et encéphalopathies chagasiques, 

méga-organes chagasiques (tube digestif, vessie), avec formation d'autoanticorps dus à 

1' existence de déterminants antigéniques communs à T. cruzi, aux neurones du système 

nerveux végétatif et aux cellules cardiaques. 

2.1. La phase aiguë 

Les symptômes de la phase aiguë peuvent être parfaitement bénins et atypiques, de 

sorte que la maladie passe souvent inaperçue à ce stade d'évolution (taux de diagnostic : 1 

à 2% des cas). 

Les troubles cliniques sont d'autant plus graves que le patient est jeune. Au niveau 

du site d'infection peut exister une inflammation locale nommée "chagome" (appelée aussi 

"signe de Romana" lorsque l'infection a lieu au niveau de la conjonctive). Les symptômes 

généraux sont la fièvre, 1' asthénie, la tuméfaction des ganglions lymphatiques et parfois 

une anorexie, des diarrhées et des vomissements. 30% des malades présentent des 

anomalies de l'électrocardiogramme correspondant à une myocardite aiguë pouvant 

entraîner la mort dans 2 à 3% des cas, le plus souvent chez l'enfant de moins de deux ans. 
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Une autre complication grave est la méninge-encéphalite qui entraîne la mort dans 50% 

des cas (surtout chez les jeunes enfants). 

Après quelques semaines, les parasites disparaissent et les troubles régressent. 

2.2. La phase indéterminée 

Durant cette période, les patients sont asymptomatiques et présentent une 

parasitérnie négative. C'est une période de latence qui peut durer de dix à vingt ans. 

2.3. La phase chronique 

Au début de cette phase, la maladie évolue vers une forme cardiaque ou une forme 

digestive chez 30% des malades. Parfois, des atteintes neurologiques apparaissent. Les 

autres malades ne présentent jamais d'atteintes organiques. 

2.3.1. Forme cardiaque 

Les manifestations cliniques dépendent du degré d'atteinte du myocarde. Les 

symptômes généraux sont une hypertrophie cardiaque, des troubles du rythme et de la 

conduction ventriculaire. La formation d'autoanticorps dirigés contre les cellules du 

myocarde est parfois observée. La manifestation la plus grave est l'embolie pulmonaire 

entrrunant la mort subite. 

2.3.2. Forme digestive 

Isolée ou associée à la forme cardiaque, elle se traduit essentiellement par une 

dilatation de 1' œsophage et du côlon. 
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3. Le diagnostic et le traitement 

Le diagnostic de ces infections peut être réalisé par un examen parasitologique, 

immunologique, par polymerase chain reaction (PCR) ou par combinaison de ces 

différentes techniques. 

Les souches de T. cruzi peuvent être individualisées par l'étude de leur 

comportement et du cours de l'infection chez l'hôte (infectivité, virulence, 

pathogénicité ... ) et par une analyse moléculaire et génétique des parasites. Elles peuvent 

être isolées par xénodiagnostic, hémoculture et, en phase aiguë, par inoculation de sang 

d'animaux infectés au souriceau nouveau-né. L'amplification se fait par passages 

successifs chez l'animal de laboratoire ou en culture cellulaire axénique. 

ll n'existe pas encore de chimiothérapie efficace contre la Maladie de Chagas.8 

Entre 1965 et 1975 sont apparus le benznidazole et le nifurtimox, deux hétérocycles 

nitrés, les deux seules drogues mises sur le marché jusqu'à présent. 8 Le benznidazole est 

toujours utilisé en chimiothérapie contre la maladie de Chagas malgré ses effets 

secondaires importants. Le nifurtimox a été retiré du marché. 

Nifurtimox 

Le nifurtimox ou (3-méthyl-4-(5'nitrofurfurylidènearnino )tétrahydro-4H-1 ,4-

thiazine-1,1-dioxyde (BAY 2502) était commercialisé sous le nom de Lampit® par la 

compagnie Bayer. Le benznidazole ou N-benzyl-2-nitroimidazole acétamide (RO 7-1051) 

est commercialisé sous le nom Rochagan® par la compagnie Roche. 

Ces médicaments trypanocides sont actifs uniquement pendant la phase aiguë 

(tableau 19
). lis éliminent les symptômes présents durant cette phase et diminuent la durée 
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de l'infection. Pour certains patients, le traitement est inefficace; cela peut s'expliquer par 

la grande diversité des souches de parasites et l'apparition de phénomènes de résistance de 

certaines souches. Les spécialistes considèrent que le traitement est sans intérêt en phase 

chronique. 10 La maladie de chagas n'est pas curable à son stade ultime. 

Composé Tolérance et toxicité Indications et Observatwn 
posologies 

Benznidazole Réactions cutanées par hypersensibilité - forme aiguë : Surveillance 
(encore sur le immédiate liée à la destruction des 5 à 10 mg/kg/jour médicale 

marché) parasites 2 prises, posologie 
Polynévrites dose-dépendantes croissante pendant 
Polynévrites réversibles après 1' arrêt des 1 semaine, per os 
prises pendant 1 mois 

- forme chronigue : 
cure de 2 mois 

Nifurtlmox Toxicité neurologique (céphalée, forme aiguë : Séjour à 
(retiré du convulsions, polynévrites) - adultes et enfants l'hôpital 
marché) Troubles psychiques de plus de 16 ans : nécessaire 

Troubles gastro-intestinaux (nausées, 8 à 10 mg/kg/jour 
vomissement, douleurs abdominales) en 2 prises pendant 
Troubles allergiques 4 mois 

-enfants : 
10 ans : 20mg/kg/j 
10 - 15 ans 
15mg/kg/jour 
pendant 3 mois 

tableau 1. Pharmacologie et Thérapeutique du benznidazole et du nifurtimox 

Les modes d'action de ces deux molécules ont été étudiés par l'équipe de 

Docampo. 11 Ils diffèrent de façon notable : 

- le benznidazole peut interférer dans la synthèse de macromolécules par la formation de 

liaisons covalentes ou par l'établissement d'autres interactions entre des composés 

intermédiaires de réduction du groupement nitro et différents composants cellulaires 

comme l'ADN, les lipides et les protéines. 12 

- dans le cas du nifurtimox, la réduction du groupement nitro conduit, en premier lieu, à la 

formation de radicaux nitroanions. Leur réoxydation par l'oxygène moléculaire mène à la 

production d'espèces oxygénées réactives qui nuisent au parasite, déficient en enzymes de 

détoxification. Il y aurait aussi une inhibition de la synthèse des acides nucléiques. 

Mais, les effets secondaires sont très gênants, d'autant plus que les doses 

nécessaires sont importantes et le traitement long. Les risques encourus du fait de l'usage 
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de ces deux trypanocides sont de nature diverse. Dans le cas du benznidazole, la toxicité 

est due à l'interaction entre ses intermédiaires oxygénés réactifs (lOR) et des composants 

cellulaires de l'hôte. Dans le cas du nifurtimox, les radicaux libres formés se fixent 

directement sur des composants cellulaires et déclenchent, entre autres, la péroxydation 

des lipidesY Des études menées sur des bactéries et des cellules de mammifères ont 

montré la génotoxicité de ces deux composés. 14
'
15 Des enfants traités par le benznidazole 

ont présenté un accroissement du nombre des altérations chromosomiques des 

lymphocytes périphériques, 16 tandis que l'emploi du nifurtimox multipliait par 13 le 

nombre de modifications génétiques spontanées. 17 

Les effets secondaires sont donc loin d'être négligeables, mais il est important de 

remarquer que 2 à 8% des malades non traités décèdent de la maladie de Chagas au cours 

de la phase aiguë. 

Dans les formes chroniques, les cures sont longues ( 1 à 4 mois) et les résultats 

aléatoires. Plusieurs années de surveillance clinique, parasitologique et sérologiques sont 

nécessaires pour affirmer la guérison. 

Mais, la prévention demeure toujours la meilleure solution. Les différents 

traitements de la maladie de Chagas étant peu efficaces et chers, et les pays concernés 

économiquement pauvres, un moyen simple et peu coûteux a été mis en oeuvre pour 

limiter au maximum la transmission du parasite par transfusion sanguine : les sangs 

suspects sont traités par le violet de gentiane (0.25 gllitre de sang). 

violet de gentiane ou cristal viole 
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Ce composé détruit les formes trypomastigotes du parasite au bout de 24 heures à 

4°C. 18 De plus, son seul effet secondaire est l'apparition d'une couleur bleue transitoire de 

la peau et des muqueuses. 19
•
20 

4. Orientation actuelle de la recherche thérapeutique 

Depuis des années, de nombreuses molécules ont été étudiées dans le but de 

concevoir une chimiothérapie contre la maladie de Chagas. L'introduction sur le marché 

du benznidazole et du nifurtimox, dans les années 70, a marqué un tournant dans les 

méthodes d'étude et de recherche. 

Avant 1960, 1' approche prévalente de la chimiothérapie reposait principalement sur 

des observations cliniques. Mais, les essais étaient menés de façon peu rigoureuse tant au 

niveau du traitement, effectué sur des animaux pendant de trop courtes périodes, qu'au 

niveau de l'interprétation des résultats, beaucoup trop simplifiée. 

Au cours des années 80 ont été rendues publiques de nombreuses études sur les 

mécanismes d'action de diverses molécules, telles que des dérivés de purine, des 

hétérocycles nitrés et des dérivés d'azole. Mais, pour 50% de ces composés, seul leur 

effet sur la prolifération des épimastigotes était testé et, de plus, était impossible à 

généraliser vues les différences notables existant avec les autres formes du parasite. 

Jusqu'à présent, de toutes les molécules ayant atteint les phases cliniques, aucune 

n'a réellement rempli tous les critères nécessaires à la mise sur le marché (efficacité, 

absence d'effets secondaires, faible coût ... ). 

Actuellement, la recherche s'oriente vers une meilleure connaissance du parasite 

et, en particulier, des mécanismes biologiques et biochimiques différant de ceux de l'hôte 

infesté. Ainsi, à partir de l'étude de cibles spécifiques au parasite T. cruzi, des molécules 

efficaces en chimiothérapie et surtout spécifiques pourront être mises au point. En 
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particulier, la sensibilité de T. cruzi au stress oxydant ouvre des perspectives dans la 

chimiothérapie contre la maladie de Chagas. 

II. La Lutte contre le Stress Oxydant chez l'Hôte et le Parasite 

1. Le stress oxydant 

Hormis les organismes spécialement adaptés à la vie anaérobie, tous les animaux 

et plantes ont besoin d'oxygène pour la production de l'énergie nécessaire à la vie. Ainsi, 

1' être humain consomme journellement 800 litres d'oxygène dont le vingtième environ est 

converti à la suite de réactions secondaires en espèces oxygénées réactives comme 0 2·-, 

H20 2, OH· ... Ces espèces se forment par l'intermédiaire d'un processus biochimique qui 

permet à la molécule d'oxygène moléculaire de réagir malgré son inertie naturelle. Elles 

sont cytotoxiques du fait de leur aptitude à modifier acides nucléiques, protéines à 

groupements thiols ou encore lipides membranaires, et sont directement impliquées autant 

dans diverses pathologies, comme le cancer ou l'athérosclérose, que dans l'évolution 

naturelle que constitue le vieillissement. 

En plus du processus physiologique normal, des radicaux sont également produits 

sous l'influence de substances exogènes. Ces substances peuvent être des composés qui 

existent naturellement dans l'atmosphère (ozone, N02, ••• ), des composés chimiques 

synthétisés par l'homme (CC14 ••• ) ou résultant des activités humaines (benzopyrènes).21 

La transformation de l'oxygène en radical libre s'effectue par réduction 

enzymatique de la molécule d'oxygène. La capture d'un électron transforme cet élément 

en un intermédiaire oxygène réactif, l'anion superoxyde 0 2·-. Les enzymes qui catalysent 

cette réduction sont des métallo-protéines: les oxydases. L'anion superoxyde subit à son 

tour, spontanément ou sous l'action d'une enzyme (la superoxyde dismutase ou SOD), 

une réaction de dismutation qui produit de l'eau oxygénée. Par rupture de la liaison 0-0, 
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H20 2 se transforme en espèces oxygénées très oxydantes telles que le radical hydroxyle 

OH. (figure 4). 

02 

02+0H- +OH 

NADPH oxydase 

cytochrome ox:ydoréductase 

I
l. spontanément 

2. superoxyde 
dismutase 

Métalloporphyrine ..,..,.r--.-)----- H202 

O{ (Fe 3
') 

figure 4. Formation des lOR 

Le stress oxydant n'est pourtant pas seulement une conséquence indésirable de la 

vie aérobie: il peut représenter aussi un important moyen de défense de l'organisme face 

aux agressions externes. Ainsi, les leucocytes polynucléaires neutrophiles et les 

macrophages produisent des anions superoxydes pour combattre bactéries, parasites et 

cellules tumorales. Ces cellules possèdent un système enzymatique basé sur la NADPH-

oxydase producteur d'anion superoxyde. L'anion et l'eau oxygénée formés entraînent 

toute une série de réactions chimiques productrices de substances très efficaces pour lutter 

contre une infection bactérienne (anion hypochlorite, chloramines, oxygène singulet...).22 

2. Stress oxydant et glutathion chez l'hôte 

2.1. Elimination des espèces oxygénées réactives 

La toxicité de la molécule d'oxygène s'exprime par des états pathologiques et par 

le vieillissement. En effet, les êtres vivants possèdent des systèmes de défense contre le 

stress oxydant, basés sur trois familles d'enzymes : la superoxyde dismutase, le système 

glutathion péroxydase/glutathion réductase, la catalase (figure 5).23 
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1. spontanément 
-----H202 

2. superoxyde 
dismutase 

2 H20+02 

glutathion peroxydase 

2H20+GSSG 

NADPH+H+~ 

NADP+ 

glutathion 
réductase 

2GSH 

figure 5. Système de défense enzymatique 

2.1.1. Enzymes ~luthation-indépendantes 

Le système de défense le plus important est basé sur la superoxyde dismutase. 

Cette enzyme catalyse la dismutation de 0 2·• en H 20 2• Les SOD existent dans les 

mitochondries (SOD à manganèse) et dans la cytosol (SOD à cuivre et à zinc).24 

La catalase accélère la réaction spontanée de transformation de H20 2 en H20 et 0 2• 

2.1.2. Enzymes ~lutathion-dépendantes 

Le glutathion est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine) présent en 

concentration très importante à l'intérieur des cellules (0.5 à 10 mM). 

La glutathion péroxydase (GPx) et la glutathion réductase (GR) jouent également 

un rôle essentiel dans le système de défense des cellules. La GPx, enzyme cytosolique 

séléniée, réduit, en présence de glutathion, l'eau oxygénée et les péroxydes lipidiques 

(ROOR). La GR, flavoprotéine NADPH-dépendante, régénère le glutathion sous sa 

forme réduite active GSH, à partir du GSSG formé au cours de ces réactions. 
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Ce système de défense enzymatique se double d'un autre moyen de lutte contre le 

stress oxydant basé sur le piégeage des radicaux libres par des réactions chimiques.· Mais, 

une concentration assez importante en réactif de piégeage est nécessaire. Certains de ces 

réactifs sont régénérés par des enzymes et peuvent ainsi éliminer les lOR de façon 

catalytique. 

Ainsi, le GSH peut réagir avec les péroxydes ou les radicaux hydroxyles pour 

donner du glutathion disulfure (GSSG), régénéré en GSH par la GR, et de l'eau 

respectivement. C'est le seul mode d'élimination du radical hydroxyle (figure 6). 

Glutathion disulfure GSSG 

2GSH 

H,O+GSSG 1 OH 

figure 6. Détoxification de l'ion hydroxyle 

Le tocophérol ou vitamine E réagit avec les radicaux libres et forme un radical 

tocophéryle très stable, d'où le piégeage des espèces oxygénées réactives. 

L' ascorbate ou vitamine C réagit avec les lOR de la même façon que le GSH. TI se 

forme le radical libre semihydroascorbate qui se transforme en déshydroascorbate. Ce 

dernier est régénéré en ascorbate sous 1' action de la déhydroascorbate réductase, enzyme 

GSH-dépendante (figure 7). 
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Acide déhydro-L-ascorbique 
(DHAA) 

CH 20H 

2GSH GSSG 1 

-~~/~ .. HOHcY
0Yo 

DHAA-réductase _X_ 
HO o-

figure 7. Régénération enzymatique de l'ascorbate 

L' ascorbate régénère la vitamine E en réagissant avec le radical tocophéryle pour 

donner le radical ascorbyle également très stable.25 

Parmi les autres piégeurs de radicaux, on peut également citer l'acide urique, les 

flavonoïdes régénérables par 1' ascorbate, le B-carotène et la biliburine. 

Le glutathion intervient dans de nombreux mécanismes enzymatiques ou non de 

lutte contre le stress oxydant chez l'hôte. Mais, il possède également d'autres fonctions 

biochimiques. 

2.2. Autres fonctions du glutathion 

En dehors de son rôle dans des réactions enzymatiques de lutte contre le stress 

oxydant et dans les piégeages de radicaux libres, le gluthation intervient également dans la 

réduction de ponts disulfures, dans le transport d'acides aminés, dans la réduction des 

ribonucléotides ... 26 

De plus, il piège des substances xénobiotiques (substances exogènes telles que les 

drogues) et de nombreuses substances électrophiles endogènes. Des composés glutathion 

S-conjugués se forment par des additions nucléophiles catalysées par des enzymes 

appelées glutathion S-transférases (GST) (figure 8).27 Ces composés sont plus stables, 

moins réactifs et plus polaires que les électrophiles initiaux. Ils sont donc plus facilement 

exportés hors de la cellule par des pompes A TF-dépendantes. 
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GSH+X GS-X 
glutathion $-transférase 

figure 8. Réactions enzymatiques catalysées par les glutathions $-transférases 

Le glutathion intervient également comme cofacteur dans plusieurs réactions 

enzymatiques, en particulier celles catalysées par les glyoxalases (figure 9). Au cours de 

cette réaction, l'hémimercaptal, issu de l'addition nucléophile du GSH sur le 

méthylglyoxal, est tranformé en S-lactoylglutathion par la glyoxalase 1, lui-même 

hydrolysé en D-lactase par la glyoxalase Il. Le GSH est régénéré au cours de cette 

deuxième réaction. 

r " glyoxalase I " r 
GSH+H3CCOCHO ~==~GS~Cfi3 ------~GS~H3 

méthylglyoxal H H 

figure 9. Réactions enzymatiques catalysées par les glyoxalases 1 et II 

3. Stress oxydant et trypanothion chez le parasite 

Des expériences ont montré que les parasites de la famille des trypanosomatidae ne 

présentaient pas d'activités glutathion réductase, glutathion peroxydase ou catalase 

décelables, au contraire des organismes hôtes, qui ont nécessairement besoin de 

glutathion pour se défendre contre le stress oxydant. 
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Chez les parasites, le thiol majoritaire est le trypanothion,28 malgré la présence 

d'une faible quantité de glutathion intracellulaire. Les trypanosomatidaes (leishmania, T. 

cruzi, T. congolense et T. brucei) sont capables de conjuguer le glutathion avec une 

polyamine pour former le trypanothion. Le trypanothion est la N' ,N8
-

bis(glutathionyl)spermidine, deux molécules de glutathion reliées de façon covalente par 

une spermidine, par l'intermédiaire des groupements carboxylates des glycines. 

C02H 0 1- /'-.. ~ H'(l glutathion 

H,W' "-./' rN ~ :···· r~~--
l (CH2) 

s : 1 ------------------· ·------ ·-----· ·-----i·-------· ·' NH spermidine 
s 1 

0 ~ <yH2) 
H NH 

H2 N 
N 
H 

C02H 0 

Trypanothion disulfure T(S)z 

Le trypanothion a été découvert en 1985, par Fairlamb et Cérami,29 lors de l'étude 

d'une activité glutathion réductase inhabituelle chez le trypanosome africain Trypanosoma 

brucei brucei . Des extraits cellulaires dialysés de cet organisme ne pouvaient réduire le 

GSSG en présence de NADPH que si le milieu contenait un cofacteur de faible poids 

moléculaire. Des études ont montré que ce cofacteur comportait un groupement disulfure 

réductible enzymatiquement et qu'il était absent des autres organismes. Après purification 

à partir des extraits dialysés,30 analyse des acides aminés, spectrométrie de masse et 

synthèse par voie chimique, ce cofacteur a été identifié comme étant le N 1 ,N8
-

bis(glutathionyl)spermidine et a été nommé trypanothion. 

Le trypanothion et l'enzyme, la trypanothion réductase (TR), flavoprotéine 

NADPH-dépendante, jouent chez le parasite le rôle du couple glutathion/glutathion 

réductase chez l'hôte (figure 10). 
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.,~y('"'"'"""'"' ,_ .. ,~~W'oo; 
~ ~ ./ . 

·HyJ4vo.- glutathion réductase 

co,- o 
•HyJ~~co,-

COf H 0 

Glutathion disulfide (GSSG) Glutathion (GSH) 

~~~;_~~HO NAOPH +fi> NAOp+ o\ cz3 ~./. 
~04u:· trypanothion réductase 

co,- o 

Trypanothion disulfide (T(S)2) 

figure 10. Réactions enzymatiques de régénération du glutathion de l'hôte et du 
trypanothion du parasite 

D'autre part, il a été récemment mis en évidence, chez T. cruzi, l'existence d'un 

nouveau conjugué thiol-polyamine, le N1 X-bis(glutathionyl)aminopropylcadavérine 

appelé homotrypanothion, dont la structure a été confirmée par synthèse chimique. 31 Des 

études cinétiques utilisant la TR recombinante montrent que l'homotrypanothion disulfure 

est reconnu et réduit par l'enzyme de la même façon que le T(S)2• Cet homotrypanothion 

n'existe pas chez les trypanosomes africains et chez les leishmanies. 

3 .1. Propriétés physiques du trypanothion comparées à celles du 

glutathion 

A des valeurs de pH physiologiques, les deux composés trypanothion disulfure 

(T(S)2) et dihydrotrypanothion (T(SH)2) sont sous la forme de zwittérions avec une 

charge nette de+ 1. La charge nette est de- 1 pour le glutathion et de -2 pour le glutathion 

disulfure. 

A l'opposé du glutathion dont les extrémités carboxylates sont polaires, le pont 

spermidine donne un caractère hydrophobe à la partie carboxylate terminale du 

trypanothion. 
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Des modèles moléculaires ont permis de déduire la capacité du T(S)2, macrocycle à 

24 atomes, et du T(SH)2, dithiol linéaire, à adopter la conformation de feuillets B. 30 

Cependant, la RMN a montré la flexibilité de ces deux peptides en phase aqueuse.32 

La connaissance du potentiel rédox du couple T(S)2 1 T(SH)2 est importante pour la 

compréhension du rôle de ces composés dans les cellules. Des mesures par une technique 

de déplacement d'équilibre ont déterminé un potentiel rédox standard E0' de - 0.242 ± 

0.002 V.33 Cette valeur est légèrement plus électronégative que celle du couple 

GSSG/GSH (E0' = -0.230 V), mais moins que celle d'autres dithiols physiologiques 

comme le couple thiorédoxine/thiorédoxine réductase (E0' = -0.260 V) ou l'acide lipoïque 

(E0 ' = -0.288 V). Le T(SH)2 ne peut être considéré comme un équivalent biologique du 

dithiothréitol (E0' = -0.330 V) du fait de leur différence d'électronégativité. 

Comme d'autres dithiols, le dihydrotrypanothion peut former des complexes 

stables avec des composés organiques trivalents de l'arsenic.34 

3.2. Réactivité des fonctions thiols de T(SH)2 et de GSH 

Au laboratoire a été étudiée la réaction non enzymatique de conjugaison du GSH et 

du T(SH)2 avec deux centres électrophiles de nature différente : le réactif d'Ellman et le 1-

chloro-2,4-dinitrobenzène (CDNB).35 

réactif d'Ellman (Ell-S-S-Ell) 

Cl 

NO:! 

N02 

1-chloro-2,4-dinitrobenzèm 

Les résultats obtenus sont valables pour des pH compris entre 6 et 9.5, pour 

lesquels le pourcentage de thiolate en solution est plus important pour T(SH)2 que pour 

GSH. Cette gamme de pH inclut vraisemblablement les valeurs de pH des compartiments 

physiologiques dans lesquels de telles réactions de conjugaison peuvent avoir lieu. 
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Dans les deux cas, à un pH aux environs de 7 et à 28°C (température de 

prolifération des épimastigotes), la formation des trypanothion S-conjugués se faisait plus 

rapidement que la formation des glutathion S-conjugués équivalents. Pour les 

électrophiles tels que le CDNB, lorsque le pH décroissait jusqu'à une valeur de 5. 5, 

T(SH)2 était encore capable d'effectuer une réaction de conjugaison alors que GSH n'était 

plus réactif. Bien que GSH soit intrinsèquement un meilleur nucléophile que T(SHh, le 

fait que ce dernier soit davantage ionisé à pH physiologique le rend plus réactif. La grande 

quantité de T(SH)2 présente chez les trypanosomes (1 à 2 nM d'après Fairlamb l 7 rend sa 

conjugaison non enzymatique extrêmement efficace avec de nombreux électrophiles. 

Ainsi, la formation non enzymatique des trypanothion S-conjugués est suffisante pour 

éliminer la plupart des xénobiotiques. 

Dans le cas de la réaction d'échange thiol-disulfure avec le réactif d'Ellman, la 

structure bifonctionnelle de T(SH)2 conduit à un mécanisme cinétique différent de celui 

obtenu pour GSH. Le dernier équilibre, qui conduit à la formation de T(S)2 et d'un 

thiolate En-s-, est, dans ce cas, intramoléculaire et, en conséquence, beaucoup plus rapide 

que pour GSH. En milieu dilué, une structure telle que celle du trypanothion sera 

beaucoup plus efficace que GSH pour réduire des composés de type RSSR en leurs thiols 

correspondants. De plus, la présence d'une amine protonée sur le pont spermidine du 

trypanothion peut éventuellement faciliter le départ d'un anion thiolate. 

3.3. Biosynthèse du trypanothion 

3.3 .1. Les polyamines 

Les polyamines sont indispensables à la croissance et à la prolifération des cellules 

que ce soit chez l'hôte ou chez les parasites.36 En particulier, chez les trypanosomatidae, 

la spermidine joue un rôle important. 37 
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Chez les trypanosomes africains, la spermidine est synthétisée à partir de 

1' ornithine et de la méthionine, de la même façon que dans les cellules de mammifères 

(figure 11). 

~C02H 
H2N 

1 

L-omithine NH2 

L·arginine 

DFMA arginine r DFMA 
décarboxylase 

C02 

NH 

)l~NH2 
ornithine 

décarboxylase 

H2N ~ 

C02H 

H3c, 1 -
S~NH2 

L-méthionine 

S-adénosylméthioninel + ATP 
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H2N N 1 

~~ 
N~N S-adénosylméthionine ~2 
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décarboxylase bérénil, pentamidine 

HO 
-CO, ,,.,.,,./ ""' -

2 " ~~~ 
H NYYN-\ ~ CH3 

NH2 ~ N O ~~NH2 
H2N~ ;;:_ ~ adénosylméthionine 

putresdne .d. décarboxylée 
sperm1 me 
synthase 

HO 

H2N ~ N--'\ -teH ~ ~NH2 H N......._~;N CH3 
spermidine 

2 ~- J 0 J 

l ~ 
adénosylméthionine spermine méthylthiadénosine 

décarboxylée synthase 

H 
H2N, _,.......__ ~N.._ _,.......__ _,.......__ _,.......__ /"'o... 

'-/' '-/' '-/' ..........,..,. 'N' '-/' 'NH2 
H 

spermine 

H~~C~H 

L-lysine NH 2 

'''"" dk""'""' 1 -co, 

H2N~NH2 

cadavérine 

figure 11. Voies de biosynthèse des polyamines 

Toutes les enzymes intervenant dans cette synthèse ont été identifiées : omithine 

décarboxylase (ODC),38
•
39

•
40 S-adénosylméthionine synthétase,41 S-adénosylméthionine 

décarboxylase42
.4

3 et spermidine synthase.44 Un certain nombre de molécules, inhibant ces 
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enzymes, sont déjà utilisées chez le trypanosome africain. L'Eflomithine ou D,L-a­

difluorométhylomithine (DFMO) est un très bon trypanocide couramment utilisé.45 Ce 

composé mime la structure de l' omithine et inhibe de façon irréversible l' ODC. Outre les 

problèmes de croissance et de réplication dus au manque de polyamines, il entraîne une 

diminution de la synthèse du trypanothion et, donc, une plus grande sensibilité au stress 

oxydant. Les autres inhibiteurs des voies de biosynthèse des polyamines sont le Bérénil et 

la Pentamidine (Lomidine) qui inhibent la S-adénosylméthionine décarboxylase. 

Le mécanisme de l'étape initiale de formation de la putrescine chez Trypanosoma 

cruzi est moins clair. En effet, la croissance de ces organismes n'est pas sensible au 

DFM0.46 Par contre, la prolifération de ces parasites (forme amastigote) à l'intérieur des 

macrophages est sensible à de fortes concentrations en D,L-a-difluorométhylarginine 

(DFMA).46 Le DFMA est un inhibiteur de la biosynthèse de la putrescine à partir de 

l'arginine via l'agmatine.47 Cette sensibilité au DFMA suggère que T. cruzi contient de 

l'arginine décarboxylase, une enzyme qui n'existe pas dans les cellules de mammifères.48 

Des études de radiolabelling avec de la [14C]-ornithine et de la [14C]-arginine ont montré 

l'absence d'activité enzymatique in vitro.46 Ainsi, la décarboxylation des acides aminés 

joue un rôle négligeable dans la biosynthèse des polyamines. La majeure partie de la 

putrescine et de la cadavérine présentes chez le parasite provient du milieu de croissance, 

par transport actif, et est ensuite convertie respectivement en trypanothion et 

homotrypanothion via la spermine et la bis(aminopropyl)cadavérine.31 

3.3.2. Le ~lutathion 

Tous les trypanosomatidae contiennent du glutathion (dont 10 à 30% sous forme 

GSH libre). Les voies de synthèse n'ont pas été étudiées en détail. Mais, le fait que la 

buthionine sulfoximine, un inhibiteur spécifique de la L-y-glutamyl-L-cystéine synthétase 

dans les cellules de mammifères, inhibe également la biosynthèse du glutathion chez T. 
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cruzi, T. brucei et C. fasciculata suggère que les trypanosomes utilisent des vOies de 

biosynthèse classique. 

3.3.3. Le tzypanothion 

Dans les cellules de mammifères, il n'existe pas de processus permettant de 

conjuguer la spermidine et le glutathion. 

Chez les parasites, des études de métabolisme ont montré que la spermidine et le 

glutathion se conjuguent sous l'action de deux enzymes ATP-dépendantes pour former le 

trypanothion via des isomères N1
- et N 8

- de la glutathionylspermidine (figure 12) :49
·
50 

une glutathionylspermidine synthétase de 90 kDa et une trypanothion synthétase de 82 

kDa.50 

')Giu-Cys-Giy ou GSH 

glutathionylspermidine l 
synthétase 

ATP/Mg2+ 

l glutathionylspermidine 

synthétase 
ATP/Mg2+ 

H2N~ /'o... /'o... ./"'o... ./"'o... __ 
"'-" "'-" 'N- '-' "NH-Giy-Cys-')'Giu 

H 

~ ~NH-Giy-Cys-')'Giu 
H2N ~ 

figure 12. Biosynthèse du trypanothion 
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La glutathionylspermidine synthétase forme les isomères N1
- et N8

- de la 

glutathionylspermidine. La trypanothion synthétase provoque la fixation d'un deuxième 

GSH sur chacun de ces isomères pour former le trypanothion réduit T(SH)2• Le 

trypanothion est régénéré à partir de T(S)2 par la trypanothion réductase. Ces trois 

enzymes sont fortement spécifiques vis-à-vis de leur substrat respectif. Elles constituent 

donc des cibles potentielles pour la chimiothérapie contre la maladie de Chagas. 

3.4. Elimination des espèces oxygénées réactives 

Comme tout organisme vivant dans un environnement aérobie, les 

trypanosomatidae sont exposés à la formation d'lOR tels l'anion superoxyde, le peroxyde 

d'hydrogène et le radical hydroxyle. Ces espèces proviennent de cofacteurs internes 

(flavones, quinones, thiols réduits ... ), de leur propre métabolisme (réduction 

d'hétérocycles nitrés, de quinones, de bléomycines ... ) et du système de défense 

immunitaire de l'hôte. 

Trypanosoma cruzi est très sensible au stress oxydant. Sa première ligne de 

défense consiste en une SOD Fe-dépendante,51 différente des SOD Cu-, Zn- et Mn­

dépendantes des cellules de mammifères (figure 13). 

Oz 

Oz +OH"+OH· 

GSSG+HzO 

NADPH oxydase 

cytochrome oxydoréductase 

Métalloporphyrine 

0{ 

1. spontanément 

2. superoxyde 
dismutase 

.") 
o,-~ 1 j \ 

pas de catalase try:!~:on 
péroxydase 

pas de glutathion non 
péroxydase enzymatique 

figure 13. Elimination des lOR 
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Sa deuxième ligne de défense nécessite l'élimination du peroxyde d'hydrogène. 

Mais, il semble que le parasite ne possède ni catalase, ni glutathion peroxydase. Le 

trypanothion peut réagir non enzymatiquement avec H20 2 de façon efficace et pallier ainsi 

l'absence d'une trypanothion péroxydase.52 De plus, des activités ascorbate péroxydase53 

et déshydroascorbate réductase54 ont été mises en évidence à partir de lysats parasitaires 

sans que les enzymes aient été isolées. 

3.5. Autres fonctions du trypanothion 

3 .5 .1. Réactions d'échange thiol-disulfure 

Tous les organismes sans exception contiennent de fortes concentrations d'au 

moins un thiol de faible poids moléculaire dont le rôle est de maintenir un environnement 

intracellulaire réducteur. Généralement, le glutathion GSH remplit, entre autres, cette 

fonction. Certains organismes utilisent des analogues du GSH comme 

l'homoglutathion,55 la N1-glutathionylspermidine,56 le trypanothion et la L-y-glutamyl-L-

cystéine. 57 D'autres procaryotes sont totalement dépourvus de glutathion et utilisent des 

composés contenant des groupements thiols tels que la cystéine, l'acide lipoïque, le 

sulfure d'hydrogène ou des thiosulfates.58 

L'activité de nombreuses enzymes peut être affectée par la modification des 

groupements thiols des protéines, soit par la formation de disulfures mixtes, soit par la 

formation de disulfures intramoléculaires. 

Chez les mammifères, la réduction des ponts disulfures est assurée par deux 

familles de disulfures réductases, la thiorédoxine (Trx) et la glutarédoxine (Orx). Cette 

activité réductase nécessite leur réduction préalable par un réducteur plus puissant, le 

NADPH, via les deux flavoprotéines NADPH-dépendantes, la thiorédoxine réductase 

(TrxR) et le couple glutathion réductase/glutathion (figure 14). 
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Chez les trypanosomes, ces deux systèmes n'ont pas encore été détectés. C'est le 

couple TR/trypanothion qui semble remplacer les couples GR/glutathion et TrxR!frx 

observés chez les eucaryotes supérieurs (figure 14). 

Chez les Mammifères : 

Thiorédoxine réductase Thiorédoxine 

NADPH+W FAD x HS SH 2RSH 

NADP+ FADH 2 rS-S--, RSSR 

Glutathion réductase Glutathion Glutarédoxine 

FAD HS SH GSSG RSSR 

FADH, x rS-S., ) 2GSH 2RSH 

Chez les Trypanosomatidae : 

Trypanothion réductase Trypanothion P52 

NADH+W RSSR 

NADp+ 2RSH 

figure 14. Systèmes de réduction NADPH-dépendant des ponts disulfures 

Afin d'identifier de nouvelles cibles, des colonnes de chromatographie d'affinité 

ont été préparées, dans notre laboratoire, en utilisant, soit le S-hexylglutathion, soit un 

analogue du trypanothion comme ligand. Le passage d'une fraction cytosolique 

d'épimastigotes de T. cruzi sur ces deux types de colonnes de chromatographie d'affinité 

a conduit à l'isolement de deux protéines originales (notées P52 et P28) dont les poids 

moléculaires en gel SDS-PAGE sont respectivement de 52 et 28 kDa. La protéine P52 

s'est avérée être identique au produit du gène TcAc2, un gène déjà isolé chez T. cruzi. 

Une première activité thioltransférase entre le trypanothion et le GSSG a été décrite. 59 

La mise en évidence pour P52 d'une activité trypanothion-glutathion disulfure 

thioltransférase, ainsi que la présence du motif FXXXXCPFC dans la partie N-terminale 

de la protéine, ont permis de l'identifier à un des membres de la famille des thiol-disulfure 
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oxydoréductases.6° Ce motif est identique à celui retrouvé dans le site actif de la 

glutarédo:xine (porc, riz, virus de la vaccine), un autre membre de la même famille. De 

plus, la protéine P52 catalyse les réactions de réduction de l'hydroxyéthyldisulfure 

(activité glutarédoxine) et du déshydroascorbate en présence de glutathion comme 

donneur d'hydrogène (activité déshydroascorbate réductase glutathion-dépendante). Des 

tests supplémentaires ont montré que P52 joue probablement le rôle d'une protéine 

disulfure réductase in vivo. 

3.5.2. Détoxification des xénobiotiques 

Certains organismes possèdent une famille remarquablement diverse de glutathion 

S-transférases, qui catalysent l'attaque nucléophile du glutathion sur de multiples 

xénobiotiques électrophiles hydrophobes, pour former des composés S-conjugués 

souvent moins toxiques et plus facilement excrétés. Certaines de ces enzymes participent à 

la réparation des dommages sur l'ADN et les membranes lipidiques, dus au stress 

oxydant.61 De nombreuses études ont également montré l'implication des glutathion S­

transférases dans la résistance aux médicaments, aux métaux lourds toxiques, aux 

herbicides et aux insecticides. 

ll est surprenant de constater le peu d'informations connues concernant les 

glutathion S-transférases chez les trypanosomatidae. Une enzyme a été purifiée chez T. 

cruzi : il s'agit d'un hétérodimère constitué de deux sous-unités de 20 et 17 kDa 

présentant une faible activité de type GST en présence d'iodure de méthyle ou de 1-

chloro-2,4-dinitrobenzène.62 La fonction et le substrat physiologique de cette enzyme 

restent inconnus. Son isolement a précédé la découverte du trypanothion et sa spécificité 

pour ce dithiol n'a pas été étudiée. 

Récemment, une activité trypanothion S-transférase a été identifiée dans des 

extraits de C.fasciculata,63 mais une telle activité n'a pas été décelée chez T. cruzi. 
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Cette absence d'activité s'explique probablement par le fait que la formation non 

enzymatique des trypanothion S-conjugués est suffisante pour éliminer la plupart des 

xénobiotiques (voir & 3.2.). 

3.5.3. Régulation des concentrations en polyamines 

Des concentrations élevées en polyamines sont essentielles à la croissance et à la 

prolifération des cellules. Par conséquent, la biosynthèse des polyamines et la 

reconversion de molécules issues de ces polyamines jouent un rôle important dans la 

survie des organismes mammifères ou parasites. 

Le trypanothion pourrait jouer un rôle de régulation des concentrations en 

spermidine libre durant la croissance. 64 Les concentrations en polyamines sont élevées 

chez les trypanosomatidae durant la phase exponentielle de croissance. 65 Chez C. 

fasciculata, au cours de la phase stationnaire de croissance, la spermidine libre peut être 

stockée sous forme de N1-glutathionylspermidine quand le milieu devient acide.64 Quand 

des conditions favorables de croissance sont rétablies, la N1-glutathionylspermidine est 

rapidement reconvertie en spermidine libre et en trypanothion sans qu'il soit nécessaire de 

synthétiser de novo du glutathion ou de la spermidine. 

3.5.4. Elimination des métaux lourds 

Les groupements thiols des protéines sont des cibles pour les métaux lourds 

toxiques tels que le mercure, le cadmium, l'argent, le plomb, l'or et l'arsenic. Certains 

métaux, tels que le zinc et le cuivre, sont essentiels à l'état de traces en participant à 

diverses réactions enzymatiques mais sont toxiques aux fortes concentrations. Le 

piégeage de ces métaux fait souvent intervenir des groupements sulfuydryles comme le 

glutathion, dans les cellules de marnmifères.66 

Le trypanothion forme un complexe stable avec des composés trivalents de 

l'arsenic.34 L'exposition de C.fasciculata à des concentrations sublétales de Cd2+ ou Hg+ 
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provoque un accroissement notable de la quantité de trypanothion, un accroissement 

moyen de la quantité de glutathionylspermidine et un accroissement mineur de la quantité 

de glutathion. A la suite de l'inhibition de la biosynthèse du glutathion et du trypanothion 

par de la buthionine sulfoximine, les cellules deviennent hypersensibles aux effets 

toxiques du cadmium. Le trypanothion est donc un paramètre important du système de 

défense du C. fasciculata contre la toxicité du cadmium. 

III. La Trypanothion Réductase 

Le trypanothion intervient dans de nombreux mécanismes de défense du parasite 

contre les agressions extérieures. Or, la plupart des fonctions antioxydantes du 

trypanothion conduisent à la formation de T(S)2, qui doit être régénéré sous la forme 

T(SH)2 pour permettre au parasite de se défendre. La trypanothion réductase est un 

élément essentiel pour la régénération du T(SH)2 (figure 15) et peut donc constituer une 

cible majeure dans la recherche d'une chimiothérapie contre la maladie de Chagas. 

figure 15. Réduction enzymatique de T(S)2 par la TR 

1. Isolement et caractérisation 

Le trypanothion a été mis en évidence en 1985. Ultérieurement, dans des extraits 

bruts de Crithidiafasciculata (espèce proche des trypanosomes mais non-pathogène pour 

l'homme), une enzyme de type NADPH-dépendante qui catalysait la réduction du T(S)z a 
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été identifiée. Cette enzyme a été purifiée en 198667 chez C. fasciculata par la même 

méthode utilisée pour purifier la GR et sa caractérisation a montré ses similitudes avec la 

GR. Par exemple, les deux enzymes sont des flavoprotéines homodimériques NADPH-

dépendantes, présentant une activité rédox et une masse moléculaire de 50 kDa environ 

par sous-unité. La purification ultérieure de la TR chez T. cruzi,68 le clonage et le 

séquençage du gène codant chez T. cruzi,69 T. congolense/° C. fasciculata, 71 T. bruceF2 

et Leishmania donovan?3 ont permis d'obtenir des données supplémentaires sur la TR 

(tableau 2).37
• 

Tn:panothion réductase Glutathion réductase 

Source C. fasciculata T. cruzi T. congolense E. coli Homme 

flavine FAD FAD FAD FAD FAD 

Pyridine dinucléotide NAD PH NAD PH NAD PH NAD PH NAD PH 

Sous-unité Mr a 54000 53900 53400 48700 52500 

Acides aminés/ss-unité 491 492 492 450 478 

Structure oligomérique dimérique dimérique dimérique dimérique dimérique 

Eox• À.max (nm) 464 461 464 462 460 

-1 -1 
Emax à À.max (mM cm ) 11.3 11.2 10.6 11.3 

Transfert de charge oui oui oui oui oui 

dans EH2 

~ (J.!M)b 

Trypanothion disulfure 53 (51;58) 31 (18) 45 (55;50) 2000 NS 

Glutathion disulfure NS NS NS 66 (61;70) 65 

-1 
Kcat (min ) 

Trypanothion disulfure 31000 (28600) 9600 14200 6100 NS 

Glutathion disulfure NS NS NS 44000 12600 

-1 -1 
Kea!~ (M s ) 9.8 10

6 
5.2 10

6 
5.3 10

6 
6.2 10

6 
3.1 10

6 

~ app (NAD PH) 7 5 5 16 (25) 9 

a: calculée à partir de la séquence d'acides aminés (hormis le FAD) 

b : les valeurs absolues varient suivant les conditions expérimentales (en particulier, les paramètres 
catalytiques pour la TR de T. cruzi sont très sensibles aux changements de pH et de force ionique) 

NS : le composé considéré n'est pas un substrat de l'enzyme 

tableau 2. Caractéristiques des GRs et TRs de différentes espèces 
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Les TRs issues de tous ces micro-organismes sont très homologues aux GRs, non 

seulement par leur nature et leur type d'activité, mais aussi parce qu'elles contiennent le 

FAD comme coenzyme, utilisent le NADPH comme donneur d'hydrogène et possèdent 

un pont disulfure capable d'exercer une activité rédox à l'intérieur du site actif. 

Cependant, malgré 40% d'homologie de séquence primaire entre la TR parasitaire et la 

GR humaine, ces enzymes sont fortement spécifiques vis-à-vis de leur substrat 

di sulfure. 68
•
37 

La GR de E. coli constitue une exception intéressante car elle est capable de 

réduire le T(S)2 de la même façon que le GSSG.74 Ceci est probablement dû au fait que E. 

coli peut synthétiser de la glutathionylspermidine au cours de sa phase stationnaire de 

croissance. 

2. Mécanisme réactionnel 

2.1. La glutathion réductase 

La GR humaine est un homodimère constitué de deux sous-unités de 52 kDa. Elle 

possède deux sites actifs identiques. Des acides aminés des deux sous-unités participent à 

la formation de chacun des sites. Le cycle isoalloxazine du F AD forme une barrière entre 

les sites substrats : le NADPH se lie du côté ré et le GSSG du côté si de la flavine, qui se 

trouve proche du pont disulfure actif de la protéine (figure 16). 

Le mécanisme de la GR humaine a été étudié par différentes méthodes : des 

analyses cinétiques incluant des modifications chimiques et de la spectroscopie UV, de la 

mutagénèse dirigée75 et de la cristallographie aux rayons X.76
·
77 Toutes ces études 

confirment que c'est un mécanisme de type "ping-pong" dans lequel les électrons sont 

transférés du NADPH vers le GSSG via le cycle isoalloxazine du FAD et le pont disulfure 

de la cystéine du site catalytique de l'enzyme (figure 17). 
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La première moitié du cycle catalytique comprend la réduction de l'enzyme sous sa 

forme EHz, caractérisée par la formation du complexe de transfert de charge entre l'anion 

thiolate de Cys63 du site de la GR et le cycle isoalloxazine du FAD. La seconde moitié du 

cycle catalytique comprend la réoxydation de la forme EH2 par GSSG via un intermédiaire 

disulfure mixte entre Cys58 de la GR et Cys-Ide GSSG. Puis intervient His
46

7' qui agit en 

tant que système donneur/accepteur de protons. 

ll est intéressant de noter que le remplacement du résidu histidine par un résidu 

glutarnine ou arginine dans la GR de E. coli n'inhibe pas complètement l'activité. Les 

enzymes mutantes peuvent utiliser un donneur de protons de rechange permettant 

d'assurer faiblement la catalyse.78 

2.2. La trypanothion réductase 

La TR de T. cruzi est un homodimère de deux sous-unités de 52 kDa. Le 

mécanisme de la TR n'a pas été étudié de manière aussi approfondie que celui de la GR. 

Mais, les alignements des séquences des TRs obtenues jusqu'à présent suggèrent la 

conservation des cystéines possédant une activité rédox, celle de l'histidine et du 

glutamate qui favorisent l'orientation correcte du site irnidazole latéral de l'histidine vers le 

site actif et la tyrosine qui s'insère entre les deux moitiés tripeptides du GSSG (tableau 3). 

GR Fonction dans la Tat1anothion réductase 
humaine GR humaine T. congolense T. cruzi C. fasciculata T. brucei L. donovani 

Cys58 disulfure rédox-actif Cys52 Cys53 Cys52 Cys 52 Cys52 
Cys63 disulfure rédox-actif Cys57 Cys58 Cys57 Cys57 Cys57 
Tyr114 s'insère entre les deux Tyr llO Tyrlll TyrllO Tyr llO TyrllO 

moitiés GS du GSSG 
His467' base du site actif His461' His462' His461' His461' His461' 
Glu472' liaisons hydrogène Glu466' Glu467' Glu466' Glu466' Glu466' 

avec l'histidine du site actif 

' : deuxième sous-unité 

tableau 3. 
Résidus du site actif impliqués dans le mécanisme catalytique de la GR et des TRs 

respectivemene7 
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Des études spectroscopiques ont montré la formation d'un complexe de transfert 

de charge lors de la réduction de l'enzyme suggérant que la réaction enzymatique passe 

par un intermédiaire réduit possédant deux charges négatives.68 L'alkylation avec 

l'iodoacétamide de l'enzyme réduite en présence de NADPH indique le rôle catalytique 

essentiel des cystéines ayant une activité rédox.67 

Ces similitudes suggèrent un mécanisme catalytique en deux étapes très proche de 

celui observé pour la GR : réduction de l'enzyme par le NADPH via le FAD puis 

réduction de T(S)2 accompagnée de la réoxydation du pont disulfure de l'enzyme (figure 

18). 

D'après les études structurales réalisées sur les TRs de C. fasciculata79 et de T. 

cruzi80 et sur la GR, l'enzyme TR possède deux sites actifs identiques où interviennent les 

acides aminés des deux sous-unités. De plus, le FAD et le NADPH se placent quasiment 

comme dans le site actif de la GR. 81 

3. Anciennes méthodes d'étude du site actif de la TR 

Préalablement à toute information sur la séquence primaire de la TR, la 

connaissance du site du pont disulfure était basée sur des études de l'activité enzymatique 

de structures analogues à T(S)2,
82 synthétisées chimiquement, ou sur la mutagénèse 

dirigée. 

3.1. Etude enzymatique d'analogues de T(S)2 

Des modifications de la partie spermidine de la molécule de trypanothion disulfure 

ont montré que : 

- une structure macrocyclique n'est pas indispensable pour la catalyse car le N1
-

glutathionylspermidine disulfure est un substrat efficace de la TR, 

60 



Enzyme sous fonne oxydée 

1~T(SH)z 
T(SH)1~ 

NAD PH 

~ 

T(S)z 

NADp+ 

Cyss1-f. 
Cyss2-80 

Enzyme sous forme réduit 

figure 18. Mécanisme réactionnel postulé pour la TR 
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-la suppression des charges négatives des groupements carboxylates des glycines par 

une réaction d'ami dation empêche la reconnaissance du substrat par la TR, 

- la présence d'un groupement hydrophobe, de préférence possédant une fonction 

amine secondaire ou tertiaire chargée positivement, est importante pour la reconnaissance. 

Plus récemment, la partie y-glutamyle a été étudiée en présence de plusieurs 

analogues chimiquement synthétisés du L-y-glutamyl-L-cystéinylglycyl-diméthylamino 

propylamide disulfure, (y-glu-cys-gly-DMAP)2•
83 Ces études ont montré que le 

groupement a.-amino est plus important que le groupement a-carboxyle pour la 

reconnaissance et la catalyse, comme dans le cas de la GR.84 De façon surprenante, deux 

intermédiaires de la synthèse de ces analogues, où le résidu y-glu est remplacé soit par un 

groupement benzyloxycarbonyle, soit par un groupement t-butyloxycarbonyle, sont 

d'excellents substrats. Le meilleur (Z-cys-gly-DMAP)2, appelé FSSF, est moins cher et 

plus facile à synthétiser que le trypanothion. ll est utilisé pour des essais enzymatiques de 

routine lors de la purification de 1' enzyme. 83 

Substrat FSSF 

3.2. Mutagénèse dirigée 

Tous les substrats physiologiques de la TR et de la GR ont en commun le motif y-

glutamylcystéinyl disulfure. La GR humaine contient 19 résidus qui interagissent avec le 

GSSG.85 Dans la TR, la plupart des résidus qui interagissent avec Cys-1, Cys-II et Glu-II 
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sont conservés (Cys-I, Cys-II et Glu-II correspondent aux résidus de GSSG qui sont liés 

covalemment à l'enzyme pendant la catalyse) et les quelques modifications observées sont 

conservatives (tableau 4). 

Site Glutathion réductase Tananothion réductase 
GSSG Homme E. coli P. aeruginosa C. fasciculata T. congolense T. cruzi T. brucei 

Glu-I T339 T T T335 T T T 

1343 v L 1339 I I A 

R347 R M A343 A A A 

H467' H H H461' H H H 

T476' T T s41o· s s s 

Glu-II M4o6 M M L399' L L L 

H467' H H H461' H H H 

p468' p p p462' p p p 

T469' T T T463' T T T 

E472' E E E466' E E E 

E473' E E E467' E E E 

Cys-I S3o s s S14 s s s 

Vs9 v v Vs3 v v v 
v64 v v Vss v v v 
yll4 y y Y11o y ylll y 

H467' H H H461' H H H 

Cys-II Luo I I 1106 I I I 

Yu4 y y y llO y ylll y 

H467' H H H461' H H H 

Gly-I A34 A R E18 E E19 E 

R37 N R w21 w Wzz w 
Yu4 y y Y11o y ylll y 

Gly-II 1113 s 1 sto9 s S11o s 

Yn4 y y Y11o y Y ut y 

Nn7 v L M113 M Mll4 M 

' : deuxième sous-unité 
en gras : substitution non conservative 

tableau 4. 
Résidus impliqués dans la fixation des substrats disulfures dans les GRs et les TRs 

La différence la plus notable se situe au niveau du site de fixation de Glu-I, où 

l'arginine 347 dans la GR humaine est remplacée par une alanine dans toutes les TRs. 

Cette alanine a été remplacée par une arginine dans la TR de T. congolense.86 Cette 

mutation affecte peu l'efficacité de la catalyse (Kea/Km) que ce soit avec T(S)2 ou GSSG. 

Ce résidu n'est donc pas important pour la discrimination du substrat entre GR et TR. Th 
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plus, l'orientation du motify-glutamylcystéinyl disulfure est similaire dans les GRs et les 

TRs. 

Du fait des différences marquées entre la région autour du groupement carboxylate 

de la glycine de GSSG et celle de T(S)2, il n'est pas surprenant de constater que quatre 

des cinq résidus qui interagissent avec cette région sont différents dans la GR et dans les 

TRs. Lorsqu'on mute les résidus Al~4 et Arg37 de la GR humaine, qui interagissent avec 

le carboxylate de Gly-1 de GSSG, respectivement en Glu et en Trp, le mutant obtenu ne 

reconnaît plus le GSSG, mais peut catalyser la réduction de T(S)2• Des mutations 

équivalentes faites chez E. coli provoquent seulement une légère amélioration (facteur 

cinq) de l'efficacité catalytique vis-à-vis de T(S)2• Ceci est probablement dû au fait que 

l'enzyme native reconnaît déjà T(S)2 comme substrat.87 

4. Etudes structurales 

Les TRs de T. cruzi88 et de C. fasciculata89 ont été cristallisées. La séquence en 

acides aminés de la TR de T. cruzi possède 69% d'identité avec celle de C. fasciculata et 

79% d'identité avec celle de T. congolense. La structure cristallographique de la TR de C. 

fasciculata a été résolue à 2.8 A par la technique de remplacement moléculaire à partir de la 

structure de la GR humaine.79 Celle de la TR de T. cruzi a été obtenue avec une résolution 

de 3.3 Â,80 puis de 2.3 Â90 par la même méthode, mais à partir de la structure de la TR de 

C. fasciculata. 

Récemment, la structure tridimensionnelle du complexe formé par la TR de T. 

cruzi et la mépacrine a été élucidée par la méthode de cristallisation et de diffraction aux 

rayons X à 2.9 Â.91 

4.1. Structure globale de la GR et de la TR 

En comparant la GR humaine et la TR de C. fasciculata, on constate que ces deux 

enzymes présentent 40% d'homologie dans leur structure primaire. De plus, la structure 
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secondaire (en particulier celle du site actif) et l'organisation des différents domaines sont 

bien conservées. 

La TR contient 30% d'hélices a et 30% de feuillets ~- C'est un homodimère. 

Chaque monomère se compose de quatre domaines :79
•
81 le domaine I (résidus 1 à 155 

pour la TR et 19-157 pour la GR) constitue le domaine de fixation du FAD et forme avec 

le domaine III (résidus 290 à 359 pour la TR et 294 à 364 pour la GR) l'une des parois du 

site de fixation du substrat disulfure, le domaine II (résidus 156 à 289 pour la TR et 158 à 

293 pour la GR) constitue le domaine de fixation du NADPH, le domaine IV (résidus 360 

à 492 pour la TR et 365 à 478 pour la GR) forme l'interface avec la seconde sous-unité et 

constitue la deuxième paroi du site disulfure (figures 19, 20 et 21). 

figure 19. Les différents domaines de la TR de T. cruzi 
domaine I (en bleu), domaine II (en jaune), domaine ill (en vert), domaine IV (en rose) 

Chaque homodimère contient deux sites actifs qui forment une cavité. Dans le cas 

de la TR, cette cavité mesure approximativement 20 Â de longueur, 15 Â de largeur et 15 

Â de profondeur. Trois hélices du domaine I et une hélice du domaine III délimitent un 

côté du site actif. L'autre côté est formé de deux segments hélicoïdaux, d'un segment 
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étendu du domaine IV et, à la périphérie, d'une extrémité de feuillet ~. Le plancher du site 

actif est formé du segment hélicoïdal sur lequel sont situées les cystéines rédox-actives 

Cys52 et Cys57 • Ces similitudes de structure entre la TR et la GR sont corroborées par la 

conservation du mécanisme catalytique faisant intervenir cette paire de cystéines rédox­

actives sur un hélice du domaine I et l'histidine située sur un segment du domaine IV de la 

seconde sous-unité. 

Des différences existent au niveau des extrémités C-terminales des hélices des 

domaines I et III (résidus 14 à 21, 106 à 113 et 336 à 344 de la TR). Des modifications de 

séquences entraînent des interactions inter-hélices et une forme du site actif différentes. Le 

site actif est plus ouvert dans le cas de la TR, d'où un meilleur accès pour le T(S)2, qui 

nécessite plus d'espace que son homologue dans la GR (le GSSG). 

figure 20. Structure de la GR humaine 
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figure 21. Structure de la TR de T. cruzi 

4.2. Le complexe GR-GSSG77 

Dans le site actif de la GR interviennent les résidus 30 à 37, 59 à 64, 110 à 117 et 

339 à 347 de la première sous-unité et les résidus 403' à 406' et 467' à 476' de la seconde 

sous-unité. La charge globale du site actif est de +2 et celle du glutathion disulfure est de -

2, d'où la neutralité du complexe GR-GSSG. Ce dernier a été élucidé avec une résolution 

de 2 A: GS-I est lié au site actif sous une forme en V et GS-II sous une conformation 

étendue (figure 22).92 

Le site actif de la GR reconnaît le GSSG par des interactions entre les chai'nes 

aminées latérales de la protéine et les groupements fonctionnels du peptide. Différentes 

liaisons se forment : 

-une liaison hydrogène entre le carboxylate de GluI et Arg347, 

-des liaisons de type Van der Waals entre Cys I et Cys58 ainsi que His467', 

67 



- une liaison hydrogène probable entre le carbonyle de Cys I et le groupement hydroxyle 

de Ser30, 

-une liaison hydrogène entre le carboxylate de Gly I et Arg37, 

- une interaction entre le groupement amide de Gly I et la fonction hydroxyle de Tyr114, 

- des liaisons hydrogène entre la fonction amine de Glu II et la chaîne principale de Thr 469• 

ainsi que les résidus acides Glu472• et Glu473., 

- une liaison hydrogène entre le carboxylate de Glu II et Met406 •• 

Le zwittérion formé par Glu ll semble la partie du GSSG qui interagit le plus avec 

le site actif de la GR. Cys II interagit faiblement et est retenu probablement par le pont 

disulfure. Enfin, Gly II interagit par l'intermédiaire d'une faible liaison hydrogène entre 

son amide et Tyr1w Sa fonction carboxylate interagit avec Asn117 via le solvant. 

Ala34 
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GS-11 

' ' ' ' ' 

~e343 
' ' ' ' ' ...... '. ......... 

•••• ·~0~0 
.................... 
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: ,Cyssa 
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figure 22. Complexe GR-GSSG 
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Thr469' . . 
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Des modifications fonctionnelles84 ont montré que le complexe GR-GSSG est 

faiblement lié, facilement perturbé par des modifications minimes du substrat. Ces 

modifications peuvent entraîner l'abolition totale de la catalyse. 
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4.3. Le complexe TR-N1-glutathionylspermidine disulfure 

La structure de la TR de C. Jasciculata complexée avec le N 1
-

glutathionylspermidine disulfure a été élucidée par diffraction aux rayons X, à 2.8 Â de 

résolution. 93 

Les acides aminés qui constituent le site actif de la TR comprennent les résidus 14 

à 21, 52 à 58, 106 à 113 et 335 à 339 de l'une des sous-unités et les résidus 396' à 399' 

et 461' à 470' de la seconde sous-unité. Quatorze de ces résidus sont conservés par 

rapport au complexe GR-GSSG (tableau 4). Tous ces résidus conservés interagissent 

avec les parties y-glutamylcystéinyle des substrats. Quatre des six résidus non conservés 

interagissent avec la partie glycine de GSSG. 

Les acides aminés jouant un rôle dans la fixation du substrat dans le site actif de la 

TR sont au nombre de 23 (tableau 5). La présence des résidus acides Glu18, Glu466• et 

Glu467' permet d'obtenir une charge globale négative à l'intérieur du site compatible avec 

les charges positives des substrats aminés reconnus par la TR. 

Le substrat Gspd(S)2 se place dans le site actif de la TR de façon similaire au 

GSSG dans celui de la GR : 

- La partie GspdS 1 (par analogie avec la notation GS-1) se fixe sous une forme de V. y­

Glu 1 interagit essentiellement avec les résidus des domaines III et IV, alors que Cys 1, 

Gly 1 et spd I interagissent avec les résidus du domaine 1. La partie spd 1 se place dans 

une poche hydrophobe formée par Trp21 et Met113• Met113 pourrait également former une 

liaison hydrogène avec le ft de la partie spermidine. Trp21 interagit de façon hydrophobe 

avec l'un des segments aliphatiques de spd 1. L'amide reliant spd 1 et Gly 1 forme une 

liaison hydrogène avec Glu18, lui-même maintenu fixe par une liaison hydrogène avec 

Asn22• 

- La partie Gspd II se fixe dans une configuration étendue. y-Glu II interagit avec des 

résidus du domaine IV et Cys Il, Gly II et spd II avec des résidus du domaine 1. Ser 109 
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forme une liaison hydrogène avec le N 4 de spd II. L'amine terminale interagit avec le 

solvant. 

GSSG GR humaine TRde Variations structurales 
C. fasciculata 

Glu 1 Thr339 Thr335 

Ile343 Ile339 

Arg347 Ala343 enlève une charge positive, élargit le site 

His467' His461' participe à la catalyse 

Thr476' Ser470' substitution conservative 

Cys 1 Ser30 Ser14 
Cys 58 Cys 52 forme une liaison covalente pendant la catalyse 

Val59 Vals3 

Val64 Va158 

Tyr114 Tyruo située entre GS 1 et GS II dans la GR 

His467' His461' participe à la catalyse 

Gly 1 Ala34 Giu18 ajoute une charge positive 

Arg37 Trp21 résidu hydrophobe au lieu d'un résidu chargé positivement 

Tyrl14 Tyr no 

Arg38 Asn22 
Glu II Lys67 Lys61 

Met406' Leu399' substitution conservative 

His467' His461' participe à la catalyse 

Pro468' Pro462' cis-proline adjacente à l'histidine du site actif 

Thr469' Thr463' liaison hydrogène avec le substrat 

Glu472. Glu466' liaison hydrogène, permet de bloquer l'histidine du site 

Glu473 · Glu467' 

Cys Il Leu110 Deto6 substitution conservative 

Tyr114 Tyr no 

His467' His461' participe à la catalyse 

Gly Il Ilen3 Serl09 permet une liaison hydrogène avec T(S)2 
Tyr114 Tyruo 

Asn117 Metll3 résidu hydrophobe au lieu d'un résidu polaire 

première colonne : partie de GSSG qui interagit avec les résidus de la GR 
Les résidus en gras sont ceux qui diffèrent dans la GR et dans la TR. 

tableau 5. Résidus dans le site actif de la TR 

Sur les 23 résidus interagissant directement avec le substrat, seul Gly112 n'est pas 

conservé dans toutes les TRs. Chez C. fasciculata, le Ca de Gly112 interagit avec spd II. 

Chez T. cruzi, on trouve un aspartate et, chez T. congolense, un glutamate. ll est possible 
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que la présence d'un aspartate ou d'un glutamate facilite une interaction directe avec spd 

Il. 

4.4. Comparaison des deux complexes 

Le site actif de la TR est plus ouvert que celui de la GR et possède une charge 

différente. En effet, dans la TR, les charges des résidus qui interagissent avec le substrat 

sont globalement négatives alors que les résidus correspondants dans la GR présentent 

une charge globale positive. Entre la TR de T. cruzi et la GR humaine, parmi les acides 

aminés engagés dans l'interaction avec le substrat, six diffèrent : Glu18-Ala347 Trp21 -

Arg37, Asn22-Arg38, Ser109-Ile113, Met113-Asn117 et Ala343-Arg347 respectivement dans la 

TR et la GR. Ces variations sont à l'origine de la spécificité des deux enzymes vis-à-vis 

de leurs substrats respectifs : 

- La GR humaine possède des résidus Arg37 et Arg38 positivement chargés qui repoussent 

les substrats aminés de la TR. 

- La présence de Asn 117 proche des arginines du site de la GR constitue une poche 

hydrophile au coeur de ce site. 

- L'asparagine, à 1' opposé de la méthionine, ne possède pas les propriétés hydrophobes et 

hydrophiles adéquates pour interagir avec spd Il. 

-Le remplacement de Arg347 par Al~43 entraîne la disparition d'une charge positive du 

site et donc une meilleure interaction avec les substrats chargés positivement. 

A la surface extérieure des sites actifs de la TR et de la GR, la répartition des 

résidus chargés diffère de façon importante : 

- La TR possède un anneau de résidus acides liant les spermidines protonées. Ces résidus 

pourraient attirer le substrat et l'orienter préalablement à son entrée dans le site. 

- La GR présente au même endroit des résidus d' arginine et de lysine qui jouent 

probablement le même rôle vis-à-vis par exemple des groupements carboxylates de GSSG 

(figures 23 et 24). 
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figure 23. Site actif de. la GR humaine 

figure 24. Site actif de la TR de T. cruzi 
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4.5. Le complexe TR-mépacrine 

Récemment, la structure tridimensionnelle du complexe formé par la TR de T. 

cruzi et la mépacrine a été élucidée par la méthode de cristallisation et de diffraction aux 

rayons X à 2.9 Â. La mépacrine est un inhibiteur compétitif de la TR mais est sans effet 

sur la GR humaine. La mépacrine ou quinacrine est une drogue anti-parasitaire, anti-

protozoaire, commercialisée sous le nom Primaquine® ou Atebrin®. 

Mépacrine 

OCH3 

La mépacrine est insérée dans le site actif de la TR en immergeant un cristal de 

l'enzyme dans une solution saturée en inhibiteur. La présence de l'inhibiteur dans le 

cristal est confirmée par la réalisation du spectre d'absorption du complexe (en solution 

dans un tampon). L'absorption maximale, dans le visible, se trouve à 461 nm pour la 

flavoenzyme68 et à 450 nm dans la cas du complexe enzyme /acridine (figure 25). 
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figure 25. Complexe TR-mépacrine 
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La mépacrine est liée au site catalytique de l'enzyme par l'inte1médiaire, d'une 

part, du cycle acridine, qui interagit de façon hydrophobe avec le tryptophane 21 et la 

méthionine 113, et, d'autre part, de la chaîne polyarninée qui se trouve à proximité du 

glutamate 18. 

Tous les substituants du cycle acridine se trouvent à proximité de chaînes latérales 

de la protéine (figure 26). 

figure 26. Interactions entre la mépacrine et les résidus du site actif de la TR 

Le groupement méthoxy est à la distance adéquate pour former une liaison 

hydrogène avec la chaîne latérale oxygénée de la sérine 109. L'atome de chlore est à 

proximité de l'atome d'azote intracyclique du tryptophane 21. L'atome d'halogène est 

stabilisé par interaction avec l'hydrogène polarisé positivement porté par l'azote indolyle. 

L'azote intracyclique est distant de 3.5 Â du soufre de la méthionine 113. Cette longueur 

est classiquement observée dans le cas d'autres protéines.94 Comme la mépacrine est une 

base faible, une liaison hydrogène entre l'atome d'azote protoné et l'atome de soufre peut 

se former. Bien que les liaisons hydrogène fassent rarement intervenir des atomes de 

soufre, ce type d'interaction peut jouer un rôle important dans la fixation de l'inhibiteur 

dans le site de la TR. 
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La chaîne polyaminée est dirigée vers l'intérieur du site actif. L'amine en bout de 

chaîne est protonée et peut établir, par l'intermédiaire du solvant (eau), une liaison 

hydrogène avec le carboxylate du glutamate 18. Ce substituant du noyau acridine est 

également très important pour la fixation. TI a des similitudes avec les polyamines 

naturelles. 

Ces résultats confirment la double capacité de la méthionine d'être le résidu 

hydrophobe le plus flexible et de pouvoir former une liaison hydrogène, d'où une double 

fixation des ligands. Ainsi, Met113 est à proximité des groupements méthylènes de la 

partie spermidine et peut simultanément former une liaison hydrogène avec le groupement 

~-amino de la glutathionylspermidine. 

5. Recherche d'inhibiteurs de la TR 

La recherche d'inhibiteurs de la TRapu être rationalisée depuis la résolution de la 

structure tridimensionnelle de l'enzyme. En effet, la modélisation moléculaire permet 

d'estimer au prélable l'affinité entre une molécule et le site actif de la TR. 

Différentes familles d'inhibiteurs actifs in vitro sont déjà connus. Ils agissent selon 

divers mécanismes.95 

5.1. Inhibiteurs compétitifs vis-à-vis du trypanothion disulfure 

5 .1.1. Dérivés cycliques 

Une des différences principales entre les sites actifs de la GR et de la TR est la 

région polaire de la GR remplacée par une zone hydrophobe dans la TR. Grâce au 

programme assisté par ordinateur de Goodford,96 des éléments de structure 

géométriquement et énergétiquement favorables à la fixation dans le site actif de la TR ont 
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été déterrninés.97 Cette modélisation a permis de mettre en évidence des composés 

tricycliques tels que les phénothiazines. Ces composés sont connus en tant que 

neuroleptiques. Des molécules comme la clomipramine et la trifluopérazine se sont révélés 

être de bons inhibiteurs compétitifs de la TR (Ki = 7 et 22 J.1M respectivement). Elles 

n'inhibent pas la GR. De tels inhibiteurs spécifiques de la TR peuvent constituer des têtes 

de série dans la recherche de nouveaux inhibiteurs. 

Les premières expériences réalisées avec les phénothiazines ont montré leurs 

activités trypanocides sur la forme sanguicole trypomastigote. De plus, les propriétés 

pharmacologiques et toxicologiques de ces molécules avaient déjà été étudiées. Mais, les 

doses nécessaires sont quatre fois plus élevées que les concentrations tolérées par 

l'homme.98 Ces molécules ne peuvent donc être utilisées dans la chimiothérapie contre la 

maladie de Chagas mais peuvent constituer un point de départ dans la synthèse de 

trypanocides. 

Un autre composé tricyclique trypanocide99 est la mépacrine. Ce composé est un 

inhibiteur compétitif de la TR (~ = 25 J.1M) qui n'inhibe pas la GR. Cette molécule est 

commercialisée comme anti-parasitaire et anti-protozoaire. 

Mépacrine 
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Au laboratoire, un test enzymatique de criblage a permis d'isoler deux familles de 

molécules : les phénothiazines et les 2-aminodiphénylsulfures. 

1~ )):su 
X NH ~ Y 

1 
A 

phénothiazine 2-aminodiphény !sulfure 

Au début de l'étude de la famille des 2-aminodiphénylsulfures, en 1975,100 nous 

souhaitions savoir si ces "phénothiazines ouvertes" conservaient les propriétés 

inhibitrices, sur la TR, des phénothiazines, en l'absence de tout effet neuroleptique. Ces 

composés se sont révélés être des inhibiteurs compétitifs de la TR et inactifs sur la GR. 

Les études antérieures portant sur cette famille de composés sont présentées de façon plus 

détaillée dans le premier chapitre. La famille des 2-aminodiphénylsulfures fait l'objet de 

mon travail de thèse. 

5 .1.2. Inhibiteurs syn-catalytiques 

Le principe de cette inhibition ressemble à celui des inhibiteurs de type substrats-

suicides. Un inhibiteur substrat-suicide est un analogue de substrat qui est converti par 

l'enzyme en une entité réactive, très stable, pouvant former un complexe stable avec 

l'enzyme ou bloquer le site actif par formation d'une liaison covalente. La structure des 

inhibiteurs syn-catalytiques présente une fonction réactive pouvant piéger un état 

intermédiaire de l'enzyme formé au cours de la catalyse. 

Par exemple, les composés arséniés forment une famille d'inhibiteurs syn-

catalytiques. 

Les groupements thiols des protéines sont des cibles pour les métaux lourds 

toxiques tels que le mercure, le cadmium, l'argent, le plomb, l'or et l'arsenic. 
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L'oxyde de me larsen (p-( 4,6-diamino-s-triazin-2-yl)aminophénylarsenoxide) 

inhibe assez efficacement la TR avec un Ki de 17.2 f..LM. 101 TI peut se complexer avec 

l'enzyme réduite EH2• 

L'inhibition nécessite la réduction préalable de l'enzyme par le NADPH et peut 

être réversible sous l'action d'un excès de dithiols. Un modèle d'inhibition a été proposé : 

l'arsenic libre et EH2 établissent immédiatement un équilibre avec un complexe 

monothioarsane stable, inactif sur l'enzyme ; deuxièmement, un réarrangement a lieu au 

niveau de la liaison arsenic-soufre, qui conduit à la liaison de l'arsenic sur une cystéine 

rédox-active, à proximité du FAD, engendrant un complexe encore plus stable. 

L'incubation de EH2 en présence d'un excès de T(SH)2 et d'oxyde de mélarsen permet 

d'éviter l'inhibition de l'enzyme. Ce résultat suggère que le T(SH)2 agit comme un 

protecteur in vivo en prévenant la modification directe de la TR par piégeage d'arsenic. 

La drogue arséniée Melarsoprol® est utilisée couramment dans le traitement de la 

trypanosomiase africaine, parasitose causée par T. brucei rhodesiense et T. brucei 

gambiense. Mais, son mode d'action est mal connu. 

Melarsoprol Oxyde de melarsen 

Le trypanothion peut également former un complexe stable avec des composés 

trivalents de l'arsenic. Avec l'oxyde de melarsen, il réagit immédiatement pour former une 

paire d'adduits diastéréoisomériques,102 beaucoup plus stables que ceux issus de la 

réaction avec GSH. En effet, les adduits formés entre les composés arséniés trivalents et 

les thiols sont plus stables avec les dithiols qu'avec les monothiols. 

Comme autre exemple, on peut citer l'agent cytostatique, la BCNU (1 ,3-bis(2-

chloroéthyl)-l-nitrosourée), qui inhibe la GR et la TR. Cet inhibiteur joue son rôle non 

pas sur la forme de l'enzyme présente naturellement in vitro (Box), mais sur la forme 
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NADPH-réduite (EH2). En fait, le thiolate de Cys58 réagit avec l'isocyanate de 

chloroéthyle, un produit de décomposition de la BCNU, pour donner l'ester 

chloroéthylcarbamoyle (figure 27). Des études aux rayons X de la GR ont montré que le 

groupement carbamoyle est fixé, dans le site actif, par des liaisons hydrogène et des 

forces de Van der Waals. 103 Ces interactions non-covalentes supplémentaires, entre 

l'enzyme et l'inhibiteur, assurent la stabilité de l'ester carbamoyle formé. Dans le cas de 

thiols de faible poids moléculaire, la carbamoylation est aisément réversible. 104 

0 

Cl, /'""-.... A ~Cl BCNU 
........., 'N) Cj 

~~H 
0 

alkylation de l'ADN carbamoylation des protéines 

figure 27. Inhibition par la BCNU 

La BCNU et la HeCNU ( 1-(2-chloroéthyl)-3-(2-hydroxyéthyl)-1-nitrosourée ), 

mieux toléré par l'organisme, ont des activités antimalariales sur des cellules et sur des 

animaux. La HeCNU n'engendre pas une carbamoylation mais une alkylation de la Cys58 

de la GR.95 

Ces observations suggèrent la synthèse d'agents de carbamoylation qui, à 

l'inverse de la BCNU, pourraient différencier les sites actifs de la GR, de la TR et de la 
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lipoamide déshydrogénase, une enzyme proche de la GR et de la TR d'un point de vue 

mécanistique. 

5 .1.3. Inhibiteurs de type peptidigue 

Les peptides ligands ont été déterminés de façon rationnelle à partir de l'étude du 

site actif de la TR.105 Les études de modélisation pour obtenir des ligands spécifiques 

étaient basées sur les différences existant entre les sites actifs de la TR et de la GR. Ainsi, 

le benzoyl-Leu-Arg-Arg-~-naphtylamide est un inhibiteur compétitif de la TR de T. cruzi 

(~ = 13.8 J!M) par rapport au T(S)2 et n'inhibe pas la GR. 

Au laboratoire, un substrat alternatif de la trypanothion réductase, le N,N'-

bis(benzoyloxycarbonyl)-L-cystéinylglycine 3-diméthylaminopropylamide disulfure, a été 

modifié, au niveau du pont disulfure, pour obtenir des dérivés analogues non 

réductibles.106 La cystéine a été remplacée par trois diamino-diacides naturels : acide 

djenkolique, lanthionine et cystathionine. Les composés synthétisés se sont révélés être 

des inhibiteurs compétitifs de la TR, vis-à-vis du trypanothion (tableau 6). 

Z-Cys-Gly-NH-CH2-CHrCHrN(CH3~ 

1 

f 
i 

Z-Cys-Giy-NH-CHrCH2-CHrN(CH3h 

N ,N' -bis(benzoyloxycarbonyl)-L-cystéinylglycine 3-diméthylaminopropy lamide 

di sulfure 

Composé K; (J.LM) 

dérivé avec l'acide djenkolique 31 ±4 

dérivé avec la lanthionine 92±9 

dérivé avec la cystathionine 43±6 

tableau 6. V ale urs de Ki sur la TR recombinante de T. cruzi 
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5.2. Inhibiteurs non compétitifs vis-à-vis du trypanothion disulfure 

Le chinifur (2-{ 5'-nitro(furo-2'-yl)-éthène-1-yl} -4(N ,N-diéthylamino )-1-méthyl­

but-1-yl-aminocarbonyl-4-quinoline) est un bon inhibiteur de la TR de T. congolense (Ki 

= 4.5 J.LM), non compétitif vis-à-vis du trypanothion. 107 Une explication possible de la 

nature non compétitive de l'inhibition par le chinifur est que l'inhibiteur se lie 

simultanément au site actif de la TR et à un site analogue à l'interface des deux sous-unités 

de la glutathion réductase (Phe-78,78', His-75,75'). 

chinifur 

Le chinifur est un inhibiteur de la TR incompétitif vis-à-vis du NAD PH. 

Un inhibiteur incompétitif ne peut se lier que sur le complexe enzyme-substrat et 

non sur l'enzyme libre. Dans le cas de l'inhibition compétitive, l'accroissement de la 

concentration en substrat peut permettre de surmonter 1' effet de 1' inhibiteur. Dans le cas 

de l'inhibition incompétitive, l'accumulation du substrat conséquente à 1' inhibition tend à 

renforcer cette dernière et, plus la concentration en substrat augmente, plus la réaction 

atteint les conditions limites dans lesquelles l'inhibition incompétitive est optimale.108 

La molécule trypanocide crystal violet est un bon inhibiteur de la trypanothion 

réductase de Trypanosoma cruzi, in vitro. L'inhibition est compétitive vis-à-vis du 

trypanothion avec un}\ de 5.3 J.1M et incompétitive vis-à-vis du NADPH. 109 
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5.3. Inhibiteurs subversifs 

Le principe des substrats subversifs est d'inhiber la réaction physiologique de 

l'enzyme et de favoriser une réaction secondaire non désirée. Par exemple, le composé 

GH 8693 (figure 28) peut détourner le métabolisme rédox de défense des trypanosomes. 

NADPH + T5:! + W 
trypanothion réductase 

NADP+ + T(SHh 

NADPH+202 
trypanothion réductase 

figure 28. GH 8963: un inhibiteur subversif 

A des concentrations micromolaires, GH 8693 agit comme un inhibiteur de la TR 

avec un ~ de 1 J.1M. 110 En présence de fortes concentrations en GH 8693, la trypanothion 

réductase catalyse la réduction de 1' oxygène moléculaire en radical superoxyde (~ = 15 

J.LM). Ainsi, la fixation du GH 8693 sur la forme réduite de la TR transforme la fonction 

antioxydante de l'enzyme en une fonction prooxydante, d'où le nom de substrat subversif 

donné à ce type d'inhibiteurs. Ce composé fixé sur l'enzyme transfert des électrons de 

E~ à l'oxygène moléculaire. Simultanément, la réduction de T(S)2 est inhibée. 

Le chinifur peut également jouer le rôle d'un substrat subversif par l'intermédiaire 

de son groupement nitré, qui peut être réduit par la TR pour conduire à l'anion radical 
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correspondant. Ce radical peut ensuite réduire le cytochhrome c, directement ou par 

l'intermédiaire de la paire rédox Oj 0 2·-. 

Les inhibiteurs subversifs engendrent divers effets qui peuvent être exploités dans 

la chimiothérapie contre les maladies parasitaires. 111 Le NAD PH et 1' oxygène moléculaire 

sont détournés de leur action classique, le rapport thiol/disulfure est très faible et les lOR 

résultants peuvent provoquer, par exemple, la péroxydation des lipides. 

5.4. Autres approches 

5.4.1. Li~ands chimères 

La plupart des protéines lient des types de ligands très différents dans des sites 

éloignés les uns des autres. Deux ligands peuvent être chimiquement reliés par un bras 

espaceur dont la longueur et la nature chimique doivent être adaptées à l'enzyme. Cette 

modélisation moléculaire conduit à des ligands chimères ayant une forte affinité pour le 

récepteur. Dans le cas de la GR et la TR, de nombreuses combinaisons sont possibles, 

étant donnés les nombreux ligands, substrats, cofacteurs et inhibiteurs connus. Une 

possibilité envisagée consisterait en un ligand chimère constitué d'un inhibiteur tricyclique 

et d'un substrat subversif liés covalemment par un bras d'une longueur calculée.95 

Cette possibilité sera prise en compte au cours de notre étude de dérivés des 2-

aminodiphénylsulfures. 

5.4.2. Bloca~e de la dimérisation de la protéine par des p<a>tides mimes 

La plupart des protéines pathogènes telles que la TR de T. cruzi, les enzymes du 

virus du SIDA, la ribonucléotide réductase du virus de l'Herpes simplex, sont des 
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dimères, où chaque sous-unité est inactive par elle-même. Ainsi, les composés qm 

perturbent les interactions protéine-protéine sont des inhibiteurs fortement spécifiques. 

La ribonucléotide réductase du virus de l'Herpes simplex est constituée de deux 

sous-unités: une de petite taille et une de grande taille. Un nonapeptide dont la séquence 

correspond à la région C-tenninale de la petite sous-unité éloigne celle-ci de la grande 

sous-unité et finit par les séparer.112 La ribonucléotide est ainsi désactivée. En principe, de 

tels inhibiteurs peptidiques doivent agir de façon catalytique (en quantités sous­

stoechiométriques), les sous-unités séparées étant souvent instables et dégradées par les 

protéases de la cellule. L'inhibiteur plus stable au contact de la surface de la cellule est 

libéré et peut s'attaquer à un autre dimère. 

L'inhibition de la dimérisation et ses conséquences dans le cas de la GR humaine 

ont été étudiées en détail.113 Chaque sous-unité contribue à la formation des deux sites 

catalytiques : le monomère est inactif. De plus, des peptides qui correspondent aux 

surfaces de contact des sous-unités de la protéine inhibent la formation de l'enzyme 

active. Le site de contact entre les deux sous-unités a été choisi pour des études de 

mutagénèse : il est formé des hélices parallèles 439-454 et 439' -454'. En remplaçant le 

Gly446 ainsi que le Gly446• par un Glu, les petites chaînes latérales (en particulier, l'atome 

d'hydrogène du résidu de la glycine) sont remplacées par des groupements encombrés 

négativement chargés. Ces mutations n'ont pas seulement empêché la formation du 

dimère. Chaque monomère se comporte comme une chaîne peptidique non ordonnée : 

aucun élément de structure n'a été retrouvé dans les quatre domaines constituant la GR. 

La stabilité biologique de cette protéine a été étudiée dans des cellules de bactéries. Alors 

que la GR humaine normale reste stable et active pendant des heures, la protéine mutante 

est dégradée quantitativement au bout de quelques minutes. 

De même, le domaine d'interface entre les deux sous-unités de la TR de C. 

fasciculata a été étudié en détaiL81 Les acides aminés et les interactions impliqués dans le 

contact semblent suffisamment différents par rapport à ceux de la GR pour que la TR 

puisse être inhibée sélectivement. 

84 



Le développement de mimes peptidiques représente un champ de recherches 

intéressant dans la mise au point de composés qui peuvent interagir à la fois ·sur la 

structure de l'enzyme et sur les interactions protéine-protéine. De tels mimes conduisent 

normalement à la déstabilisation et donc à la dégradation de la protéine-cible, mais, à de 

faibles concentrations, ils peuvent affecter les processus physiologiques. 
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Recherche d'inhibiteurs 

de la trypanothion réductase 
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Introduction 

La détermination de la molécule - tête de série ainsi que les modifications 

structurales ultérieures sont basées sur les données suivantes : 

- le criblage enzymatique systématique de milliers de molécules grâce à un test, mis au 

point par l'équipe d'enzymologistes du laboratoire, 114 permettant de déceler une activité 

inhibitrice sur la TR de T. cruzi, 

- les relations structure-activité déterminées grâce aux produits synthétisés antérieurement, 

au laboratoire, par les Dr S. Baillee 15 etC. Baert-Viau, 100 

- les calculs de dynamique moléculaire et les études de modélisation moléculaire réalisés 

par les Dr E. Buisine et D. Horvath. 115 

1. Détermination de la Molécule - Tête de Série 

1. Criblage enzymatique systématique 

Un test enzymatique de criblage a été mis au point au laboratoire. 114 ll est basé sur 

une réaction colorée adaptable à des mesures à gros débit. Cette méthode a été adaptée sur 

microplaques et est compatible avec l'utilisation d'un certain pourcentage d'un solvant 

organique, comme le DMSO, pour dissoudre le composé étudié. 

1.1. Principe du test enzymatique 

Le test de criblage enzymatique est basé sur la réduction, en présence de NAD PH, 

du T(S)2 en T(SH)2 (figure 29). Cette réduction enzymatique est catalysée par la 

trypanothion réductase. 
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T(S)2 + NADPH + W 
Trypanothion 

réductase 

figure 29. Réduction enzymatique du T(S)2 en T(SH)2 

L'addition d'un inhibiteur de la TR, dans le milieu réactionnel, diminue la vitesse 

de réaction de la réduction enzymatique. Ainsi, dans le milieu, la quantité en T(S)2, 

présente, augmente et la quantité en T(SH)2, présente, diminue. Un dosage du T(S)2 ou 

du T(SH)2 doit nous permettre de déterminer le pouvoir de l'inhibiteur. 

Le principe du test est basé sur le fait que, sous des conditions fortement basiques 

(pH> 13.5), les disulfures et les thiols conduisent quantitativement à leur forme thiolate, 

qui peut substituer l'atome de chlore du CTMQ (sel de 4-chloro-1-méthyl-7-

trifluorométhylquinolinium), le CfMQ étant un réactif des thiols utilisé pour titrer le 

glutathion réduit dans des échantillons biologiques. 

Mais, cet agent chromophorique ne permet pas de doser sélectivement le T(S)2 en 

présence de T(SH)2 et réciproquement. Comme notre test devait permettre de discerner le 

trypanothion disulfure du trypanothion réduit et que la 2-vinylpyridine permet de piéger 

sélectivement le T(SH)2 sous une forme qui ne réagit pas avec le CTMQ, nous avons 

choisi de doser le T(S)2 restant dans le milieu. 

Etant donné que, à pH > 13.5, des concentrations équimolaires en GSH et en 

T(S)2 donnent une absorbance équivalente à 400 nm/ 16 seul un thiol du trypanothion 

disulfure est ionisé (figure 30). 

pH> 13.5 

figure 30. Réaction du T(S)2 en milieu fortement basique 
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Le thiolate formé peut alors effectuer une substitution nucléophile sur le carbone 4 

du réactif CTMQ. Le thioéther, qui en résulte, subit ensuite une B-élimination, spécifique 

de la structure de type glutathion, et donne finalement une thione chromophorique (figure 

31). Cette thione a un maximum d' absorbance à 400 nm et est identique à celle obtenue à 

partir du GSH. 

3. hydrolyse alacaline 
du T(S)z restant 

~ 
FC~~ 3 1 

CHa 

cr 

NADPH + H+ NADp+ 

~ /~ 
Trypanothion réductase 

1. réduction enzymatique arrêtée 
après 15 min par CH3CN 

Olf 

4. substitution 
nucléophile 

2. piégeage du T(SH)z 
formé en présence 
d'un excès de 2VP 

F,C~ 
1 

CH3 

thione chromophorique 

figure 31. Test de criblage enzymatique 

Les différentes étapes du test sont les suivantes : 

- à un instant t0, la réaction enzymatique de réduction est stoppée par dénaturation de 

l'enzyme avec un solvant organique (seull'acétonitrile s'est révélé capable de dénaturer 
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quasi-instantanément la TR en l'absence de toute interaction avec les autres réactifs utilisés 

dans le test) ; 

- puis, le T(SH)2 formé est piégé sous une forme qui ne réagit pas avec le CMTQ 

l'alkylation des thiols formés est réalisée par un excès de 2-vinylpyridine; 

- le T(S)2, qui n'a pas été réduit, peut être quantifié spécifiquement par réaction avec le 

CTMQ en mileu fortement basique ; 

- 1' adduit obtenu subit une B-élimination favorisée par les conditions basiques pour 

conduire à la thione chromophorique. 

On a déterminé le moment t0 où l'on stoppe la réaction enzymatique selon deux 

critères: 

-à to. en l'absence d'inhibiteur, le T(S)2 est complètement réduit, 

-à to. en présence d'un inhibiteur, le T(S)2 est encore présent en quantité suffisante pour 

qu'on puisse le doser. 

Ainsi, en l'absence d'inhibiteur, aucune coloration n'apparru."t et, en présence d'un 

inhibiteur, une coloration jaune apparaît. 

La densité optique de la solution ainsi testée est mesurée par spectrométrie à 405 

nm. La longueur d'onde utilisée est 405 nm et non 400 nm (Â.max d'absorbance de la 

thione) car la plupart des lecteurs de microplaques ne possède qu'un filtre permettant de 

lire à 405 nm. 

1.2. Résultats du criblage systématique 

Le test de criblage a permis de tester plusieurs milliers de molécules issues de 

pharmacothèques classiques ainsi que de banques combinatoires. Nous avons pu disposer 

de produits provenant de firmes pharmaceutiques comme Rhône-Poulenc et Glaxo. 

Ce criblage systématique a permis de mettre en évidence, entre autres, deux 

familles structuralement proches, présentant des ~ entre 10 et 25 J1M : les 2-
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aminodiphénylsulfures tels que le composé 1 et les phénothiazines telles que le composé 

2.100 

La molécule 3 dimérique, dérivée des phénothiazines, a également été sélectionnée 

à partir du criblage focalisé d'une banque de produits issus de Rhône-Poulenc. 

90% d'inhibition de la TR à 57 JlM et 80% à 5.7 JlM 
trypanocide (forme épimastigote) 

1.2 .1. Les 2-aminodiphénylsulfures : une famille d'inhibiteurs de la TR déjà connue 

Les phénothiazines sont connues comme trypanocides. 98 Malheureusement, les 

concentrations requises pour l'activité trypanocide de ces molécules sont largement 

supérieures aux concentrations auxquelles se manifeste 1' effet neuroleptique interdisant 

toute application clinique.98 Une étude pharmaceutique a permis de montrer que la famille 

des 2-aminodiphénylsulfures,100 bien que structuralement proches des phénothiazines, 

présentait l'avantage d'une activité neuroleptique quasiment nulle. 

Le composé 1 appartient à une série de produits qui avait été préparée 20 ans 

auparavant dans le but d'appliquer la théorie des "cycles ouverts" aux phénothiazines. 

L'objectif d'obtenir une nouvelle famille de bons neuroleptiques n'avait pas été atteint, 

mais ces molécules présentaient un grand intérêt en tant qu'antiparasitaires. Ainsi, le 
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composé 1 s'est révélé être un inhibiteur compétitif de la TR n'inhibant pas la GR. n 

constituait donc une tête de série pour la recherche d'inhibiteurs de la TR dans la famille 

des 2-aminodiphénylsulfures. 

Dans le but d'établir des relations structure-activité, différents analogues de 1 , 

dans lesquels variaient la longueur de la chrune latérale (n = 2 ou 3), l'amine en bout de 

chaîne ( diméthylamine, pyrrolidine ou N-méthylpipérazine) et la position de l'atome de 

chlore, ont été également testés sur la TR (tableau 7) et leur activité trypanocide évaluée 

sur les différents formes du parasite. 117 

R 
N-méthylpipérazine 
pyrrolidine 
diméthy lamine 
N-méthy lpipérazine 
pyrrolidine 
diméthylamine 
N-méthylpipérazine 
pyrrolidine 
diméthylamine 

x 
Cl 
Cl 
Cl 
Cl 
Cl 
Cl 
H 
H 
H 

y 

H 
H 
H 
H 
H 
H 
Cl 
a 
Cl 

n 
3 
3 
3 
2 
2 
2 
2 
2 
2 

K; (J.LM) 
25 
44 
66 
43 
77 
80 
80 
160 
300 

tableau 7. Constantes d'inhibition des composés synthétisés 

Dans l'étude du pouvoir inhibiteur de cette série de composés sur la TR, les 

conclusions ont été les suivantes : 

- la longueur de chaîne optimale entre la partie hydrophobe et l'amine tertiaire correspond 

à trois atomes de carbone (n = 3), 

- 1' amine en bout de chaîne donnant les meilleurs résultats est la N-méthylpipérazine, 

- la position de l'atome de chlore est très importante. Dans le cas des 2-

aminodiphénylsulfures (contrairement aux phénothiazines), les molécules ne sont pas 

symétriques, d'où la variation des propriétés électroniques des deux cycles suivant la 

position de l'atome de chlore. 
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Ainsi, le composé 1 s'est révélé être le composé le plus actif de la série. 118 

Puis, une étude a été menée sur l'influence des groupements X et Y sur l'activité 

TR (tableau 8). C'est la molécule 1 correspondant à n = 3, X = Cl, Y= H et R = N-

méthylpipérazinyle qui a subi les modifications. En collaboration avec le Docteur E. 

Buisine, une corrélation a pu être établie entre le logarithme de ~ et la différence de 

densité électronique entre les deux cycles benzéniques (figure 32). 

Composé x y Ki densité électronigue 1t sur le c~cle différence de 
(J.I.M) qui porte X qui porte Y densité 

P17 H CH3 65 -0.14 -0.09 0.05 
1 Cl H 27 -0.2 -0.08 0.12 
P16 Cl Cl 55 -0.2 -0.12 0.08 
PIS Cl CH3 28 -0.2 -0.09 0.11 
P19 Cl COCH3 19 -0.2 -0.05 0.15 
P20 H COOCH3 90 -0.14 -0.05 0.09 
P21 CH3 F 200 -0.16 -0.14 0.02 
P22 Cl F 114 -0.19 -0.14 0.05 

P23 CH3 CH3 85 -0.16 -0.09 0.007 

les incertitudes sur les ~ se situent entre 1 (pour la plus faible valeur) et 10 (pour la plus 
forte valeur). 

5,5 

5 

4,5 
~ 

~ 4 '-" 
..5 

3,5 

3 

2,5 

0 

tableau 8. Relation entre les I\ et les différences de densité 

P21 

0,02 0,04 

pente: -17,6 
ordonnée à l'origine : 5,53 

P 2 0 coefficient de corrélation : 0,93 

• 
Pl7 

0,06 

Pl6 

0,08 

• 

0,1 

différence de densité électronique 1t 

figure 32. 

0,12 0,14 0,16 

Corrélation structure-activité sur la deuxième série de dérivés de 2-aminodiphénylsufures 
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ll semble, d'après ces résultats, que la présence de groupements électroniques 

attracteurs en X et donneurs en Y soit le cas le plus favorable. La différence de densité 

électronique la plus importante permet d'obtenir le meilleur potentiel inhibiteur. 

De plus, l'analogue du meilleur inhibiteur dérivé du 2-aminodiphénylsulfure, où le 

soufre était remplacé par un oxygène, a été synthétisé. 117 Le soufre a également été 

remplacé par une sulfone. La présence d'un atome d'oxygène est plus favorable que celle 

d'une sulfone, mais moins favorable que celle d'un atome de soufre. 

Enfin, les activités de 1 et P19 ont été testées sur le stade épimastigote. 

L'évolution de la population de parasites a été mesurée par deux méthodes : suivi de la 

D.O. à 560 nm, qui est proportionnelle à la quantité de parasites dans le milieu, et 

comptage des parasites morts et vivants sur cellules de Thoma. A 100 J.LM, la lyse des 

parasites est pratiquement instantanée. ll faut environ trois heures pour obtenir un résultat 

équivalent avec la clomipramine. D'autres études, effectuées au laboratoire de recherche 

sur les Trypanosomatidés INSERM U415, ont montré que le composé 1 a une activité 

trypanocide sur les trois stades parasitaires. A 10 J.LM, il est aussi actif que le benznidazole 

à 380 J.LM sur le stade épimastigote. 

1.2.2. Modélisation dans le site actif de la TR 

La position et la conformation, dans le site actif de la TR de Crithidia fasciculata, 

du meilleur inhibiteur de cette série, le composé 1, ont été prédites par calcul de 
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dynamique moléculaire. 115·119'91 Ces études ont été réalisées, au laboratoire, par les Drs E. 

Buisine et D. Horvath. 

Les résultats de modélisation montrent que les énergies du complexe 

ligand/enzyme calculées sont considérablement plus basses lorsque la pipérazine terminale 

est protonée. Les minima d'énergie calculés diffèrent d'environ 20 kcallmol, 5 kcallmol 

représentant la différence d'énergie entre deux états de protonation différents. Etant donné 

que le ligand protoné en bout de chaîne apporte un gain d'énergie de 15 kcallmol à 

l'énergie d'interaction du complexe enzyme/ligand, on suppose que c'est l'amine la plus 

éloignée du noyau hydrophobe qui possède les interactions ioniques les plus importantes 

avec l'enzyme. 

Le composé 1 interagit au niveau de sa partie aromatique avec la zone hydrophobe 

du site actif formée de Leu17, Trp21 , Tyr110 et Met113. De plus, il interagit au niveau de son 

extrémité N-méthylpipérazinyle terminale avec l'un ou l'autre des résidus Glu466. ou 

Glu467'· 

Seules deux conformations de faible potentiel énergétique dans une fenêtre de 3 

kcallmol ont été retenues (figure33). 

c 

s~ 

~~ H 

composé 1 
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W2~ 

V 58 

figure 33. 
Conformations de plus bas niveaux d'énergie du composé 1 dans le site actif de la 

trypanothion réductase 

2. Choix de la molécule - tête de série 

2.1. Structure dimérique 

Contrairement au site actif de la GR, il existe des résidus carboxylates 

supplémentaires dans le site actif de la TR : Glu18 ou proches du site actif : Asp116, Asp347 

ou Glu118• ll paraissait donc intéressant de rechercher un surcroît d'énergie de liaison par 
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greffage de chaînes latérales anùnées supplémentaires sur la partie aromatique de 

l'inhibiteur. 

Les études de modélisation montraient également, de façon claire, que la poche 

hydrophobe pouvait contenir une entité aromatique plus importante115
• 

Nous avons donc décidé de synthétiser l'analogue "ouvert" du composé 3 issu du 

criblage enzymatique. 

analogue "ouvert" du composé 3 

2.2. Vérification de la nécessité de la structure dimérique deux chaînes 

aminées latérales sur un monomère 

Nous avons également voulu contrôler la nécessité de la structure dimérique en 

ajoutant une deuxième chaîne latérale, de même nature que celle présente dans le composé 

1, sur un dérivé monomère du 2-arninodiphénylsulfure. Nous pourrons ainsi voir si 

l'ajout d'une chaîne latérale aminée supplémentaire sur un monomère suffit pour améliorer 

l'activité inhibitrice sur la TR, par accroissement de l'énergie de liaison entre l'inhibiteur 

et le site actif de la TR. 

monomère possédant deux chaînes latérales anùnées 

98 



II. Modifications structurales envisagées 

1. Structures monomériques 

1.1. Orientations respectives des deux chaînes latérales 

riiiJ\ 
~ 

Les phénothiazines sont caractérisées par une partie aromatique plane. Par contre, 

dans le cas des diphénylsulfures, les deux noyaux aromatiques reliés par un soufre se 

situent, en l'absence de toute contrainte, dans des plans perpendiculaires. ll n'est donc 

pas possible de se baser sur les orientations respectives des substituants des noyaux 

aromatiques des phénothiazines pour déterminer les orientations respectives de ces mêmes 

substituants dans le cas des 2-aminodiphénylsulfures. 

Nous avons donc décidé de placer la chaîne latérale portée par le deuxième noyau 

aromatique dans les trois orientations possibles : ortho, méta et para par rapport à l'atome 

de soufre. 

1.2. Réduction ou non des fonctions amides 

Les produits issus du criblage enzymatique possèdent des chaînes latérales 

polyaminées. Mais, certains présentent une fonction amide en a du noyau aromatique et 

qui relie ce dernier à la chaîne latérale. De plus, le passage par les fonctions amides en a 

des noyaux aromatiques est nécessaire dans le schéma réactionnel mis en oeuvre. Nous 

avons donc décidé de tester également ces composés comme inhibiteurs de la TR. 
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2. Structures dimériques symétriques 

Les analogues du composé 3 doivent répondre à certains critères pour que soient 

optimisées les chances de concevoir des inhibiteurs spécifiques, efficaces, de la TR : 

- un bras espaceur comprenant cinq atomes de carbone pour mimer 3, 

- une chaîne latérale aminée possédant trois atomes de carbone sur chacune des parties 

hydrophobes de la molécule (par analogie avec les composés 1 et 3), 

- une amine en bout de chaîne latérale pouvant interagir avec les extrémités carboxylates 

des résidus glutamiques du site actif, 

-éventuellement, des substituants supplémentaires comme un atome d'halogène, en para 

de l'atome de soufre, sur le noyau aromatique portant la chaîne latérale (par analogie avec 

le composé 1). 

structures dimériques 

Dans l'étude de l'activité TR, les différents critères structuraux, permettant 

d'optimiser l'inhibition, ont été déterminés selon l'ordre suivant: 

- orientation du bras espace ur et nature de l'amine en bout de chaîne latérale 

(diméthylamine ou N-méthylpipérazine), 

- longueur du bras espaceur (trois, cinq ou sept atomes de carbone), 

- présence d'un atome d'halogène ou non en para de l'atome de soufre et nature de cet 

halogène (chlore, brome, fluor ou iode), 

- optimisation de l'activité par variation de la nature de l'amine en bout de chaîne latérale 

(diéthylènetriamine ou 1,4-diaminobutane). 
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2.1. Orientation du bras espaceur 

Comme dans le cas des monomères, les différences de structure des parties 

aromatiques des phénothiazines et des 2-aminodiphénylsulfures ne permettent pas de 

prévoir la meilleure orientation du bras espaceur. 

Dans la molécule 3, ce dernier est en para de l'atome de soufre. Mais, nous ne 

pouvons pas en déduire que la position para est optimale pour le bras espaceur des bis(2-

aminodiphénylsulfures). Nous avons donc décidé de synthétiser les trois composés 

analogues de 3 correspondant aux orientations en ortho, méta et para du bras espaceur par 

rapport à l'atome de soufre. 

2.2. Réduction ou non des fonctions amides 

Le cas est identique à celui des monomères portant deux chaînes latérales aminées. 

Les composés réduits (fonctions amines en a du noyau aromatique et aux extrémités du 

bras espaceur) et non réduits (fonctions amides en a du noyau aromatique et aux 

extrémités du bras espaceur) on été synthétisés et testés comme inhibiteurs de la TR. 

2.3. Amine en bout de chaîne latérale 

méthylpipérazine 

diméthylamine ou N-

Par analogie avec le composé 3, nous avons décidé de synthétiser des composés 

présentant la diméthylarnine en bout de chaîne latérale. De plus, d'après les résultats 

obtenus dans le cas des monomères issus du criblage ou synthétisés au laboratoire, par 

analogie avec le composé 1, les mêmes composés dimériques présentant une N­

méthylpipérazine en bout de chaîne latérale ont été synthétisés. 
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2.4. Longueur du bras espaceur 

Nous avons cherché à optimiser la longueur du bras espaceur : en plus de la chaîne 

centrale comprenant cinq atomes de carbone (par analogie avec le composé 3) ont été 

synthétisés les analogues avec, respectivement, deux atomes de carbone supplémentaires 

et deux atomes de carbone de moins. 

2.5. Présence ou non d'un atome d'halogène sur un des noyaux 

aromatiques 

Les études préalablement réalisées au laboratoire ont montré l'importance de 

l'atome de chlore en para de l'atome de soufre et en méta de la chaine latérale aminée(~= 

25 J.LM en présence de l'atome de chlore et 80 ~en l'absence de l'atome de chlore). 

Nous avons donc décidé d'ajouter cet atome de chlore comme substituant et de 

déterminer également l'effet du remplacement du chlore par un brome, un fluor ou un 

iode, pour suivre l'influence de la densité électronique ou de l'encombrement stérique. 

Nous espérions pouvoir ainsi déterminer l'influence de l'atome d'halogène sur l'efficacité 

de 1' inhibition. 

Dans le cadre des activités biologiques et des réactivités chimiques, chaque atome 

d'halogène présente des caractéristiques particulières en comparaison à un atome 

d'hydrogène : 

- l'introduction d'un atome d'halogène à la place d'un atome d'hydrogène rend la 

molécule plus lipophile ; 

- les halogènes présentent un effet inductif attracteur qui peut avoir des effets plus ou 

moins prononcés sur la distribution électronique des charges dans la molécule, sur la 

basicité ou l'acidité des groupements voisins, sur les moments dipolaires de la molécule et 

sur la réactivité des groupements voisins ; les électronégativités des différents atomes 

d'halogène sont classées dans l'ordre suivant: F >Cl> Br> 1; 
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-les distances carbone-halogène sont classées dans l'ordre suivant: 

d(C-F) < d(C-Cl) < d(C-Br) < d(C-1) ; 

-les tailles respectives des atomes sont classées dans l'ordre suivant: 

F <Cl< Br< I; 

-l'atome de fluor a la même taille qu'un atome d'hydrogène, il peut jouer le rôle 

d'accepteur de liaison hydrogène 

- les atomes de brome et d'iode, du fait de leur taille et de leur électronégativité plus 

faibles, sont de meilleurs nucléofuges qui donnent lieu plus facilement à des réactions 

secondaires. 

2.6. Diéthylènetriamine ou 1,4-diaminobutane en bout de chaîne latérale 

par analogie avec de bons inhibiteurs de la TR 

Récemment, au laboratoire, des études complémentaires ont été réalisées sur la 

nature de l'amine en bout de chaîne latérale. 115 Pour accroître les interactions de type 

ionique entre l'inhibiteur et le site actif de la TR, deux possibilités s'offraient à nous : 

- étant donnée l'orientation du ligand 1, ajout d'une chaîne latérale supplémentaire sur la 

partie hydrophobe qui pourrait interagir avec Asp1 w 

- variation de la longueur de la chaîne latérale préexistante et ajout de fonctions amines 

supplémentaires qui pourraient interagir avec les résidus carboxylates de plusieurs Glu 

simultanément. 

La solution choisie a été l'allongement de la chaîne latérale par une réaction de 

substitution nucléophile par une polyamine. Le but était de créer des interactions entre le 

ligand et Glu466./Glu467• et Glu18 simultanément. La distance entre les carboxylates du 

premier et du dernier résidu acide est environ de 12-13 A. Ainsi, la longueur optimale du 

bras entre deux groupements ammoniums interagissant avec ces deux zones de potentiel 

négatif doit se situer entre 6 et 8 Â ( 4 à 5 atomes de carbone entre les deux atomes 

d'azote). 

Les modifications chimiques sur le ligand ne doivent pas interférer avec 

l'interaction entre la partie aromatique de ce dernier et la poche hydrophobe du site. Les 
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chaînes latérales doivent pouvoir s'accommoder des groupements positifs pouvant exister 

dans la zone de potentiel négatif créée par les résidus acides dans le site. Ainsi, une 

variation structurale minime du ligand peut modifier complètement le mode de fixation de 

ce dernier. TI n'est donc pas possible de se fier uniquement aux hypothèses basées sur 

1' étude de modélisation moléculaire. 

Les composés synthétisés ont une chaîne latérale linéaire ou ramifiée (tableau 9) ou 

présentent des variations au niveau de l'azote terminal de la pipérazine de 1 (tableau 10). 

Ces composés ont été testés in vitro sur la TR de T. cruzi à 10 J.lM, puis, s'ils présentaient 

une activité, à 3 et 1 J.LM. Les pourcentages d'inhibition mesurés sont comparés à ceux de 

la clomipramine, composé le plus facilement disponible parmi les meilleurs inhibiteurs de 

la TR.97
•
120

•
121 Ces composés étaient ensuite testés in vitro sur la forme trypomastigote de 

T. cruzi puis, in vivo, pour les plus actifs. 

% inhibition TR 
(T. cruzi) 

Composé 

SB26 
SB32 
SB36 
SB18 
SB31 
SB25 

H (CH2hNH2 0 
H (CH2)]NH2 33 
H (CH2)4NH2 67 
H (CH2)2NH(CH2) 2NH2 12 
H (CH2) 3NH(CH2) 3NH2 53 
H (CH2) 2N((CH2hNH2)z 4 

SB30 (CH2hNH2 (CH2hNH2 75 
SB24 H (CH2)zNHC(=NH)NH2 30 
clomipramine 45 
T : cytotoxique 
nd : non déterminé 

tableau 9. 

1 

29 8 

22 11 

46 23 

16 4 

% inhibition in vitro 
(T. cruzi) 

25 12.5 6.25 

0 
T T T 
T T T 
T T T 
T T T 
T nd 0 
T T T 
T nd 0 
40 0 

Activité inhibitrice sur la TR de T. cruzi et sur la forme trypomastigote de T. cruzi 

104 



Composé 

1 
SB40 
SBA 
SBB 
SB43 
clomipramine 

R 

CH3 
(CH2)2NH2 

(CH2)2NHCOCH3 

(CH2)zNHCOC6H5 
H 

T : cytotoxique 
nd : non déterminé 

,Œ)) 
Cl NH 

1 
(CH,)3 

1 

C) 
J 

% inhibition TR 
(T. cruzi) 

10 3 1 
22 
22 
5 

5 
18 
45 

tableau 10. 

14 
5 

16 

11 
3 

4 

% inhibition in vitro 

25 
~T. cruzQ 

12.5 6.25 

T nd 0 
T nd T 
0 
0 
0 
40 0 

Activité inhibitrice sur la TR de T. cruzi et sur la forme trypomastigote de T. cruzi 

Les meilleures activités ont été obtenues avec les composés où les deux 

groupements ammoniums sont séparés par quatre (composé SB36) ou cinq (composé 

SB30) atomes de carbone. Des ~ de 24 et 12 J.LM ont été respectivement mesurés pour 

les composés SB36 et SB30. Ce dernier présente une activité inhibitrice comparable à 

celle de la clomipramine. De plus, tous ces inhibiteurs de la TR sont inactifs sur la GR 

humaine (à 10 JlM). Mais, in vitro sur le parasite et in vivo sur la souris, ces dérivés de 2-

aminodiphénylsulfures polyaminés présentent fréquemment une certaine cytotoxicité. 

Par analogie avec ces résultats et malgré la cytotoxicité des composés obtenus, 

nous avons décidé de greffer en bout de chaîne latérale la 1,4-diaminobutane et la 

diéthylènetriamine sur le meilleur des inhibiteurs de notre série. 
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Conclusion 

Une première génération de molécules sera synthétisée, puis, le potentiel inhibiteur 

sur la trypanothion réductase évalué : des monomères de 2-aminodiphénylsulfures 

possédant deux chrunes latérales aminées. 

orientation de la deuxième chaîne latérale ortho, méta ou para 
Y=Oou2H 

Une deuxième génération de molécules sera synthétisée, puis, le potentiel 

inhibiteur sur la trypanothion réductase évalué : des bis(2-aminodiphénylsulfures) 

possédant deux chaînes latérales aminées. 

orientation ortho, méta ou para du bras espaceur 
bras espaceur de trois (n = 1), cinq (n = 3) ou sept atomes de carbone (n = 5) 

X= H, Cl, Br, Fou 1 
Y=Oou2H 

R: diméthylamine, N-méthylpipérazine, diéthylènetriamine ou 1,4-diaminobutane 
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Deuxième chapitre 

Conception et évaluation d'inhibiteurs 

de la trypanothion réductase : 

mono et bis(2-aminodiphénylsulfures) 
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Introduction 

Dans ce chapitre sont décrites la synthèse des mono 2-aminodiphénylsulfures, à 

deux chaînes latérales aminées, et celle de première série de bis(2-

aminodiphénylsulfures). 

Dans le cas de notre première série de bis(2-aminodiphénylsulfures), plusieurs 

paramètres structuraux varient : 

- orientation du bras espaceur (onho, méta ou para), 

-longueur du bras espaceur, 

-amine en bout de chaîne latérale (diméthylamine, N-méthylpipérazine, 1,4-

diaminobutane ou diéthylènetriamine ), 

-atome d'halogène (chlore, brome, iode ou fluor) en para de l'atome de soufre sur le 

noyau aromatique portant la chaîne latérale. 

Dans tous les cas (sauf pour la diéthylènetriamine ou le 1,4-diaminobutane), les 

fonctions amide en a. des noyaux aromatiques sont sous forme non réduite ou réduite. 

X = H, Cl, Br, F ou 1 ; Y = 0 ou H ; n = 1, 3 ou 5 

première génération de bis(2-aminodiphénylsufures) 
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Dans le cas des 2-aminodiphénylsulfures, les seules variations structurales 

envisagées sont l'orientation, par rapport à l'atome de soufre, d'une des deux chaînes 

aminées (ortho, méta ou para) et la présence de fonctions amides ou amines en a des 

noyaux aromatiques. 

~s~ 1\ 
~ v~~\_/-cHa =<H y 

y <~ Y=OooH 

(__"ct.' 
dérivés de 2-aminodiphénylsulfures 

1. Synthèses des composés 

1. Aminodiphénylsulfures de départ 

Le composé à la base de toutes les synthèses décrites dans ce chapitre est le 2-

nitrodiphénylsulfure. La synthèse de ce composé se fait par substitution nucléophile 

aromatique (SNAr) d'un atome de chlore par un atome de soufre (schéma 1). 

schéma 1. Substitution nucléophile aromatique 

Cette réaction se fait entre le thiophénol et le 2-chloronitrobenzène (ou le 2,5-

dichloronitrobenzène dans le cas des inhibiteurs chlorés en para du soufre par 
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exemple). 115 La substitution est favorisée par la présence du groupement nitro en ortho (et 

du groupement chloro en para). En effet, le mécanisme de la SNAr passe par un 

intermédiaire possédant trois formes mésomères en équilibre (schéma 2). La formation de 

cet intermédiaire est favorisée par l'effet mésomère attracteur du groupement nitro en 

ortho (et celui du chlore en para). 

Cl 

((V + PhS" 

Cl~ NO.. 

schéma 2. Mécanisme de la SN Ar 

Dans notre série de composés, le deuxième noyau aromatique porte également une 

fonction amine. Cette fonction amine présente sur le thiophénol pourrait interférer dans la 

réaction de SNAr. L'atome d'azote et non l'atome de soufre pourrait substituer l'atome de 

chlore. 

Nous avons voulu protéger sélectivement l'atome d'azote, faire réagir la fonction 

thiol, puis déprotéger la fonction amine pour permettre la suite de la synthèse. 

1.1. Méthode protection/déprotection de la fonction amine 

Une méthode classique de protection sélective d'une fonction amine en présence 

d'une fonction sulfure est la benzoylation :122 le composé comprenant une fonction amine 

et une fonction thiol est traité par deux équivalents de chlorure de benzoyle dans la 

pyridine. Un groupement benzoyle se fixe sur l'atome de soufre et un autre sur l'atome 

d'azote. Puis, un traitement à l'ammoniaque permet de déprotéger sélectivement la 

fonction thiol, 123 qui peut ensuite réagir (schéma 3). La fonction amine est déprotégée par 

un traitement acide fort. 
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NSH-
y PhCOCI 1 Pyridine 

NH2 

rr::rSCOPh ____ _ 

y NH40Haq 

NHCOPh 

NSH 
y 

NHCOPh 

schéma 3. Protection sélective de la fonction amine 

Lors de la réaction de déprotection de la fonction thiol, nous avons observé la 

formation d'un seul produit qui n'était pas celui attendu : ce composé avait une masse 

molaire de 319 g/mol. 

1.2. Passage par un disulfure 

Nous pensions protéger la fonction thiol sous la forme d'un disulfure, benzoyler 

la fonction amine puis régénérer le thiol pour le faire réagir dans la SNAr. Différentes 

méthodes ont été testées : traitement par un mélange soude méthanolique/iode 

bisublimé, 124 NaOH aqueux 10%/H20 2 3%, ~OjEtOH/H20125 ou barbotage d'air dans 

une solution de NaOH aqueux 10%. Dans tous les cas, le disulfure attendu ne s'est pas 

formé. 

1.3. Méthode directe 

Des études sur le 2-aminothiophénol126 avaient montré que la substitution pouvait 

se faire sans protection préalable de la fonction amine (schéma 4). Le 2--chloronitrophénol 

(substitué ou non en para) est traité à reflux par un léger excès d'aminothiophénol et un 

gros excès d'acétate de sodium anhydre dans de l'éthanol absolu.127 

~louBr+ 

X~N02 
X : H, Cl, Br, 1 ou F 

CH3COONa anhydre 
EIOH absolu 

reflux 

schéma 4. Synthèse des diphénylsulfures 
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Différents aminodiphénylsulfures ont été synthétisés nécessitant différents 

nitrobenzènes au départ : 2-chloronitrobenzène, 2,5-dichloronitrobenzène~ 2,5-

dibromonitrobenzène, 2-chloro-5-fluoronitrobenzène, 2-chloro-5-iodonitrobenzène. Les 

quatre premiers produits sont commerciaux. Le cinquième a dû être synthétisé, au 

laboratoire, à partir de la 4-chloro-3-nitroaniline par un traitement avec un mélange 

2. Fixation du bras espaceur 

La fixation du bras espaceur se fait par acylation de la fonction amine des 

différents diphény !sulfures. 

Dans le cas du bras espaceur comprenant cinq atomes de carbone, nous pensions 

faire réagir le diphénylsufure aminé sur l'anhydride glutarique (schéma 5), puis coupler 

l'acide formé avec ce même diphénylsulfure. 

La formation de l'acide se fait par réaction avec l'anhydride glutarique dans la 

pyridine. 

schéma 5. Formation de l'acide par réaction avec l'anhydride glutarique 

Différentes méthodes de couplage acide/amine ont été testées : 

-passage par un ester activé par traitement avec un mélange HOBT/HBTU/DIENDMF, 

puis couplage de cet ester, 

- passage par un ester activé, par traitement avec un mélange N-hydroxysuccimide/DCC/ 

DMF, puis couplage de cet ester, 

- activation de l'acide par formation de l'anhydride correspondant avec la DCC dans 

CH2Cl2, puis couplage avec l'amine. 
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Les esters activés se forment mais ne réagissent pas avec l'amine aromatique. Par 

contre, l'anhydride ne se forme pas. 

Le principe des esters activés sera détaillé dans le quatrième chapitre portant sur les 

dérivés dissymétriques. 

2.1. Cas général 

La fixation du bras espaceur a finalement été réalisée, simultanément, aux deux 

extrémités, par réaction avec des dichlorures d'acides commerciaux (schéma 6). 

Dans le cas des composés où n = 3 ou 5, la réaction se fait dans la pyridine pure, 

avec deux équivalents d'aminodiphénylsulfure pour un équivalent de dichlorure d'acide. 

C'YYCI 
0 0 

schéma 6. Fixation du bras espaceur 

La pyridine permet de piéger les molécules de HCl qui se forment et d'activer le 

dichlorure d'acide (le mécanisme d'activation sera décrit en détail dans le § 4.1.). 

2.2. Cas où n=l 

Dans le cas du dichlorure de propanoyle, le manque de stabilité du réactif nécessite 

l'utilisation de l'éther comme solvant et de deux équivalents de pyridine. L'addition de 
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plus de deux équivalents de pyridine entnu"ne le noircissement du milieu réactionnel et la 

dégradation du chlorure d'acide avant réaction. L'ajout trop rapide du dichlorure de 

propanoyle provoque le même phénomène. Cela est dû très probablement à la très grande 

instabilité du réactif, d'où 1' utilisation d'éther préalablement séché sur tamis et de pyridine 

fraîchement distillée, et l'ajout du réactif avec beaucoup de précautions. 

3. Réduction du groupement nitro 

Dans un premier temps, la réduction (schéma 7) a été réalisée dans 1 'éthanol 

absolu, en présence de nickel de Raney, sous pression d'hydrogène (lOO bars) et à 80°C 

pendant cinq heures. La réaction se fait dans un autoclave sous pression, agité et chauffé. 

Mais, cette méthode ne convient pas aux petites quantités, consomme beaucoup de solvant 

et est peu pratique à mettre en oeuvre. 

schéma 7. Réduction des groupements nitro 

Finalement, une méthode beaucoup plus facile à mettre en oeuvre, plus rapide et 

adaptée à toutes les quantités, a montré son efficacité sur les produits de notre série. Elle 

consiste, selon une réaction analogue à la réaction de Clémmensen, en un traitement à la 

poudre de fer et à 1' acide chlorhydrique concentré, dans de 1' éthanol à 95°. 128 Une simple 

filtration sur célite permet de récupérer le produit. Le seul inconvénient est sa couleur 

souvent marron due à la présence de traces de fer. Mais, ce dernier n'interfère pas dans 

l'étape suivante. 
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Le mécanisme généralement admis pour la réduction de groupements nitro en 

amines, par des métaux tels que le fer ou le zinc, fait intervenir des intermédiaires nitroso 

et hydroxylamine (schéma 8). 129 

/~ 

0,1) 
Ar-N 

\) 
métal 

e 

- _e métal - -
Ar-N-Q.I ----Ar-N=O 1 

u 

métal 
Ar-N-Q:-H 

EL 
Ar-N-Q.-H 

schéma 8. 

0-H 
0-/ 

Ar-N 

"D' ~/ 

e l métal 

(o-H 
-'/ 

Ar-N"~ 
,o/ 
e 

Ar-N-Q.-H 

1 
H 

l métal/ff' 

Ar-NH2 

Mécanisme de réduction d'un groupement nitro 

4. Fixation des chaînes latérales aminées 

Dans le cas des composés déjà synthétisés au laboratoire, la fixation de la chaîne 

latérale sur le 2-aminodiphénylsulfure se fait en deux étapes distinctes (schéma 9) :115 

- acylation de la fonction amine par le chlorure de 3-chloropropanoyle (traitement par un 

léger excès de chlorure d'acide et de pyridine dans l'éther), 

- puis, substitution de l'atome de chlore en bout de chaîne par une amine primaire ou 

secondaire (traitement par un excès d'amine dans l'éther). 
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schéma 9. Fixation de la chaîne latérale aminée 

4.1. Diméthylamine, N -méthylpipérazine ou 1,4-diaminobutane 

Dans notre série de composés à deux chaînes latérales, cette méthode n'a pu être 

appliquée. 

Dans un premier temps, pour des raisons de solubilité, l'éther n'a pu être utilisé. 

Le traitement du composé diaminé par un léger excès de chlorure de 3-chloropropanoyle 

dans la pyridine pure entraîne la formation d'un composé dont l'atome de chlore d'une 

des chaînes latérales est substitué par la pyridine pour former ainsi le sel de pyridinium 

correspondant. Enfin, pour des raisons de solubilité, le THF a été choisi comme solvant. 

Mais, le même composé se forme si on réalise la réaction dans le THF avec un léger excès 

de pyridine. Dans les deux cas, ce groupement pyridinium n'a pu être déplacé, ensuite, 

par la N-méthylpipérazine ou la diméthylamine. 

~s'r(Y~~~~s~ 
~-V o o V .. ~ o=<H H>=o 

(_ cr ) 

Cl 0 
sel de pyridinium 
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Cette réaction a été mise en oeuvre en 1' absence de pyridine. Mais, la formation de 

chaque composé dimérique substitué s'accompagne de l'apparition de deux molécules 

d'acide chlorhydrique, qui protonent les amines aromatiques libres encore présentes dans 

le milieu réactionnel. Ces amines protonées ne peuvent plus réagir. Ainsi, le rendement de 

la réaction est au maximum de 50%. De plus, le produit de départ et le produit d'arrivée 

ont des Rf identiques (dans les éluants classiquement utilisés pour notre série de 

composés), d'où l'impossibilté de purifier le produit formé. 

En plus de cette fonction de piégeage de l'acide chlorhydrique formé, la pyridine 

permet également d'activer le chlorure d'acide (schéma 10). 

(oDJ) 

-c~~o~ 
cr 1 

# 

CC 
NHa 

SR 

CC
~~CI !\.. 

~ + "Cl ,'HN\__/ 

SR 

schéma 10. Activation du chlorure d'acide 

Nous avons donc recherché une amine tertiaire permettant . de rendre totale 

l'acylation des fonctions amines et pouvant être déplacée ensuite par la N-

méthylpipérazine ou la diméthylamine: 

- le remplacement de la pyridine par la DIEA n'a pas conduit à l' acylation des fonctions 

amines libres, 

- l'utilisation de la N-éthylpipéridine permet d'observer la formation du produit acy lé, où 

un des atomes de chlore est substitué par un groupement N-éthylpipéridinyle. 
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sel de pipéridinium 

De nombreux essais ont montré que : 

-la disparition totale des fonctions amines libres (constatée par une révélation ninhydrine 

négative) nécessite au minimum trois équivalents de chlorure d'acide et 5 équivalents de 

N-éthylpipéridine (NEP), 

- le produit formé est un sel de pipéridinium qui est difficile à purifier du fait de sa nature 

de sel. L'élimination du chlorure d'acide en excès nécessite un traitement aqueux (pour 

transformer tout le chlorure d'acide restant en acide), puis basique (pour éliminer l'acide). 

De plus, l'élimination de la NEP en excès nécessite un traitement aqueux voire acide. 

L'importante solubilité du sel dans les phases aqueuses empêche donc toute purification 

par extraction. Sa nature de sel interdit également toute purification par chromatographie 

sur colonne de silice. 

Nous avons essayé de réaliser, directement sur le produit brut, la substitution de 

l'atome de chlore ou de la N-éthylpipéridine (chauffage à reflux en présence de 20 

équivalents de N-méthylpipérazine ou de diméthylamine ). Les deux amines utilisées 

déplacent l'atome de chlore et la N-éthylpipéridine quantitativement. Le déplacement de 

l'amine en bout de chaîne nécessite le chauffage à reflux du THF : la réaction ne se fait 

pas à froid et très peu à température ambiante. 

En nous basant sur ces résultats, nous avons essayé de mettre au point une 

synthèse en deux étapes "one pot" en utilisant directement la diméthylamine pour 
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l'acylation des fonctions amines. Mais, la réaction d'acylation n'est pas totale. La même 

observation a été faite pour la N-méthylpipérazine. 

Tout en conservant le principe de deux étapes en une seule réaction, nous sommes 

revenus à l'utilisation de la N-éthylpipéridine pour permettre l'acylation totale des amines 

primaires aromatiques. Le mode opératoire mis en oeuvre est le suivant : 

- dans un premier temps, ajout du chlorure d'acide (5 équivalents) sur la solution de 

bis(2-aminodiphénylsulfure) aminé dans le THF anhydre, agitation pendant quelques 

minutes pour bien homogénéiser le mélange, puis ajout en trois fois de la N-

éthylpipéridine (3 équivalents à chaque fois), le tout à froid, 

- enfin, ajout dans le milieu réactionnel de la N-méthylpipérazine ou de la diméthylarnine 

(20 équivalents) et chauffage à reflux. 

L'amine doit être additionnée, par portions, après le chlorure d'acide pour 

permettre une bonne homogénéisation préalable du milieu avant le début de la réaction et 

donc une bonne réactivité du chlorure d'acide sur les amines aromatiques. 

L'utilisation de THF anhydre est nécessaire pour éviter l'hydrolyse du chlorure 

d'acide. 

Ce mode opératoire permet d'obtenir de bons rendements globaux. TI s'applique à 

la diméthylamine, à la N-méthylpipérazine et au 1,4-diaminobutane (schéma 11). 

fj(':OWO:~ H H ~ 1 ~ ~~ :owv.~ H H::fl 1 ~ X~H .h n :::,... H 2~X 1) CJCO(CH2)2CJ X :::,.. H .h n :::,.. H .h X 
2 N-éthylpipéridlne 1 THF 1 OOC 

2) N-méthylpipérazlne 1 THF 
reftux 

Ha Ha 

schéma 11. Exemple de fixation d'une chaîne latérale aminée 
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4.2. Diéthylènetriamine 

Nous souhaitions fixer la diéthylènetriamine en bout de chaîne latérale par sa 

fonction amine secondaire. n était donc nécessaire de protéger préalablement les deux 

fonctions amines primaires. Le schéma réactionnel est celui mis en oeuvre dans le cas des 

2-aminodiphénylsulfures :115 protection des amines primaires par des groupements 

trifluoroacétates (traitement par un mélange trifluoroacétate d'éthyle/acétonitrile/eau), 

fixation de l'amine diprotégée en bout de chaîne (mode opératoire décrit précédemment 

légèrement modifié car l'amine sous forme d'un sel de trifluoroacétate doit être ajoutée 

avec de la triéthylamine), puis déprotection par un traitement à la lithine. 

5. Réduction des fonctions amides 

En l'absence de fonctions amines primaires et secondaires (schéma 12), l'hydrure 

mixte de lithium et d'aluminium, LiAlH4, doit pouvoir réduire les composés obtenus, le 

mode opératoire étant plus simple que celui utilisant le borane BH3, méthode utilisée dans 

le cas des 2-aminodiphénylsulfures. 115 

schéma 12. Réduction simultanée des quatre fonctions amides 

Le premier mode opératoire mis en oeuvre est le suivant : traitement à reflux avec 

cinq équivalents de LiAlH4 dans le THF anhydre, neutralisation à froid avec AcOEt, 

concentration au quart, puis filtration des sels de lithine formés et récupération du produit 

par évaporation à sec. Dans le cas de notre série de composés, les quatre fonctions amides 
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ont été réduites, mais le produit n'a pu être récupéré il est vraisemblablement resté 

prisonnier dans les sels de lithium. 

Finalement, la méthode au borane, inspirée du protocole expérimental de Brown et 

Heim, 130 a permis de réduire les quatre fonctions amides simultanément : traitement à 

reflux dans le THF anhydre par une solution de BH3 dans le THF. A la fin de la réaction, 

l'excès de BH3 est hydrolysé afin de former de l'acide borique, facilement éliminé par un 

lavage en milieu basique. 

Le mécanisme d'action du borane est basé sur la formation d'un complexe du bore 

(schéma 13). 

/A 
HN 

----1-128-AA. 
A 

H 1 

~~ NH 

~·~~ 
A' tl, ,_l~, 

/' 

'*~w), 

H 

~ A' BH3 + 1 
3 ~ vv ----- 3A/NVVA' + B(O'h l h~ly~ 

B(OHb 

schéma 13. Mécanisme de réduction des amides par BH3 
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6. Schéma de synthèse des 2-aminodiphénylsulfures substitués 

par deux chaînes latérales aminées 

1 a-c 

a: ortho 
b: meta 
c: para 

2-chloronitrobenzene 

C H3COONa anhydre 
EtOH absolu 

reflux 

~5~-~ solution 1 M BH:fTHF 

~ V )' THFanhydre 
NH ) reflux 

) ~) 
CH3 

CH3 9 a-c 
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1 
H2 100bars 
Ni de Raney 
EtOH absolu 
80°C 

2 a-c 

OCVNH, 
NH2 

7 a-c 

1) chlorure de 3-chloropropanoyle 
N-éthylpipéridine 1 THF anhydre 
ooc 
2) N-méthylpipérazine 1 THF anhydre 
reflux 

~s~-~ 
~ V~o NH 

0 

) ~) 
CH3 

8 a-c 



7. Schémas de synthèse des bis(2-aminodiphénylsulfures) 

7.1. Variation de l'orientation du bras espaceur et de l'amine en bout de 

chaîne latérale (diméthylamine ou N-méthylpipérazine) 

H Sv 2-chloronitrobenzene 
1 -NH2 

h CHaCOONa anhydre 
EtOH absolu 

2 a-c 

1 a-c reflux 

a: ortho 
b: meta 
c: para 

1 dichlorure de pentanoyle 1 pyridine 

• T.amb. 

~s~~r7Ys~ 
~ .. v~ ~0_ -~ 3a-c 

N02 02N 

1 H2 1 00 bars 1 Ni de Raney 1 EtOH absolu t ao•c 

~s~~r7Ys~ 
~- . v~ ~0 ~ 4a-c 

NH2 H2N 

~ 
1) chlorure de 3-chloropropanoyle 1 N-éthylpipéridine 
THF anhydre 1 OOC 
2) N-méthylpipérazine ou diméthylamine 
THF anhydre 1 reflux 

~~NJl;JNr"îf 
~-·-vH Hv_ 5 a-c 

NH H 

\/'"' O::z.f\N-cH, H,C---N\_/1\ 
'cHa \_/ 

1 solution 1 M BHa/THF 
• THF anhydre 1 reflux 

Ha~/ 
.,N 5' a-c 

Hac' 
ou 

uv~~~a)) 
NH H5 

OU ~{)-cH, H,c-0 OU 

Sa-c 

Ha~/ 
N 6' a-c 

Hacf 
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7.2. Variation de la longueur du bras espaceur (en position méta) 

HSyYNH
2 

2-chloronitrobenzene ~syYNH2 

V CH3(;00Na anhydre ~- _ V 
EtOH absolu N Oz 

dichlorure d'acide 

2b 

1 b reflux ~ 
pyridine ou éther 1 pyridine 
T.amb. 

(J(X)~~~'(()) 1 Il "Il 1 1 10b {n=S) 
h- o o ~ h- 14 b {n=1) 

H2 100 bars 1 Ni de Raney 1 EtOH absolu 
80°C 

N02 ~ 02N 

~"(Y~~~yY~ 11 b {n=S) 

~-- . V o 0 V ~ 15 b {n=1) 
N~ H~ 

~ 
1) chlorure de 3-chloropropionyle 1 N-éthylpipéridine 
THF anhydre 1 ooc 
2) N-méthylpipérazine 1 THF anhydre 1 reflux 

~syY~~~yY~ 12b {n=S) 

~- .. v o o V /V 1s b <n=1> 
NH NH 

~Q-cH, H>O-C•~o 
~ solution 1 M BH:iTHF 

THF anhydre 1 reflux 

H H 

(J({)"vy"'(()) 
~; ~1\1 ~ 
Nv-c H3 H3(;-N\.__/ 
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7.3. Variation de l'atome d'halogène (bras espaceur à 5 atomes de carbone 

et en position méta) 

j 
2,5-dichloro- ou 2,5-dibromo- ou 2-chloro-5-fluoro- ou 
2-chloro-5-iodonitrobenzène 
CH ~OONa anhydre 1 EtOH absolu 1 reflux 

18 b (X= Cl) 
23 b (X= Br) 
28b(X=F) 
33 b (X= 1) 

j dichlorure de pentanoyle 1 pyridine 
T.amb. 

Msv~~~vsn 19b(X-CI) 1 ~ Il Il ?' 1 1 ~ 24 b (X ;: Br) 
~ 0 o ~ ~ 29b(X=F) 

N 02 j 02N X 34 b (X= 1) 
H2 100 bars 1 Ni de Raney 1 EtOH absolu 
80°C 

~ ~ ?' ~ 20b(X=CI) M ~ ~'(Y 
Il Il 25 b (X = Br) v 0 0 "' , n 30b(X=F) 

H2 H2N X 35 b (X = 1) 

j 
1) chlorure de 3-chloropropanoyle 1 N-éthylpipéridine 
THF anhydre 1 0°C 
2) N-méthylpipérazine 1 THF anhydre 1 reflux 

M 
~ ~'(Y 21 b (X=CI) yy ~ ?' 1 ~ 26b(X=Br) . V o o ~ .AA 31b(X=F) oi ~ ;;= x 36b(X=I) 

V-:-CH3 H3C-Nv 

j solution 1 M BHs/THF 
THF anhydre 1 reflux 

H H 

M:V"~"V:Mx 
~CHH, H~-d 
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27 b (X= Br) 
32 b (X= F) 
37 b (X= 1) 



7.4. Variation de l'amine en bout de chaîne latérale : diéthylènetriamine ou 

1,4-diaminobutane (bras espaceur à 5 atomes de carbone et en position 

méta) 

AX'drll~"((n 
Br N~ H2N Br 

25b 

j 
1) chlorure de 3-chloropropanoyle 1 N-éthylpipéridine 
THF anhydre 1 O"C 
2) 1,4-diaminobutane 1 THF anhydre 1 reflux 

s ~ ~YV MVrilV ... X) 
Br O~H HN>=O Br 

<A A JN~ H2~> 
~, " " ~ 

38b 

schéma 14. 1,4-Diaminobutane en position terminale 

~s~~~YJY's'0 25b 

~.Vo oVA,A 
Br Nli! H:tl Br 

H,N'\,/'N/'vN~ 
H 

1) chlorure de 3-chloropropionyle 1 N-éthylplpéridlna 
THF anhydre 1 O"C 

2) E~ 1 THF anhydre 1 reflux 

Fs(:OCHN"-./"- /'vNHCOCF3 1 

CFsC O,Et/ CHs(:N 1 H 
reflux 

------~ 
~ 

schéma 15. Diéthylènetriamine en position terminale 
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II. Résultats enzymatiques et Discussion 

Nous avons mesuré les IC50 de notre série de composés, pour la trypanothion 

réductase, dans le but de déterminer les caractéristiques structurales optimales pour la 

conception d'inhibiteurs de la TR. 

La concentration inhibitrice 50 ou IC50 est une constante couramment utilisée pour 

exprimer le pouvoir inhibiteur d'une molécule, ceci quel que soit le type d'inhibition. Elle 

correspond à la valeur de la concentration en inhibiteur qui est nécessaire pour réduire de 

50% l'activité de l'enzyme considérée. Cette valeur dépend des conditions expérimentales 

utilisées, en particulier des concentrations en enzyme et en substrat. Elle permet 

néanmoins de faire des comparaisons entre plusieurs inhibiteurs dans un système donné. 

Pour notre série de composés, les mesures des IC50 ont été faites en présence 

d'une concentration en substrat T(S)2 de 57 ~(correspondant au Km du substrat pour 

l'enzyme). Le composé pris comme référence est la clomipramine qui présente une IC50 

de 12 JlM. 

En nous basant sur les IC50 de notre première série de composés, nous avons pu 

tirer des conclusions quant aux caractéristiques structurales permettant d'optimiser 

l'activité inhibitrice vis-à-vis la TR. 

En plus des tests spectrophotométriques réalisés au laboratoire, la Société Janssen 

Pharmaceutic a réalisé les tests suivants : 

- tests sur la TR de Trypanosoma cruzi et la GR humaine, pour déterminer la spécificité 

des composés, 

- tests in vitro sur différents parasites : T. cruzi, T. brucei, L. infantum, 

- mesure de la cytotoxicité, 

- tests in vivo sur des souris infectées. 

Dans le cas des tests sur la TR, les tableaux présentent l'activité TR résiduelle sous 

la forme de pourcentages. Plus ce pourcentage est faible, meilleure est l'inhibition. 
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1. 2-Aminod.iphénylsulfures à deux chaînes latérales aminées 

1.1. Tests spectrophotométriques 

1 .1.1 . Résultats 

Le tableau de résultats suivant présente les IC50 pour les composés non réduits et 

réduits. 

Molécule Orientation y -R IC so (J.LM) 

Sa ortho 0 >60 

Sb méta 0 >60 

Sc para 0 /"""\ >60 

9a ortho 2H 
-\.__f-cH3 

>60 

9b méta 2H >60 

9c para 2H >60 

[T(S)2] = 57 J.LM 

1.1.2. Discussion : Importance de la structure dimérique 

Des calculs de dynamique moléculaire ont permis de prédire la position et la 

conformation du composé 1 dans le site actif de la TR (voir premier chapitre, & 1.2.2.). 

Ce composé engage des liaisons ioniques entre les sites ammoniums de sa chaîne 
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latérale aminée et des extrémités carboxylates des résidus glutamiques 466' et 467' du site 

actif de la TR. 

composé 1 

Contrairement au site actif de la GR, il existe des résidus carboxylates 

supplémentaires dans le site actif de la TR: Glu18 ou proches du site actif: Asp 1w Asp347 

ou Glu118 • TI paraissait donc intéressant d'augmenter le nombre de chaînes aminées 

portées par la partie aromatique de l'inhibiteur, d'où la synthèse de 2-

aminodiphénylsulfures possédant deux chaînes latérales aminées. 

Quelle que soit l'orientation relative des deux chaînes latérales et la nature de la 

fonction R1NHC(Y)~ (amide ou amine), les composés synthétisés présentent des IC50 

supérieures à 60 ).lM. 

L'accroissement du nombre de chaînes latérales aminées portées par une seule 

entité 2-aminodiphénylsulfure, pouvant engendrer des liaisons ioniques avec des résidus 

acides du site actif de la TR, n'est donc pas un élément suffisant pour améliorer l'activité 

inhibitrice sur la TR des 2-aminodiphénylsulfures. 
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1.2. Tests Janssen 

1.2.1. Résultats 

Produit Modèle Activité in vitro (lM) Criblage TR (%) Activité in vivo 

25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.78 1 E-5 3 E-6 1 E-6 40mpk 20mpk 

T.brucei 0 0 0 93 100 100 
Sa T.cruzi 0 0 

Linjantum 0 0 
cytotoxicité 0 8 0 16 0 

J:brucei 0 0 0 100 100 100 7.7.7 
Sb T.cruzi 40 0 

Linfantum 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 0 

T.brucei 0 0 0 100 100 100 
Sc T.cruzi 40 0 

Linfantum 0 0 
cytotoxicité 0 0 4 0 12 

T.brucei 100 100 90 100 99 100 7.7.7 
9a T.cruzi T T 

Linfantum T T 
cytotoxicité 57 72 75 0 0 

J:brucei 100 100 100 100 99 97 
9b T.cruzi T T 

Linfantum T T 
cytotoxicité 81 57 83 59 0 

T.brucei 100 100 100 100 100 100 7.7 
9c T.cruzi T T 

Linfantum T T 
cytotoxicité 48 62 43 78 0 

1.2.2. Discussion 

Tous les dérivés de ~-arn.inodiphénylsulfures sont inactifs sur la GR. 

Dans le cas des composés non réduits, l'absence d'activité sur la TR est 

confirmée. Une légère activité in vitro sur T. cruzi est décelée (40 % à 12.5 JJM) pour les 

composés Sb et Sc, ainsi qu'une faible cytotoxicité. Les tests réalisés in vivo pour les 

composés Sb, 9a et 9c montrent l'absence totale d'activité. 

Tous les composés réduits présentent une cytotoxicité importante interdisant toute 

conclusion quant à leur action, in vitro, sur les parasites. 
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2. Bis(2-aminodiphénylsulfures) 

2.1. Tests spectrophotométriques 

2.1.1. Résultats 

Le tableau de résultats suivant présente les IC50 mesurées pour les composés non 

réduits (Y : 0). 

y y 

av~u·n 1 -N N- 1 1 
#H n H ~ / .,.? 

X NH NH X 

y~ ~ 
R R 

Molécule n Orientation x -R IC so (J!M) 

Sa 3 ortho H ) 60 
/\ 

1.8 Sb 3 méta H -~CH3 

Sc 3 para H 2.5 

S'a 3 ortho H 

) 
>60 

S'b 3 méta H 
-r(CH3 23 

CH3 

S'c 3 para H >60 

12b 5 méta H 7 

16b 1 méta H >60 

21b 3 méta Cl 
-CN-cH3 

0.8 

26b 3 méta Br 0.55 

3lb 3 méta F 0.67 

36b 3 méta I 0.5 

[T(S)2] = 57 J.!M 
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Dans le cas de notre famille de bis(2-aminodiphénylsulfures), les composés 

réduits (Y: 2H) ont tous posé des problèmes de solubilité dans les conditions du test (voir 

partie expérimentale) : ils précipitent dans le tampon enzymatique à 14.25 J.1M (2% en 

DMSO). Les IC50 obtenues pour ces molécules ne sont donc absolument pas fiables et ne 

sont pas présentées. 

Deux amines supplémentaires ont été greffées en bout de chaîne latérale : le 1,4-

diaminobutane et la diéthylènetriamine. 

Molécule -R re so (J.LM) 

38b 0.35 

40b 0.9 

2.1.2. Discussion 

2.1.2.1. Orientation du bras espaceur 

Les noyaux aromatiques des phénothiazines sont plans. Cette caractéristique 

structurale impose une certaine position du bras espaceur vis-à-vis des chaînes latérales 

dans le cas des bis phénothiazines tels que le composé 3. 
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~s~ ~si 
~?~AA~NAA 

,...CH3 

~CH3 

H H 

composé 3 

Par contre, les deux noyaux aromatiques d'un groupement diphénylsulfure non 

substitué sont perpendiculaires, en l'absence de toute contrainte. Nous ne pouvions donc 

prédire l'orientation du bras espaceur vis-à-vis de la chaîne latérale permettant de mimer la 

structure du composé 3 et/ou d'obtenir la meilleure activité inhibitrice sur la TR. 

De plus, par analogie avec le composé 3, les premières molécules synthétisées 

possédaient un bras espaceur constitué de cinq atomes de carbone (n = 3). La longueur 

optimale de ce dernier a été déterminée ultérieurement. 

Les résultats enzymatiques obtenus étaient prometteurs avec des IC50 de l'ordre de 

la micromole. 

Les bis(2-aminodiphénylsulfures) possédant deux chaînes latérales aminées se 

sont révélés être de bien meilleurs inhibiteurs de la TR que les 2-aminodiphénylsulfures 

possédant deux chaînes latérales aminées (IC50 d'environ 2 J..LM pour les meilleurs bis(2-

aminodiphénylsulfures) par rapport à des IC50 supérieures à 60 J.1M dans le cas des 2-

aminodiphénylsulfures). Ce résultat montre l'intérêt de la présence de deux parties 

hydrophobes pour optimiser l'activité des inhibiteurs de la TR de la famille des 2-

aminodiphénylsulfures. 

La meilleure orientation pour le bras espaceur sur le deuxième noyau 

aromatique du groupement diphénylsulfure est en méta de l'atome de soufre. En 

effet, dans le cas de la N-méthylpipérazine, les résultats sont les suivants : 

- l'orientation en méta donne une IC50 de 1.8 J.!M, 
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- l'orientation en para donne une IC50 de 2.5 J..LM, 

-l'orientation en ortho donne une IC50 de 60 J..LM. 

Dans le cas de la diméthylamine, les résultats sont les suivants : 

- l'orientation en méta donne une IC50 de 23 J..LM, 

- l'orientation en para donne une IC50 supérieure à 60 J..LM, 

- l'orientation en ortho donne une IC50 supérieure à 60 J..LM. 

En ce qui concerne l'orientation du bras espaceur, le meilleur inhibiteur est donc le 

composé suivant : 

2.1.2.2. Amine en bout de chaîne latérale : diméthylamine ou N-méthylpipérazine 

La première étude de l'amine en bout de chaîne latérale a été réalisée simultanément 

à l'étude de l'orientation du bras espaceur. 

La diméthylamine a été sélectionnée par analogie avec le composé 3 et la N­

méthylpipérazine par analogie avec le composé 1. 

Quelle que soit l'orientation du bras espaceur, la N -méthylpipérazine donne 

de bien meilleurs résultats que la diméthylamine : 

- orientation en ortho : IC50 respectivement = 60 J.LM et > 60 J..LM, 

- orientation en méta : IC50 respectivement = 1.8 J..LM et = 23 J..LM, 

- orientation en para : IC50 respectivement = 2.5 J..LM et > 60 J..LM. 
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En ce qui concerne l'orientation du bras espaceur et la diméthylamine ou laN­

méthylpipérazine en position terminale de la chru."ne latérale, le meilleur inhibiteur est donc 

le composé Sb suivant : 

composé Sb (IC50 = 1.8 J.LM) 

2.1.2.3. Longueur du bras espaceur 

Trois longueurs ont été choisies pour le bras espaceur : trois, cinq ou sept atomes 

de carbone (respectivement, n = 1, 3 ou 5). 

La chaîne centrale à S atomes de carbone (n = 3, IC50 = 1.8 J.!M) donne 

une meilleure inhibition que la chaîne à sept atomes de carbone (n = 5, IC50 

= 7 J.LM) et bien meilleure que la chaîne à trois atomes de carbone (n = 1, IC50 

> 60 J.LM). 

En ce qui concerne l'orientation, la longueur du bras espaceur et la diméthylamine 

ou la N-méthylpipérazine en position terminale de la chaîne latérale, 1e meilleur inhibiteur 

est donc le composé suivant : 

composé Sb (IC50 = 1.8 J.LM) 
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2.1.2.4. Atome d'halogène en para de l'atome de soufre 

Dans le cas des 2-aminodiphénylsulfures, les composés présentant un atome de 

chlore en para de l'atome de soufre et en méta de la chaîne latérale aminée donnent . une 

meilleure inhibition que les composés non chlorés. Nous avons donc décidé de 

synthétiser les bis(2-aminodiphénylsulfures) présentant un atome d'halogène (chlore, 

brome, fluor ou iode) en para de l'atome de soufre et en méta de la chaîne latérale aminée. 

Quel que soit l'atome d'halogène, le pouvoir inhibiteur du bis(2-

aminodiphénylsulfure) est meilleur que dans le cas du composé Sb. Nous avons 

amélioré le pouvoir inhibiteur d'un facteur trois environ (IC50 = 1.8 J.1M en l'absence 

d'atome d'halogène). En effet, les résultats sont les suivants: 

- IC50 = 800 nM pour le composé chloré, 

- IC50 = 550 nM pour le composé bromé, 

- IC50 = 670 nM pour le composé fluoré, 

- IC50 = 500 nM pour le composé iodé. 

Les ordres de grandeur des IC50 étant similaires quel que soit l'atome d'halogène, 

il est impossible de déduire l'influence réelle de la variation de la nature de l'atome 

d'halogène. 

Le meilleur résultat est obtenu avec le composé iodé (IC50 = 500 nM), l'inhibition 

est légèrement meilleure que celle du composé bromé (IC50 = 550 ilM) ; mais, du fait de 

sa plus grande électropositivité et de sa plus grande taille, l'atome d'iode est un meilleur 

nucléofuge que l'atome de brome et les risques de réactions dues au départ de l'atome 

d'iode plus grands. 

Pour la suite de notre étude, nous avons donc décidé de nous baser sur le composé 

26b bromé. 
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composé 26b (IC50 = 550 nM) 

2.1.2.5. Amine en bout de chaîne latérale: diéthylènetriamine ou 1,4-diaminobutane 

Par analogie avec des études réalisées sur les 2-aminodiphénylsulfures, nous 

avons synthétisé les bis(2-aminodiphénylsulfures) présentant le 1,4-diaminobutane ou la 

diéthylènetriamine en bout de chaîne latérale. 

Le meilleur résultat est obtenu avec la diéthylènetriamine avec une IC50 de 

350 nM. Un facteur d'environ 1.5 a été ainsi gagné par rapport au composé 

correspondant présentant la N-méthylpipérazine en bout de chaîne latérale. 

En ce qui concerne l'orientation, la longueur du bras espaceur l'amine en position 

terminale de la chaîne latérale et l'atome d'halogène en para de l'atome de soufre, le 

meilleur inhibiteur est donc le composé suivant : 

composé 38b (IC50 = 350 nM) 
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2.2. Tests Janssen 

2.2.1. Composés non halo~énés. non réduits. possédant un bras espaceur à cinq atomes 

de carbone 

Produit Modèle Activité in vitro (:tM) Criblage TR (%) Activité in vivo 

25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.78 1 E-5 3 E-6 1 E-6 40mpk 20mpk 

T.brucei 0 0 0 100 100 100 
Sa T.cruzi 0 0 

L.infantum 0 0 
cytotoxicité 7 3 0 3 0 0 

T.brucei 0 0 0 67 80 91 
Sb T.cruzi 40 0 47 75 90 

Linfantum 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 

T.brucei 0 0 0 66 84 100 
Sc T.cruzi 0 0 50 79 94 

Linfantum 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 

T.brucei 100 100 0 100 100 99 
S'a T.cruzi T 0 

L.infantum T 0 
cytotoxicité 100 lOO 99 0 0 0 

T.brucei 0 0 0 100 100 100 
S'b T.cruzi 0 0 

L.infantum 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 

T.brucei 0 0 0 90 100 100 
S'c T.cruzi 0 0 

Linfantum 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 

Tous ces composés sont inactifs sur la GR. 

Une faible activité TR a été mesurée pour les composés Sb et Sc. De plus, le 

composé Sb présente une faible activité in vitro sur T. cruzi. Les ·autres composés sont 

inactifs sur la TR et, in vitro, sur les trois parasites. Seul le composé S'a est cytotoxique. 

composé Sb 
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2.2.2. Composés non halogénés. réduits. possédant un bras espaceur à cinq atomes de 

carbone 

Les structures des composés réduits, non testés sur la TR pour des raisons 

d'insolubilité dans le tampon enzymatique, sont les suivantes : 

Molécule n Orientation x y -R 

6a 3 ortho H 2H 

) 6b 3 méta H 2H 
;--'"\ 

-~CH3 

6c 3 para H 2H 

6'a 3 ortho H 2H 

) 6'b 3 méta H 2H 
,CH3 

-N._CH3 

6'c 3 para H 2H 

Produit Modèle Activité in vitro (!JM) Criblage TR (%) Activité in vivo 

25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.78 1 E-5 3 E-6 1 E-6 40mpk 20mpk 

T.brucei 100 100 0 100 100 92 2.7.8 
6a T.cruzi T 0 

Lirifantum T 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 4 3 

T.brucei 0 0 0 68 100 100 7.7.7 
6b T.cruzi T 0 36 73 96 

Lirifantum T 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 

T.brucei 0 0 0 100 100 100 
6c T.cruzi 0 0 

Lirifantum 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 

T.brucei 100 0 0 100 100 99 
6'a T.cruzi T 0 

Linfantum T 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 0 3 

T.brucei 0 0 0 100 100 100 
6'b T.cruzi 0 0 

Linfantum 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 

T.brucei 0 0 0 100 97 100 
6'c T.cruzi 0 0 

L. irifantum 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 
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Tous ces composés sont inactifs sur la GR. 

Seul le composé 6b est faiblement actif sur la TR, mais il est inactif sur T. cruzi. 

Les autres composés sont inactifs sur la TR et, in vitro, sur les trois parasites. Aucun de 

ces composés n'est cytotoxique. 

composé 6b 

2.2.3. Composés non halogénés. réduits ou non. possédant un bras espaceur à sept ou 

trois atomes de carbone 

Les structures des composés réduits, non testés sur la TR pour des raisons 

d'insolubilité dans le tampon enzymatique, sont les suivantes : 

Molécule 

13b 

17b 

Produit Modèle 

1~brucei 

12b T.cruzi 

Linfantum 

cytotoxicité 

T.brucei 

16b T.cruzi 

Linfantum 

cytotoxicité 

n 

5 

1 

25 

0 

0 

Orientation 

méta 

méta 

x 

H 

H 

Activité in vitro (~M) 
12.5 6.25 3.13 1.56 

0 0 0 
60 0 
0 0 
0 0 0 0 

100 100 0 
0 0 
0 0 
0 0 0 0 
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y 

2H 

2H 

-R 

Criblage TR (%) 
1 E-5 3 E-6 1 E-6 

77 

100 

Acttv1té in vivo 

40mpk 20mpk 



Produit Modèle Activité in vitro (lM) Criblage TR (%) Activité in vivo 

25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.78 1 E-5 3 E-6 lE-6 40mpk 20mpk 

T.brucei 0 0 0 73 
13b Tcruzi T T 

Linfantum T T 
cytotoxicité 100 100 100 100 

T.brucei 100 89 0 100 
17b T.cruzi T 60 

Linfantum T 0 
cytotoxicité 100 0 0 0 0 

Tous ces composés sont inactifs sur la GR. 

Les composés 12b et 13b sont faiblement actifs sur la TR, mais le composé 13 b 

est cytotoxique. Le composé 12b est également faiblement actif, in vitro, sur T. cruzi. 

composé 12b 

Les composés possédant un bras espaceur à trois carbones (n = 1) sont inactifs sur 

la TR et sur T. cruzi, mais faiblement actifs sur T. brucei. 

2.2.4. Composés halogénés. non réduits. possédant un bras espaèeur à cinq atomes de 

carbone 

Produit Modèle Activité in vitro (~M) Criblage TR (%) ACUVIté in vivo 

25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.78 1 E-5 3 E-6 1 E-6 40mpk 20mpk 

T.brucei 100 100 98 23 7.7.7 
21b Tcruzi T T 40 0 0 

Linfantum T T 0 0 0 
cytotoxicité 93 98 100 27 

T.brucei 87 89 67 88 7.7.7 
26b Tcruzi T T 0 0 

Linfantum T T 0 0 
cytotoxicité 99 100 14 41 
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Produit Modèle Activité in vitro (~M) Criblage TR (%) Activité in vivo 

25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.78 1 E-5 3 E-6 1 E-6 40mpk 20mpk 

T.brucei 93 81 0 88 
31b T.cruzi 40 0 

Linfantum 0 0 
cytotoxicité 93 83 0 0 

T.brucei 8 0 0 88 
36b T.cruzi 40 0 

Linfantum 0 0 
cytotoxicité 100 100 0 0 

Tous ces composés sont inactifs sur la GR. 

Une faible activité TR a été mesurée, en particulier en ce qui concerne le composé 

chloré. Mais, tous ces composés sont cytotoxiques. On ne peut donc rien en déduire 

quant à leur activité, in vitro, sur les parasites. Les composés chlorés et bromés sont 

inactifs in vivo sur les souris. 

2.2.5. Composés non halo~énés. réduits. possédant un bras espaceur à cinq atomes de 

carbone 

Les structures des composés réduits, non testés sur la TR pour des raisons 

d'insolubilité dans le tampon enzymatique, sont les suivantes : 

Molécule n Orientation x y -R 

22b 3 méta Cl 2H 

27b 3 méta Br 2H -0cH3 
32b 3 méta F 2H 

37b 3 méta 1 2H 
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Produit Modèle Activité in vitro ([.tM) Criblage TR (%) Activité in vivo 

25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.78 1 E-5 3 E-6 1 E-6 40mpk 20mpk 

1:brucei 98 76 50 70 7.7.7 
22b T.cruzi T T T 0 0 

Linfantum T T T 80 40 
cytotoxicité 98 100 8 26 

T.brucei 94 53 57 33 7.7.7 
27b T.cruzi T T T 0 0 

Linfantum T T T 40 0 
cytotoxicité 96 100 27 22 

T.brucei 90 87 0 100 
32b T.cruzi T 0 

Linfantum T 0 
cytotoxicité 100 100 0 0 

T.brucei 98 83 0 100 
37b T.cruzi T 0 

Linfantum T 0 
cytotoxicité 100 100 31 9 

Tous ces composés sont inactifs sur la GR. 

Une faible activité TR a été mesurée pour les composés bromé et chloré. Mais, 

tous ces composés sont cytotoxiques. On ne peut donc rien en déduire quant à leur 

activité, in vitro, sur les parasites. Les composés chlorés et bromés sont inactifs in vivo 

sur les souris. 

2.2.6. Composés halo~énés. non réduits. possédant un bras espaceur à cinq atomes de 

carbone et présentant la 1.4-diarninobutane ou la diéthylènetriarnine en bout de chaîne 

latérale 

Produit Modèle Activité in vitro ([lM) Criblage TR (%) Activité in vivo 

25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.78 1 E-5 3 E-6 1 E-6 40mpk 20mpk 

T.brucei 84 0 0 57 
38b T.cruzi 0 0 

Linfantum 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 

T.brucei 0 0 0 86 
40b T.cruzi 0 0 

L.infantum 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 

Tous ces composés sont inactifs sur la GR. De plus, tous ces composés sont 

inactifs in vitro sur T. cruzi. 
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Conclusion 

Deux générations de composés ont été synthétisées : une première constituée de 2-

aminodiphénylsulfures portant deux chaînes latérales aminées et une deuxième constituée 

de bis 2-aminodiphénylsulfures portant deux chaînes latérales aminées. 

Différentes variations structurales ont été étudiées et ont permis de déduire les 

critères structuraux permettant d'optimiser l'activité inhibitrice de cette famille de 

molécules sur la trypanothion réductase : 

-importance de la présence de deux parties hydrophobes séparées par un bras espaceur, 

- orientation optimale en méta et longueur optimale de cinq atomes de carbone pour le bras 

espace ur, 

-importance de l'atome d'halogène, quel qu'il soit, en para de l'atome de soufre et en 

méta de la chaîne latérale aminée, 

- 1 ,4-diaminobutane comme amine optimale en position terminale sur la chaîne latérale. 

Ainsi, le composé 38b s'est révélé être le meilleur inhibiteur de la trypanothion 

réductase synthétisé à ce jour avec une IC50 de 350 nM. 

composé 38b (IC50 = 350 nM) 

Tous les composés synthétisés sont inactifs sur la glutathion réductase. Les 

dérivés de 2-aminodiphénylsufures présentant une activité inhibitrice sur la TR sont donc 

spécifiques de cette enzyme. 
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Les tests réalisés in vitro sur les parasites ne montrent pas de corrélation franche 

entre les activités TR et les activités, in vitro, sur Trypanosoma cruzi. Les quelques 

composés testés in vivo sur les souris sont totalement inactifs. 

La mesure du~ a été réalisée pour l'inhibiteur le plus puissant 38b. La valeur de 

700 nM obtenue n'est pas corrélée avec le ~ de 175 nM, calculé (à l'aide de la formule 

de Cheng-Prussoff) d'après l'IC50 mesurée. Cette différence est due au comportement 

non classique en solution des inhibiteurs de cette famille des 2-aminodiphénylsulfures. Ce 

phénomène fait l'objet du troisième chapitre. 

Nous avons donc gagné en affinité vis-à-vis du site actif de la trypanothion 

réductase, avec un Ki de 700 nM. 

Les courbes donnant les IC50 ont été déterminées avec soin et avaient des allures 

tout à fait correctes. Mais, le comportement particulier des bis(2-aminodiphénylsulfures) 

en solution nous empêche de corréler, avec précision, les valeurs des IC50 et les valeurs 

des~-

Dans la suite de ce travail, nous avons tenté d'optimiser l'affinité sur la 

trypanothion réductase. De plus, la modélisation moléculaire ne permettant pas de 

déterminer le rôle exact de la deuxième entité noyau aromatique - chaîne latérale des 

bis(2-aminodiphénylsulfures), nous avons décidé de synthétiser des dérivés 

dissymétriques. 

Cette étude fait l'objet du quatrième chapitre. 
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Troisième chapitre 

Des inhibiteurs partiellement compétitifs 

Un phénomène d'aggrégation à forte concentration 
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Introduction 

Un inhibiteur a un caractère essentiel : sa présence ralentit ou empêche la réaction 

catalysée par l'enzyme. Selon son mode d'action, il peut ou non être transformé par 

l'enzyme. Dans ce chapitre, nous parlerons d'inhibiteurs qui ne sont pas transformés par 

l'enzyme et qui, de pl us, ne forment pas de liaisons covalentes avec la protéine. 

L'inhibition est donc réversible. 

Dans notre famille de composés, les bis(2-arninodiphénylsulfures) présentent un 

comportement particulier en solution. Ce comportement non décelable lors de la mesure 

des IC50 a pu être mis en évidence lors de la mesure des ~et a fait l'objet d'une étude 

approfondie de modélisation, réalisée par le Docteur Dragos Horvath au sein de notre 

laboratoire. 

1. Inhibition compétitive, non compétitive ou incompétitive 

ll existe deux grands types d'inhibitions en enzymologie : l'inhibition compétitive 

et l'inhibition non compétitive. Elles se traduisent par des comportements différents au 

niveau des modèles utilisés pour mesurer les constantes d'inhibition (Ki). L'inhibition 

incompétitive est un phénomème plus rare. 

Un inhibiteur compétitif s'attache à l'enzyme au niveau du même site que le 

substrat. Un même site ne peut donc recevoir simultanément le substrat et l'inhibiteur. 

L'association entre enzyme et substratS engendre un complexe fertile puisqu'il conduit à 

la formation d'un produit P. Par contre, le complexe fait avec l'inhibiteur I est stérile. 

Un inhibiteur non compétitif se fixe en dehors du site actif de l'enzyme selon des 

modalités très variées. En général, il n'y a pas de relation de forme entre le substrat et 

1' inhibiteur. 
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Un inhibiteur incompétitif ne peut se placer dans son site que si le substrat est en 

place dans le site actif de l'enzyme. 

1. Modèle de Michaelis-Menten 

Pour la plupart des enzymes, la vitesse de la catalyse varie en fonction de la 

concentration en substrat. Pour une concentration donnée en enzyme, la courbe 

représentant la vitesse de la réaction enzymatique en fonction de la concentration en 

substrat [S] est linéaire, lorsque cette dernière est faible. Lorsque [S] est grande, la vitesse 

de réaction tend vers un maximum V max indépendant de la concentration en substrat. En 

1913, Michaelis et Menten ont proposé un modèle simple pour expliquer les 

caractéristiques cinétiques. 131 

Une enzyme E se combine avec un substrat S pour former un complexe ES, avec 

une constante de vitesse k 1• Le complexe ES peut évoluer ensuite de deux manières : il 

peut se redissocier en E et S avec une constante de vitesse k_1 ou évoluer pour former le 

produit P avec une constante de vitesse }S. 

E+S ES E+P 

La vitesse initiale de la réaction enzymatique est proportionnelle à la concentration 

en complexe ES : 

V= k2 [ES] (1) 

Lorsqu'on met un grand excès de substrat, la vitesse maximale de réaction est 

proportionnelle à la quantité d'enzyme E1 présente initialement dans le milieu car on peut 

considérer que toute l'enzyme est sous forme ES: 
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V max = ~ [ErJ (2) 

La vitesse de formation du complexe ES peut s'écrire sous la forme suivante: 

d[ES] 1 dt= k1 [E] [S] 

La vitesse de disparition de ce même complexe est donnée par la formule suivante : 

d[ES] 1 dt = ~ [ES] + k_1 [E] [S] 

Dans l'état stationnaire, la concentration en complexe reste constante : les vitesses 

de disparition et de formation de ES sont identiques. On peut donc écrire : 

k1 [E] [S] = ~ [ES] + k_1 [E] [S] 

d'où, [ES] = k1 [E] [S] 1 (k_1 + ~) = [E] [S] 1 ~ avec ~ = (k_1 + ~) 1 k1 (3) 

~ est appelée constante de Michaelis. 

Sachant que [E] = [E,]- [ES] et en combinant les trois équations (1), (2) et (3), on 

obtient l'équation de Michaelis-Menten: 

V= Vmax [S] 1 ([S] + ~) 

Cette équation permet d'expliquer les deux caractéristiques cinétiques citées 

précédemment : 

- Lorsque [S] est beaucoup plus faible que Km, la vitesse est proportionnelle à la 

concentration en substrat. En effet, on a V = V max [S] 1 ~· 
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- Lorsque [S] est beaucoup plus grande que Km, la vitesse est indépendante de la 

concentration en substrat. En effet, on a V = V max· 

Les valeurs de ~ varient beaucoup selon les enzymes. Pour une même enzyme, 

la valeur de la constante de Michaelis dépend du substrat ainsi que des conditions 

expérimentales dans lesquelles s'effectue la réaction, telles que la température et la force 

ionique. Cette constante correspond : 

- d'une part, à la concentration en substrat pour laquelle la moitié des sites de l'enzyme 

sont occupés, 

- d'autre part, à la constante de dissociation du complexe ES lorsque ~ est beaucoup plus 

petit que k_ 1• En effet, si k2 est beaucoup plus petit que k_ 1 (c'est le cas de nombreuses 

enzymes), la constante ~ est une mesure de 1' affinité du substrat pour 1' enzyme : un ~ 

élevé indique une liaison faible et un ~ faible, une liaison forte. 

La constante cinétique~ est appelée le turnover. Le turnover d'une enzyme est le 

nombre de molécules de substrat transformées en produit par unité de temps lorsque 

l'enzyme est totalement saturée par le substrat. Le rapport k/~ indique l'efficacité de la 

catalyse enzymatique (parfois appelée "spécificité dynamique"). 

2. Représentation de Lineweaver-Burk 

La constante de Michaelis ~ et la vitesse maximum de la réaction enzymatique 

V max peuvent être déterminées à partir des vitesse de réaction correspondant à différentes 

concentrations en substrat lorsqu'on est dans les conditions de Michaelis-Menten. 

L'équation de Michaelis-Menten peut alors s'écrire: 

1 1 V = (Km 1 [S] + 1) f V max 
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La représentation en double inverse de Lineweaver-Burk (lN en fonction de 

1/[S]) donne une droite qui coupe l'axe des ordonnées en lN max et dont la pente est 

KJV max· L'intersection de cette droite avec l'axe des abscisses se fait en -11~. 

3. Inhibition réversible 

Les mesures des vitesses de catalyse à différentes concentrations en substrat et en 

inhibiteur permettent de faire la distinction entre l'inhibition compétitive et l'inhibition non 

compétitive. 

3.1. Inhibition compétitive 

Le substrat et 1' inhibiteur sont en compétition pour occuper le même site dans 

l'enzyme: 

E + S 

E + 1 

ES 

El 

E+P 

On définit ~ la constante de dissociation du complexe formé par l'enzyme et 

l'inhibiteur. On a: 

~ = [E][I] 1 [El] (4) 

De plus, le complexe enzyme-inhibiteur intervient dans la définition de la 

concentration en enzyme présente dans le milieu : 

[E] = [E1] - [ES] - [El] (5) 
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En prenant en compte la compétition entre le substrat et 1' inhibiteur (par 

l'intermédiaire des équations (4) et (5)), l'équation de Michaelis-Menten peut alors 

s'écrire: 

1 / V = 1 / V max + (Km (1 + [J] / K) / V max) / [S] 

L'intersection de la droite donnée par la représentation de Lineweaver-Burk (IN 

en fonction de 1/[S]) avec l'axe des ordonnées est la même en présence et en absence 

d'inhibiteurs, bien que la pente soit différente. Cela traduit le fait que la vitesse maximale 

de la réaction enzymatique n'est pas modifiée par un inhibiteur compétitif : l'inhibition 

peut être levée par une concentration suffisamment élevée en substrat, car, alors, tous les 

sites actifs de l'enzyme sont occupés par le substrat et l'enzyme est totalement active. 

L'augmentation de la pente de la droite donnant lN en fonction de 1/[S] indique la 

force avec laquelle se lie l'inhibiteur compétitif dans le site actif de l'enzyme. 

En présence d'inhibiteur, l'intersection de la droite donnant lN en fonction de 

1/[S] avec 1' axe des abscisses se fait en -1~ app avec 

~app=~(l+[I]/K) 

:!:! 

1 
v 

Km Kmapp 

[Ih 

[1]=0 

...1.. 
[S] 

représentation de Lineweaver-Burk 

Le Ki est obtenu en traçant la droite ~ app en fonction de la concentration en 

inhibiteur [1]. 
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Kmapp 

[1] 

La représentation de Dixon (lN en fonction de [I]) permet également de 

déterminer le Ki. Les droites tracées pour différentes concentrations en substrats se 

coupent toutes au point(-~; lN max). 

-K; [1] 

représentation de Dixon 

3.2. Inhibition non compétitive 

L'inhibiteur se fixe en dehors du site actif, selon des modalités très variées suivant 

l'enzyme: 

E 
+S 

ES E+P 

+1 +1 

El ESI 
+S 
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On définit les constantes correspondantes à la dissociation de chaque complexe : 

- {\ constante de dissociation du complexe EI, 

-{\'constante de dissociation du complexe ESI formé à partir de ES, 

- Ks constante de dissociation du complexe ES, 

- ~' constante de dissociation du complexe ESI formé à partir de El. 

{\' = [ES] [I] 1 [ESI] ~ = [E] [S] 1 [ES] = ~ Ks' = [EI] [S] 1 [ESI] 

Tous ces complexes : enzyme-inhibiteur, enzyme-substrat et enzyme-substrat­

inhibiteur, interviennent dans la définition de la concentration en enzyme présente dans le 

milieu: 

[E] = [E
1
] - [ES]- [El]- [ESI] 

En prenant en compte la formation de tous ces complexes, l'équation de Michaelis­

Menten peut alors s'écrire : 

1 1 V= [(1 + [I] 1 1\) ~ 1 [S] + (1 + [I] 1 {\')] 1 V rn 

Dans le cas d'une inhibition purement non compétitive, l'inhibiteur se fixe de la 

même façon que le substrat soit présent ou non. On a donc {\ = K/. L'équation de 

Michaelis-Menten devient alors: 

1 1 V = (1 + [1] 1 K.) (Km 1 [S] + 1} f V m 

La vitesse maximale de la réaction enzymatique V1
max, en présence d'un inhibiteur 

non compétitif est donnée par : 

V1
max =V max 1 (1 + [I] 1 1\} 
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Ainsi, en présence d'un inhibiteur non compétitif, la vitesse maximale de la 

réaction enzymatique est diminuée. L'intersection avec l'axe des ordonnées se fait en 

IN max à un niveau plus élevé. La pente, égale à KJV1
max, est augmentée du même facteur. 

Contrairement à V max'~ n'est pas modifié par ce type d'inhibition. 

1 
v [I]z 

...L 
[S] 

représentation de Lineweaver-Burk 

La représentation de Dixon (IN en fonction de [I]) permet de déterminer le Ki. 

Les droites tracées pour différentes concentrations en substrats se coupent toutes sur l'axe 

des abscisses en-~. 

1 
v 

[Sh 

représentation de Dixon 

3.3. Inhibition incompétitive 

(I] 

L'inhibiteur ne peut se fixer à l'enzyme que lorsque le substrat est déjà présent: 
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E + S ES E+P 

+1 

ESI 

La définition de la concentration en enzyme présente dans le milieu est la suivante : 

[E] = [E,] - [ES] - [ESI] 

L'équation de Michaelis-Menten devient alors: 

1 / V = (1 + [1] / K1 + K.n / [S]) / V m 

La pente des droites donnant lN en fonction de 1/[S] est constante quelle que soit 

la concentration en inhibiteur. 

1 
v 

représentation de Lineweaver-Burk 

.1. 
[S] 

II. Nature de l'inhibition pour les bis(2-aminodiphénylsulfures): 

Existence d'un phénomène d' aggrégation 

Toute cette étude a été réalisée sur les composés Sa, Sb et Sc, car ce sont les 

premières molécules qui ont présenté un tel comportement. 

Pour déterminer la nature de l'inhibition de la TR pour les composés Sa, Sb et Sc, 

la vitesse de réduction enzymatique a été mesurée en présence de plusieurs concentrations 
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de T(S)2 et d'inhibiteur. Les vitesses initiales de disparition du NADPH, à 340 nm, en 

présence de différentes concentrations d'inhibiteur (Sa: 0-500 J1M; Sb : 0-40 J1M ; Sc : 

0-80 J..LM), ont été mesurées et reportées sur le graphe de Lineweaver-Burk (figures 34, 

35 et 36). 

tl 
20 

[1) = 0 !lM 

0 [1) = 80 j.1M 

0 [1) = 125 !lM 

~ b. [1) = 250 !lM 1 

---= .. [1) = 500 !lM .. 
ê ...... = '<!' 
~ 10 
<l 
'-' 

> ...... 
~ 

1/[S] (M)-1 

figure 34. Courbes lN= f(li[S]) pour différentes concentrations de Sa 

40 Il [1) = 0 !lM 

0 [1) = 2.5 !lM 

0 [1) = 5 !lM 
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...... = 20 '<!' 
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figure 35. Courbes lN= f(li[S]) pour différentes concentrations de Sb 
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figure 36. Courbes lN= f(l/[S]) pour différentes concentrations de Sc 

Pour les trois inhibiteurs Sa, Sb, et Sc, les graphes obtenus ont permis de mettre 

en évidence le caractère compétitif mixte de l'inhibition observée. 

Dans le cas d'un inhibiteur compétitif mixte, l'inhibition est régie par les réactions 

suivantes: 

E+S ES E+P 

E + 1 El 

E + S +1 ES+ 1 ~i ESI 

L'inhibiteur présente une affinité pour l'enzyme libre (représentée par la constante 

K) et peut avoir une affinité pour le complexe enzyme/substrat (représentée par la 

constante Kii). Les valeurs Ki et Kii pour chaque inhibiteur sont liées par la relation 

suivante: 

VmaxN = {~[1 + ([1]/~)].1/[S]} + [1 + ([1]/Kii]= {A([I].l/[S]} + B([l]) 
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Dans ce cas, la pente A([I]) est une fonction linéaire de [I], qui ne dépend que de 

Ki, alors que l'intersection avec l'axe des ordonnées B([I]) dépend de [I] à travers la 

valeur de Kii' 

Une approche par calcul de régression linéaire (mis en oeuvre à partir des données 

expérimentales) a été réalisée, au laboratoire, par le Dr D. Horvath, pour accéder aux 

valeurs de Ki et Kii" Les calculs ont montré que A[I] et B[I] n'étaient pas des fonctions 

linéaires de [I], mais s'exprimaient mieux sous la forme d'une fonction parabolique : 

A([I]) = a + b[I] + c[I]2 

avec un coefficient quadratique c négatif. Une équation analogue représente B en fonction 

de [I]. Ce phénomène est confirmé par les courbes kapp ou kobs = f([I]) expérimentales, 

obtenues pour les composés Sa, Sb et Sc (figures 37, 38 et 39). 
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figure 37. Courbe kobs = f([I]) pour le composé Sa 
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figure 38. Courbe kobs = f([I]) pour le composé Sb 
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figure 39. Courbe kobs = f([I]) pour le composé Sc 

Dans le cas des inhibiteurs Sa, Sb et Sc, l'inhibition de la TR est, 

proportionnellement, plus importante aux faibles concentrations en inhibiteur qu'aux 

fortes concentrations (figure 40). 

Ce comportement particulier pourrait s'expliquer en introduisant l'hypothèse d'un 

phénomène d' aggrégation. 
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comportement nonnal 

comportement particulier 

[I] 

figure 40. Comparaison des courbes kobs = f([l]) 

Nous avons essayé de modéliser ce phénomène d'aggrégation des inhibiteurs, régi 

par l'équation : 

et caractérisé par la constante de dissociation Kd qui relie la concentration effective en 

inhibiteur libre [1], là concentration initiale totale en inhibiteur [1]0 et la concentration en 

aggrégat [ln]. 

Comme le composé Sc présentait l'effet le plus prononcé, des études de cinétique 

plus poussées ont été menées sur cet inhibiteur de la TR. Une confirmation expérimentale 

de l'hypothèse d'aggrégation a été fournie par l'observation du déplacement du maximum 

d'absorption (243-263 nm) dans les spectres UV du composé Sc réalisés à 5, 10 et 40 

JlM (figure 41). 

2 .oo .................... . 0 ••••••• ••• 0 •••••••••••••••••• 

1. DO 

. . ... ; ....... ·r· . . . . . . ~:-:--:--:-:-:-:--:-.. . . 

. . 

. . . . _ _.._---== . 
-~--

200 250 300 

figure 41. Spectres UV du composé Sc à 5, 10 et 40 Jl.M 

D.O. en fonction de À. (nm) 
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Des études sur les interactions entre des groupements amino protonés et des 

noyaux aromatiques ont déjà été publiées. 119
'
132 De plus, des molécules analogues aux 

bis(2-aminodiphénylsulfures), constituées de deux entités aromatiques reliées par un bras 

espaceur aminé, présentent un tel phénomène d' aggrégation. 133 Ces études confirment 

notre hypothèse. 

Le processus d'aggrégation ne se traduit pas nécessairement par la formation 

d'une espèce polymérique bien définie In (solution polydisperse). 

Si les valeurs de n et de Kd sont connues, les concentrations effectives en 

inhibiteur [1] peuvent être déterminées comme une fonction de la concentration totale [1]0 

et conduire à une linéarisation des équations exprimant A et B en fonction de [1]. 

Exprimer la valeur du coefficient quadratique c comme une fonction du log de Kd, pour 

différentes valeurs de n, permet de déterminer les valeurs optimales de Kd pour linéariser 

A([l]) (c = 0). 

Le couple de valeurs (n, Kd), pour lequel la fonction devient linéaire et qui est le 

mieux corrélé avec les points expérimentaux, a été déterminé par une technique de 

recherche systématique, basée sur la variation du coefficient linéaire r = f(Kd). 

D'après les données cinétiques du composé Sc, la linéarisation de la fonction 

A([l]) est optimale pour des valeurs den entre 2 et 2.5. Le coefficient linérure des lignes 

de régression A([l]) = a'[l] + b' décroît légèrement quand on passe de n = 2 (r = 0.995) 

à n = 3 (r = 0.990). Les mêmes couples de valeurs (n, Kd) permettent de linéariser B([l]) 

en fonction de [1]. 

Cela confirme l'hypothèse que la non-linéarité de ces fonctions est due à une 

différence entre la concentration totale et la concentration effective en inhibiteur. 
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Conclusion 

Les 1\ calculés par le Dr D. Horvath sont supérieurs aux valeurs obtenues, à partir 

des IC50 mesurées, par l'équation de Cheng-Prussoff J\=IC5of(l+[S]/Km) (tableau 11). 

Ces différences sont dues au phénomène d' aggrégation. 

Composé ~ 
calculé 

Sb 50 

Sc 10 

Ki (J.!M) calculé 
par D. Horvath 

2.6 

2.0 

tableau 11. 

Ki (J!M) calculé d'après 
les ICso mesurées 

0.9 

1.3 

V ale urs de 1\ calculées et valeurs de 1\ obtenues à partir des IC50 mesurées 

ll semblerait que, plus le phénomène d'aggrégation est important, plus les 

différences entre les~ sont importantes. Ce phénomène d'aggrégation nous empêche de 

corréler précisément, par l'équation de Cheng-Prussoff, les IC50 et les ~ de nos 

composés sur la trypanothion réductase. 

En tenant compte du comportement particulier des bis(2-aminodiphénylsulfures) 

en solution, nos composés ne sont pas suffisamment actifs, sur la trypanothion réductase, 

pour tuer le parasite. Par la suite, nous avons donc essayé d'améliorer l'activité inhibitrice 

sur la TR en dérivant les bis(2-aminodiphénylsulfures). 
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Quatrième chapitre 

Détermination du rôle de la deuxième entité 

noyau hydrophobe-chaîne latérale aminée 

Dérivés dissymétriques de la famille des 

2-aminodiphénylsulfures 

Une troisième génération d'inhibiteurs de la TR 
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Introduction 

La position et la conformation d'un inhibiteur monomérique de la famille des 2-

aminodiphénylsulfures dans le site actif de la TR ont été prédites par calcul de dynamique 

moléculaire. Ces déterminations ont été confortées par le groupe de Krauth-Siegel qui a 

élucidé la structure tridimensionnelle du complexe formé par la TR de T. cruzi et la 

mépacrine, un inhibiteur de la TR possédant lui aussi une partie hydrophobe et une chaîne 

latérale aminée.91 

Ne pouvant connaître le rôle exact, à partir de la modélisation moléculaire, pour la 

reconnaissance dans le site actif de la TR, de la deuxième entité noyau aromatique-chaîne 

latérale aminée des bis(2-aminodiphénylsulfures), nous avons donc décidé de substituer 

cette partie par différents groupements et d'étudier les conséquences de la dissymétrie sur 

l'inhibition. 

Le meilleur inhibiteur de la TR obtenu jusqu'ici dans notre série était le composé 

38b (IC50 = 350 nM à 57 J!M en T(S)2). Du fait de la présence de nombreuses fonctions 

amines dans la chaîne latérale, ce produit ne peut être obtenu avec de bons rendements. 

Nous avons donc décidé de baser la structure de nos dérivés dissymétriques sur le 

composé 26b, présentant une N-méthylpipérazine en bout de chaîne latérale . 

.)~)(xi~V.M .. 38b 

O~~/VVNH2 "•"Vv'-l= 
meilleur inhibiteur de la série 
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inhibiteur plus aisément synthétisable et possédant la structure la plus proche 
de celle de 38b 

structure générale des dérivés dissymétriques 

1. Remplacement de la deuxième entité noyau aromatique­

chaîne latérale aminée par des amines aliphatiques ou 

aromatiques 

1. Choix des amines 

Nous avons décidé de remplacer cette partie de la molécule par différentes amines 

aliphatiques ou aromatiques. 

L'objectif était double : 

- soit de remplacer cette partie de la molécule par différentes amines aliphatiques ou 

aromatiques pour déterminer l'influence des différents substituants sur la reconnaissance, 

-soit de conjuguer deux actions sur le parasite: inhibition de la TR et libération d'espèces 

oxygénées réactives (propriété des substrats dits "subversifs" amenant l'enzyme à 

produire du stress oxydant) par introduction d'un groupement anthraquinonique dans la 

molécule. 
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1.1. Variations structurales 

Les amines utilisées pennettent d'étudier différentes variations structurales: 

- cycle aromatique ou non, un ou plusieurs cycles, à une distance variable : 

benzylamine cyclohexaneméthylamine diphénylméthylamine 

naphtalèneméthylamine adamantaneméthylamine phénéthylamine 

- chaînes grasses de différentes longueurs, une ou plusieurs chaînes : 

hexadécylamine 

- hétérocycles : 

pyridinométhylamine 

heptylamine 

H 
.....-N...,. 

C:!Hs C:!Hs 

diéthylamine 

pipéronylamine tétrahydrofurfurylamine 
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Pour déterminer l'influence de la chaîne latérale aminée de la deuxième entité, nous 

avons remplacé cette dernière par un reste aminodiphénylsulfure soit nitré, soit aminé : 

On fixe la 3-(2-nitro)phenylthiophenylamine, puis le composé obtenu est réduit 

pour obtenir le dérivé dissymétrique correspondant, avec une amine libre en a du noyau 

aromatique de la deuxième entité hydrophobe. 

1.2. Substrats subversifs 

Le principe des substrats subversifs est d'inhiber la réaction physiologique de 

l'enzyme et de favoriser une réaction létale pour le parasite. Ainsi, de tels composés 

peuvent entraîner la production de métabolites toxiques de l'oxygène. Ce phénomène a 

déjà été décrit comme provoquant la mort des trypomastigotes de T. cruzi.134 

Les quinones (benzoquinones, naphtoquinones, anthraquinones), en présence 

d'oxygène, jouent le rôle de substrats subversifs en détournant l'activité antioxydante 

physiologique de la TR vers une activité prooxydante, par production de 0 2"·. 

Ainsi, dans le cas du GH 8693, la trypanothion réductase réduit la partie quinone 

qui se réoxyde en présence d'oxygène moléculaire, libérant ainsi le radical superoxyde 

GH 8693 

Par le même phénomène, les anthraquinones peuvent être réduites par la TR puis 

réoxydées par l'oxygène. 
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0 

anthraquinone 

Ainsi, l'introduction d'un groupement anthraquinonyle, au sein de nos dérivés 

dissymétriques de la famille des 2-aminodiphénylsulfures, pouvait nous permettre de 

conjuguer deux actions sur le parasite: celle d'un inhibiteur de la TR et celle d'un substrat 

subversif. 

2. Synthèse des composés dissymétriques 

2.1. Cas des amines aliphatiques 

2.1.1. Synthèse de l'acide 

Nous avons d'abord synthétisé l'acide 45b, possédant une chaîne latérale aminée 

avec une N-méthylpipérazine terminale et un bras à cinq atomes de carbone, pour les 

couplages acide/amine ultérieurs : 

acide 45b 

Le premier schéma rétrosynthétique choisi repose sur la fixation de la chaîne 

centrale, puis, après réduction du groupement nitro, sur 1' introduction de la chaîne latérale 

aminée (schéma 16). 
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schéma 16. Rétrosynthèse de l'acide 45b 

La fixation de la chaîne centrale se fait par une méthode qui s'est avérée 

infructueuse dans le cas de la "dimérisation" des 2-aminodiphénylsulfures : réaction du 

diphénylsulfure aminé avec l'anhydride glutarique dans la pyridine (voir deuxième 

chapitre, § 2). L'amide nitré se forme quantitativement. 

La réduction du groupement nitro en amine, selon la réaction de Clémmensen, est 

complète (voir deuxième chapitre,§ 3). 

Nous avons greffé, sur cette fonction amine, le chlorure de 3-chloropropanoyle, 

puis la N-méthylpipérazine selon le mode opératoire décrit dans le deuxième chapitre ( § 

4.1.). Cependant, à cause de sa nature zwittérionique (présence de fonctions amines et 

d'une fonction acide), ce produit n'a pu être séparé, lors du traitement aqueux, des 

réactifs en excès (chlorure de 3-chloropropanoyle, acide 3-chloropropanoïque, N-

éthylpipéridine et N-méthylpipérazine). 

Pour éviter ce problème de charge, nous avons décidé de bloquer temporairement 

la fonction acide sous la forme d'une fonction ester méthylique (facilement hydrolysable 

par un traitement basique). Pour éviter une N-acétylation compétitive, la protection de la 

fonction acide doit être réalisée avant la réduction du groupement nitro. L'ester 42b est 

obtenu par simple chauffage de l'acide au reflux du méthanol en présence d'acide 

chlorhydrique concentré (un demi équivalent). 
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H 

~syyN~OCH3 

AA.V g g 
Br N02 

Ester méthylique 42b 

La réduction, puis l'amidation de cet ester intermédiaire 42b ont été réalisées 

suivant les conditions opératoires décrites précédemment (voir deuxième chapitre, § 4). 

Puis, l'ester méthylique est hydrolysé par une méthode douce utilisant du bicarbonate de 

sodium dans un mélange méthanol/eau pendant une nuit à température ambiante. 135 

Les tentatives d'hydrolyse par la soude aqueuse ou méthanolique n'ont pas permis 

d'isoler l'acide carboxylique sous sa forme cristallisée contrairement à la méthode douce. 

Le schéma de synthèse global de l'acide à cinq atomes de carbone est représenté 

dans le schéma 17. 

~~Nt'c! 

AA .. v 
Br N 0:! 

2b 

-- ,M:cr~~, ... 
pyridine 

1 

T. amb. MeOH 1 HCI 
reftux 

Mxi~'"· ... 
8 02 

1 Fe /HCI/ EIOH 95° 
reftux 

Mtr~'"· ... 
B NH2 1) chlorure de 3-chloropropenoyte 

N-éthylplpéridine 1 THF anhydre 1 
0°C 
2) N-méthytpipérazine 

r7Ys"r(Y~~H---- ~~~:n: 44b 

M ... V 0 0 Na:P"..f~MeOH srA-J\H V H g " =r dm. 2 
4Sb o-CH3 0-CI-b 

schéma 17. Synthèse globale de 1' acide 45b à cinq atomes de carbone 
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2.1.2. Couplage acide/amine 

Une méthode de couplage acide/amine habituellement utilisée en synthèse 

peptidique, basée sur l'activation d'un acide par le PyBrop (bromo-tris-pyrrolidino­

phosphonium hexafluorophosphate) a été décrite par Coste.136 

Son application à notre série de composés a permis de coupler l'acide 4Sb avec les 

différentes amines non aromatiques. Le mécanisme d'activation par le PyBrop passe par 

la formation d'un ester activé qui réagit sur une amine (schéma 18). li est analogue à celui 

du Bop (benzotriazol-1-yloxytris(diméthylamino)phosphonium hexafluoro phosphate),137 

mais le PyBrop est un meilleur agent de couplage que le Bop dans le cas des amines N­

méthyléesY6 

Bop 

R "~Y /l y ~-P-N\_.J 
0 1 

0 

schéma 18. Mécanisme de couplage passant par la formation d'un ester activé 
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2.2. Cas des amines aromatiques 

2.2.1. Couplage acide/amine aromatique 

2.2.1.1. Méthode de couplage classique PyBrop/DIEAIDMF 

Cette méthode a été apliquée à l'acide 45b et à différentes amines : aniline, 3-(2-

nitro-4-bromo)phénylthiophénylamine, 1- ou 2-aminoanthraquinone. 

Nous avons constaté la formation partielle du dérivé dissymétrique dans le cas de 

l'aniline : le pic de masse correspondant est apparu en TOF mais le produit n'a pu être 

isolé sur CCM. Les autres amines aromatiques mises en jeu n'ont pas réagi du tout. 

2.2.1.2. Passage par le chlorure d'acide 

Dans le but d'optimiser le rendement de la réaction de formation du chlorure 

d'acide, nous avons réalisé différents essais sur l'acide hexadécanoïque (acide aliphatique 

de structure simple, présent en grande quantité au laboratoire). Le chlorure d'acide formé 

n'est pas isolé. Nous l'avons fait réagir directement sur l'aniline pour évaluer le 

rendement global des deux étapes successives (schéma 19). 

schéma 19. Essais de couplage à partir de l'acide hexadécanoïque 

Le couplage est réalisé en présence de triéthylamine, dans CH2Cl2, et est suivi 

d'un traitement aqueux (basique, acide puis neutre). La pureté du solide obtenu et le 

rendement global des deux étapes sont déterminés par HPLC et pesée (tableau 12). 
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Essru Réactif Nombre Solvant Température Rendement global 
d'équivalents (%) 

1 Cz02Cl2 1.2 CH2Cl2 T. amb. 86 

2138 C202Cl2 1.2 CH2Cl2 reflux 83 

3139 SOC12 5 CH2Cl2 T. amb. 89 

4139 SOC12 - SOC12 T. amb. 92 

5139 SOC12 5 CH2Cl2 reflux 83 

6139 SOC12 - SOC12 reflux 89 

tableau 12. Essais de synthèse sur l'acide hexadécanoïque 

Les durées de réaction sont comparables dans tous les cas (une heure à reflux et 

deux heures à température ambiante). Les rendements globaux sur les deux étapes varient 

entre 83 et 92%. Le traitement permet d'obtenir des produits quasiment purs (pureté > 

90% en HPLC) sauf dans le cas où on utilise le chlorure de thionyle comme solvant. 

Pour des raisons de facilité de conservation du réactif (le chlorure d' oxalyle est 

très instable), la méthode SOC12 5 éq/CH2Cl2, à reflux, a été retenue. 

Nous avons appliqué cette méthode à l'acide 45b (schéma 20). 

amine aromatique 

schéma 20. Couplage de 1' acide 45b avec des amines aromatiques 
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Malgré les nombreux essais réalisés sur l'acide hexadécanoïque, nous avons 

encore testé plusieurs méthodes de formation du chlorure d'acide sur notre produit pour 

être certains du résultat obtenu (le chlorure d'acide n'est jamais isolé) : 

- SOC1/CHC13 à température ambiante, 140 

- PC1/CHC13 à température ambiante. 141 

Mais, les produits de couplage, dans le DMF ou le dichlorométhane, en présence 

de triéthylamine, avec différentes amines aromatiques (aniline ou 3-(2-nitro-4-

bromo)phénylthiophénylamine), ne se sont pas formés (tableau 13). Un essai comparatif 

de couplage avec la benzylamine tend à prouver que le chlorure d'acide ne s'est pas formé 

ou a été détruit. 

Réaction Formation du chlorure Couplage avec la benzylamine 

~olvant pour la Solvant pour la 
Essai Réactif Solvant Température solution de solution de 

chlorure d'acide benzylamine 

1 SOC12 SOC12 reflux DMF CH2Cl2 

2 SOCl2 CH2Cl2 reflux DMF CH2Cl2 
(5 éq.) 

3 SOC12 CHC13 reflux DMF CH2Cl2 
(1 éq.) 

4 PCls CHCI3 T. amb. DMF CH2Cl2 
(4 éq.) 

tableau 13. Essais de couplage sur l'acide 45b 

En fait, dans toutes ces réactions de couplage, ayant pour intermédiaire le chlorure 

d'acide, on a observé la formation majoritaire du même produit. Le nombre d'atomes de 

la chaîne carboxylée (six) et la réactivité du chlorure d'acide formé nous conduisent à 

formuler l'hypothèse d'une attaque nucléophile intramoléculaire du doublet de l'azote sur 

le carbone du chlorure d'acide, pour former un dérivé du glutarimide(schéma 21). 
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schéma 21. Réaction de cyclisation intramoléculaire 

L'obtention du produit de cyclisation a été confirmée par RMN 1 H. 

2.2.1.3. Passage par l'hydrazide et l'azide 

Dans la chimie des peptides, le passage par l'hydrazide et l'azide est une méthode 

pour passer d'un ester méthylique à un amide (schéma 22).142 

0 0 

Il NaN02/HCI Il 
--- RANHNH:! _____ R)\N=~=~ 

R'N~ ~~ 
___ .,..~NHA" 

schéma 22. Formation de l'hydrazide, passage à l'azide et couplage avec l'amine 

L'hydrazide correspondant à notre ester méthylique ne s'est pas formé (absence de 

réactivité prouvée par CCM et HPLC). La formation de l'hydrazide a ensuite été tentée à 

reflux mais sans succès (tableau 14). Cette méthode a donc été abandonnée. 

Essai Réactif Solvant Température 

1 hydrazine hydrate MeOH T. amb. 
(3 éq.) 

2 hydrazine hydrate MeOH reflux 
(3 éq.) 

tableau 14. Synthèse de l'hydrazide 
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2.2.1.4. Réaction de couplage sur résine HOBt 

La résine HOBt a été mise au point, au sein de notre laboratoire, par Iuliana 

POP. 143 L'avantage de cette méthode est l'élimination très facile des réactifs en excès et la 

pureté du produit final. 

Un premier essai avec la diisopropylcarbodiimide comme activateur, la 

benzylamine, un mélange DMF/CH2Cl2 (1/3) comme solvant d'activation et un temps 

d'activation total de deux heures a été mis en oeuvre. Un ester activé intermédiaire se 

forme, est greffé sur la résine et réagit sur l'amine (schémas 23 et 24). 

r1N~ 
)=/l 

u \ ""'-- ·~'-li y 
/ \ R ) '-._N 

Polymère "'L._0_~ 
/~1 

~ 

schéma 23. Réactions principales d'activation 
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+ 

schéma 24. Mécanisme de couplage 

La phase d'activation de l'acide s'accompagne de réactions secondaires qui 

conduisent, dans un premier temps, à un anhydride réactif, qui peut se greffer sur la 

résine en redonnant simultanément l'acide (schéma 25). 

H 0\ 
/-s\ 

Polymère 

>-~-] J--< 
0 R 

0-acyl urée - espèce inactive 

+ 

YY" 
0 0 

anhydride 
espèce active 

schéma 25. Réactions secondaires accompagnant la phase d'activation 
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Le couplage n'a pas eu lieu : le surnageant ne contenait pas de dérivé 

dissymétrique. Nous avons émis l'hypothèse que l'ester activé ne se formait pas. Cette 

hypothèse a été confirmée car la totalité de l'acide introduit dans le réacteur a été récupérée 

dans les eaux de lavage de la résine après activation. 

Un deuxième essai avec le PyBrop activateur, la DIEA, la phénétylamine, le DMF 

comme solvant et un temps d'activation total de 1 h 40 minutes a été mis en oeuvre. Le 

mécanisme de formation de l'ester activé intermédiaire est le même qu'en phase homogène 

(schéma 26). 

DIEA 

0 

Ester activé 

schéma 26. Mécanisme d'activation par le PyBrop sur résine 
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Le couplage s'étant effectué avec la phénétylamine, un essai a été tenté avec 

l'aniline, mais s'est avéré négatif, d'où l'abandon de cette méthode. 

2.2.1.5. Couplage ester méthylique/amine direct 

Deux essais de couplage entre l'ester méthylique correspondant à l'acide 5 et une 

amine ont été tentés dans le toluène ou le méta-xylène à reflux (schéma 27).144
•
145 Les 

deux amines mises enjeu étaient l'aniline et la benzylamine. Aucune des deux amines n'a 

réagi. 

schéma 27. Couplage ester méthylique/amine direct 

2.2.1.6. Couplage ester méthylique/amine avec le tribromure de bore 

Le tribromure de bore réagit facilement avec les esters carboxyliques sous des 

conditions douces et l'addition d'amines, directement dans le milieu réactionnel, permet 

d'obtenir les amides avec d'excellents rendements. 146 

La réaction de couplage entre l'ester méthylique correspondant à l'acide 45b et 

l'aniline, en présence de tribromure de bore et dans CH2Cl2, a été tentée (schéma 28). Le 

couplage n'a pas eu lieu : cette absence de produit fmal est peut-être dû à la trop forte 
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instabilité du réactif à l'air. En effet, dès l'ouverture de l'ampoule contenant le réactif pur, 

un dégagement gazeux important a eu lieu. Le même phénomène a été observé lors du 

transfert du réactif dans le milieu réactionnel. La présentation du réactif commercial ne 

nous a pas permis de le manipuler sous atmosphère inerte en l'absence d'une installation 

adaptée. 

schéma 28. Couplage ester méthylique/aniline avec le tribromure de bore 

2.2.1.7. Couplage ester méthylique/amine avec l'iodure de méthylmagnésium 

Cette méthode de couplage tentée sur l'aniline et l'ester méthylique correspondant 

à l'acide carboxylique 4Sb consiste en l'action de l'iodure de méthylmagnésium sur 

l'amine et en la réaction, à reflux, entre le complexe formé et l'ester (schéma 29). 147 

CH3Mgl 
IMg-NHPh 

IMg-NHPh 
RCOOCH3 A-< 

NHPh 

schéma 29. Couplage ester méthylique/aniline avec l'iodure de méthylmagnésium 

Une solution commerciale d'iodure de méthylmagnésium dans l'éther a été 

utilisée. Dans tous les essais, malgré toutes les précautions mises en oeuvre pour éviter la 

présence d'eau dans le milieu, un précipité s'est formé à chaque ajout d'un réactif, en 
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particulier, lors de l'ajout de la solution commerciale de magnésien, dans le THF (solvant 

utilisé du fait de l'insolubilité de l'ester dans l'éther). 

La formation du produit attendu a été observée (en HPLC et en TOF) mais en 

quantités trop faibles pour être isolé. 

Les différentes méthodes tentées n'ont donc pas permis de coupler les amines 

aromatiques avec 1' acide 45b à cinq atomes de carbone. 

Les résultats des tests enzymatiques effectués sur les bis(2-

aminodiphénylsulfures) (voir deuxième chapitre) ayant montré que la bras espaceur à sept 

atomes de carbone (n = 5) donnait une IC50 du même ordre de grandeur (légèrement 

moins bonne) que le bras espaceur à cinq atomes de carbone (n = 3), nous avons décidé 

d'utiliser une chaîne à sept atomes de carbone pour éviter tout risque de cyclisation lors du 

couplage entre l'acide et l'amine considérée. 

2.2.2. Coupla~e acide à sept atomes de carbone/amine aromatigue 

2.2.2.1. Synthèse de l'acide à sept atomes de carbone 

Nous devions d'abord synthétiser l'acide 50b, possédant une chaîne latérale 

aminée avec une N-méthylpipérazine terminale et un bras possédant sept atomes de 

carbone, pour les couplages ultérieurs acide/amine. 

~~~~H 
AA .. V ~ ~ Br ==<H 

0 ~-cH, 
\_/ 

Acide 50b 
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Une fois l'acide nitré formé, il ne resterait plus qu'à fixer la chaîne latérale aminée. 

Dans un premier temps, nous avons décidé de passer par le nitrile, hydrolysable ensuite 

en acide (schéma 30).148 

schéma 30. Rétrosynthèse de l'acide nitré 

La synthèse du composé bromé se fait par acylation de la fonction amine de 

l'aminodiphénylsulfure par le chlorure 6-bromohexanoyle, dans le THF, en présence 

d'une base: la pyridine (schéma 31). 

~S'(YNH2_c_'~---Br- Ms'r(;~~Br 
~- Y THF/pyridine V 

Br N02 B N02 

schéma 31. Formation du composé bromé 
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La substitution du brome par un nitrile se fait par traitement du composé bromé, 

dans le THF, par une solution de cyanure de potassium dans l'eau.149 

Différentes méthodes d'hydrolyse du nitrile ont été mises en oeuvre sans succès 

(tableau 15). Soit la coupure de la liaison amide, soit la formation de produits de 

décomposition, ou encore l'absence de réactivité du nitrile ont été observées. 

Temps 
Essai Réactif Solvant Température de Observations 

réaction 

1 H2S04 AcOHIH20 reflux 4h formation de produits de 
décomposition 

2 KOH EtOH T. amb. 3 jours absence de réaction du 
(10 éq) nitrile 

3 KOH EtOH reflux 12 h formation de produits de 
(10 éq.) décomposition 

4150 
KOHIH20 EtOH reflux 12 h formation de produits de 

(7 éq.) décomposition 

5151,152 
pas de réaction après 2 h 

HC112 N HC112 N reflux 2 hou 12 h coupure majoritaire de la 
liaison amide après 12 h 

6153 
pas de réaction après 2 h 

HC16N HC16N reflux 2 hou 12 h coupure majoritaire de la 
liaison amide après 12 h 

71'54 NaOH H20 reflux 12 h absence de réaction du 
(3 éq.) nitrile 

tableau 15. Essais d'hydrolyse du nitrile 

De plus, nous avons essayé, sans succès, deux méthodes permettant de passer 

directement du nitrile à l'ester méthylique: acide chlorhydrique concentré/méthanol155 ou 

acide sulfurique concentré/méthanol.156 

L'hydrolyse du nitrile n'ayant pu être réalisée, nous avons dû rechercher un autre 

produit de départ: l'acide 6-méthoxycarbonylhexanoïque. 
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0 0 

H~OCH3 
acide 6-méthoxycarbonylhexanoïque 

La formation du chlorure correspondant à cet acide, par le traitement avec du 

chlorure de thionyle dans le dichlorométhane, et le couplage de ce chlorure d'acide avec 

l'aminodiphénylsulfure considéré permet d'obtenir directement l'ester nitré (schéma 32) 

qui, après hydrolyse, donne l'acide voulu. 

0 0 

HO~CH3 C~OCH3 

schéma 32. Formation du chlorure d'acide puis couplage avec l'amine 

Les étapes suivantes se font de la même façon que dans le cas des bis(2-

arninodiphénylsulfures): réduction du groupement nitro par la méthode de Clémmensen, 

introduction de la chaîne latérale aminée par acylation de l'amine et substitution 

nucléophile par la N-méthylpipérazine, puis hydrolyse de l'ester méthylique par une 

méthode douce (bicarbonate de sodium). 

Le schéma de synthèse global de l'acide 50b à sept atomes de carbone est 

représenté dans le schéma 33. 
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M yYH• CH;!:-12 Ml syV~cH3 47b 

B NO. B 02 
V ~.amb. ::::-. _V o o 

2
b ~ 1 Fe/HCI/EtOH95° 

reflux 
46b 

H~ 1 

SOC12 /C~CI2 /reflux MsV~Ci-13 48b 

Br NH2 

1 ) chlorure de 3-chloropropanoyle 
N-éthylpipéridine 1 THF anhydre 
ooc 
2) N-méthytpipérazine 
THF anhydre 1 reflux 

M
~Ci-13 . v g g 49b 

"~"' 

50b 

schéma 33. Synthèse globale de l'acide 50b à sept atomes de carbone 

2.2.2.2. Couplage acide/amine 

a. Passage par le chlorure d'acide 

Le risque de cyclisation de la chaîne étant éliminé, nous avons décidé de coupler 

l'acide avec les différentes amines aromatiques considérées via le chlorure d'acide. Nous 

avons réalisé différents essais utilisant le chlorure de thionyle pour former le chlorure 

d'acide (tableau 16). La méthode de couplage avec la 3-(2-nitro)phenylthiophenylamine 

est toujours la même : 1.1 équivalent d'amine et 1.5 équivalent de triéthylamine dans 
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Nombre 
Essai Réactif d'équivalents Solvant Température Observations 

de réactif 
pte de masse VISible en Tot• 

1 SOC12 5 CH2Cl2 reflux CCM complexe 
1' amine a peu réagi 

pic de masse visible en TOF 
2 SOC12 5 CH2Cl2 30°C CCM complexe 

l'amine a peu réagi 

pic de masse visible en TOF 
3 SOC12 20 CH2Clz 30°C CCM complexe 

l'amine a réagi 
très peu de dérivé formé 

pic de masse non visible en TOF 
4 SOC12 40 CH2Cl2 30°C CCM complexe 

1' amine a réagi 
produit de dégradation formé 

tableau 16. Essais de formation du chlorure d'acide 

La dernière de ces méthodes a été réalisée avec l'aniline comme amine de 

couplage. On observe le même comportement et l'absence du dérivé attendu. 

b. Passage par le fluorure d'acide 

L'utilisation du chlorure de thionyle s'étant révélée infructueuse, nous avons 

décidé de passer intermédiairement par le fluorure d'acide. Les fluorures d'acide sont 

formés dans des conditions plus douces et sont plus stables que les chlorures d'acide, ils 

sont isolables après un traitement aqueux. lls sont rarement utilisés en synthèse organique 

du fait de leur moindre réactivité supposée vis-à-vis de nucléophiles communs. En fait, 

certains fluorures peuvent réagir rapidement avec des amines aromatiques. 157 Le réactif de 

base est la 2,4,6-trifluoro-1 ,3,5-triazine ou fluorure de cyanuryle. n a été introduit par 

Olah158 comme réactif de conversion des acides carboxymiques en fluorures d'acide. 

2,4,6-trifluoro-1 ,3,5-triazine ou fluorure de cyan ury le 
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Le fluorure d'acide se forme par action de la 2,4,6-trifluoro-1 ,3,5-triazine dans le 

dichlorométhane en présence de pyridine (schéma 34). La 2,4,6-trifluoro-1,3,5-triazine se 

transforme en 2,4,6-trihydroxy-1 ,3,5-triazine. 

schéma 34. Formation d'un fluorure d'acide 

La pyridine catalyse la réaction de fluorination des acides carboxyliques avec le 

fluorure de cyanuryle (schéma 35). 158 Cette dernière passe par la formation d'un ion 

carboxylate constitué de l'acide carboxylique et de la pyridine. Cet ion est déplacé par le 

fluorure de cyanuryle. Le dérivé monohydroxylé du fluorure de cyanuryle formé réagit 

avec une nouvelle molécule d'acide carboxylique. TI en résulte un dérivé dihydroxylé du 

réactif qui réagit de la même façon sur une molécule d'acide. Ainsi, une molécule de 

fluorure de cyanuryle permet de former trois molécules de fluorure d'acide. 

schéma 35. Mécanisme de formation du fluorure d'acide 

Différentes méthodes de synthèse des fluorures d'acide ont déjà été publiées 

(tableau 17). 
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Fluorure Temps 
Méthode Acide Pyridine de Solvant Température de 

cyan ury le réaction 

1158 1 éq. 1 éq. 0.3 éq. acétonitrile T. amb. 1 h 

2159 1 éq. 1 éq. 1 éq. CH2Cl2 T. amb 2-3 h 

3160 1 éq. 1 éq. 2 éq. CH2Cl2 -20 à -10°C 1 h 

4161 1 éq. 1 éq. 8 éq. CH2Clz reflux 2h 

tableau 17. Différentes méthodes de synthèse d'un fluorure d'acide 

En premier lieu, nous avons essayé la méthode 3, puis, le fluorure d'acide formé 

était ajouté à un mélange d'amine (2 équivalents) et de pyridine (3 équivalents) dans 

CH2Cl2• Lors du couplage, les rendements variaient de façon conséquente suivant l'amine 

aromatique mise en jeu (40% dans le cas de l'aniline à 10% dans le cas de la 1-

aminoanthraquinone ). 

Cette méthode a été retenue pour le couplage de toutes les amines aromatiques 

considérées avec l'acide à sept atomes de carbone. 

Nous avons également essayé de synthétiser le chlorure d'acide avec un réactif 

analogue au fluorure de cyan ury le : la 2,4,6-trichloro-1 ,3 ,5-triazine ou chlorure de 

cyanuryle162
• Mais, le couplage avec la 3-(2-nitro)phenylthiophenylamine n'a pas eu lieu. 

II. Résultats enzymatiques et Discussion 

Nous avons mesuré les IC500 sur la trypanothion réductase, de notre série de 

composés dissymétriques dans le but de déterminer le rôle des différents éléments de 

structure de la deuxième entité noyau hydrophobe-chaîne latérale aminée. 

Pour cette série, les mesures des IC50 ont été faites en présence d'une 

concentration en substrat T(S)2 de 57 J.1M (correspondant au ~ du substrat pour 

l'enzyme). Le composé pris comme référence était le bis(2-aminodiphénylsulfure) Sb 

présentant une IC50 de 1.8 J.LM. 
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1. Amines aliphatiques 

1.1. Tests spectrophotomériques 

1.1.1. Résultats 

H H 

À)('()NY"/'1('R 
Br H 

o~N-CH, 
\_/ 

Molécule -NHR Amine re 50 (J.!M) 

Slb '("() H ::0.. 1 benzylamine 35 

52b '('() cyclohexylamine 47 

aXa 53b ~ diphénylméthylamine 28 
.& 

54b '()):) H 1.& .& 2-naphtalèneméthylamine 25 

55b /~ adamanthaneméthylamine ::>60 

H 

56b /Nv 1.& phénéthylamine 20 

57b H hexadécylamine >60 ...... ~;H1 

58b H heptylamine 23 /~CHo 

59b l•H• diéthylamine >60 
.;N-..c,H, 

60b ~ 1-pyridineméthylamine >60 
/ 

61b /&1 pipéronylamine 33 

62b /w tétrahydrofurfurylamine >60 

[T(S)2] = 57 J..LM 
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1.1.2. Discussion 

Le remplacement de la seconde partie aromatique des bis(2-

aminodiphénylsulfures) par différentes amines aliphatiques n'a pas permis d'optimiser 

l'activité inhibitrice sur la TR. Les meilleurs résultats ont été obtenus avec des cycles 

aromatiques : 

- au nombre de un ou deux : 

benzylarnine (IC50 = 35 J,LM), diphenylamine (IC50 = 28 J,LM), naphtalèneméthylarnine 

(IC50 = 25 J,LM), phénéthylamine (IC50 = 20 J.LM), pipéronylamine (IC50 = 33 J,LM) ; 

- une fonction amide substituée en ~ ou y: 

benzylamine (IC50 = 35 J.LM), phénéthylamine (IC50 = 20 J.LM); 

- une fonction amide substituée par une courte chaîne aliphatique : 

heptylamine (IC50 = 23 J,LM). 

La présence d'un cycle aliphatique, d'une longue chaîne aliphatique ou de deux 

chaînes courtes en a de la fonction amide entraîne une forte diminution de l'inhibition sur 

la TR (IC50 = 47 ou > 60 J,LM). 

1.2. Tests Janssen 

1.2.1. Résultats 

Produit Modèle Activité in vitro (~M) 
25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.78 

T.bruce1 100 100 
Slb T.cruzi T 0 

L.infantum T 0 
cytotoxicité 100 100 100 0 

T.brucei 100 100 
52b T.cruzi T 0 

L.infantum T 89 
cytotoxicité 100 100 100 13 

T.bruce1 100 100 
53b T.cruzi T 0 

L.infantum T 59 
cytotoxicité 88 89 88 0 
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Produit Modèle Activité in vitro(~) 
25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.78 

T.brucet 100 100 
54b T.cruzi T 0 

L.infantum T 94 
cytotoxicité 99 98 98 98 

T.brucet 100 100 
55b T.cruzi T T 

L.infantum T T 
cytotoxicité 97 97 96 96 

T.brucei 100 100 
56b T.cruzi T T 

L.infantum T T 
cytotoxicité 100 100 99 98 

Produit Modèle Activité in vitro (i.LM) 
25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.78 

T.brucei 100 70 
57b T.cruzi T 0 

L.infantum T T 
cytotoxicité 100 100 100 0 

T.brucei 100 100 
58b T.cruzi T 0 

L.infantum T 0 
cytotoxicité 100 100 100 73 

T.brucet 100 0 
59b T.cruzi T 0 

L.infantum T 0 
cytotoxicité 98 68 0 0 

T.brucei 100 70 
60b T.cruzi 79 0 

L.infantum T 0 
cytotoxicité 100 0 0 0 

T.brucet 100 100 
61b T.cruzi T 0 

L.infantum T 0 
cytotoxicité 100 100 100 0 

T.brucet 100 80 
62b T.cruzi 39 0 

L.infantum 59 0 
cytotoxicité 99 0 0 0 

1.2.2. Discussion 

Tous ces composés sont inactifs sur la GR. 

Tous ces composés se révèlent cytotoxiques. On ne peut donc rien en déduire 

quant à leur activité, in vitro, sur les parasites. 
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2. Amines aromatiques 

2.1. Tests spectrophotométriques 

2 .1.1. Résultats 

Molécule -NHR Amine IC so (J.LM) 
H 

63b /10 ::....1 aniline 14 

H 

/'0:)0 64b 1.& 1.& 3-(2-nitro )phénylsulfanylamine >30 
o. 

H 

6Sb /'0:)0 3-(2-amino )phénylsulfanylamine 16 1 .& 1 .& 
H, 

è(ü ~ 66b .& 1-anthraquinonylamine * 
0 

0 

67b /$ 
.& .& 

2-anthraquinonylamine * 

0 

~ 68b .& 1-( 4-( N-( 4-diméthylaminornéthyl) 3.3 90 phényl)anthraquinonyllamine 

fH• 

H.c" N.,CH• 

[T(S)2] = 57 J..LM 

2.1.2. Discussion 

L'inhibition sur la TR est meilleure dans le cas des amines aromatiques que dans le 

cas des amines aliphatiques : par exemple, le remplacement par une simple aniline donne 
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une IC50 (14 ~)meilleure que celle obtenue par remplacement par la benzylamine (35 

JlM). 

La suppression d'une des deux chaînes latérales aminées confirme le rôle 

important de ces deux chaînes protonables dans l'interaction entre l'inhibiteur et le site 

actif de la TR : le remplacement de la deuxième partie entité aromatique-chaîne latérale par 

le 2-nitrodiphénylsulfure ou le 2-aminodiphénylsulfure correspondant entraîne une forte 

diminution de l'inhibition (IC50 respectivement supérieure à 30 ~ ou égale à 16 ~ en 

comparaison avec une IC50 de 1.8 JlM pour le bis(2-aminodiphénylsulfure). 

L'ajout d'une chaîne latérale aminée protonable sur une anthraquinone nous a 

permis d'obtenir un bon inhibiteur de la TR avec une IC50 de 3.3 JlM. Malheureusement, 

dans le cas des anthraquinones simples, des problèmes de solubilité nous ont empêché de 

mesurer les IC50 correspondantes et de caractériser un comportement de type subversif. 

2.2. Tests Janssen 

2.2.1. Résultats 

Produit Modèle Activité in vitro (lM) 
25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.78 

T.brucei 0 0 
63b T.cruzi 60 40 0 0 

L.infantum 0 0 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 0 

T.brucet 0 0 
64b T.cruzi 70 0 0 0 

L.infantum 40 0 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 0 

T.brucet 0 0 
65b T.cruzi 70 0 0 0 

L.infantum T 20 0 0 
cytotoxicité 100 100 0 0 0 

T.brucei 0 0 
66b T.cruzi 0 0 0 0 

L.infantum 0 0 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 

T.brucet 0 0 
67b T.cruzi 0 0 0 0 

L.infantum 0 0 0 0 
cytotoxicité 0 0 0 0 
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2.2.2. Discussion 

Tous ces composés sont inactifs sur la GR. 

Seul le composé 65b est cytotoxique. Cela est probablement dû à la fonction 

amine primaire portée par le noyau aromatique. Les composés 66b et 67b sont totalement 

inactifs. Le composé 64b est faiblement actif mais pas spécifiquement sur T. cruzi. 

In vitro, seul le composé 63b présente une activité spécifique sur T. cruzi 

intéressante. Malheureusement, cette activité ne peut être corrélée avec une actvité sur la 

TR. 

composé 63b 

Conclusion 

La synthèse de dérivés dissymétriques formant une troisième génération 

d'inhibiteurs de la famille des 2-arninodiphénylsulfures n'a pas permis d'optimiser 

l'activité inhibitrice sur la trypanothion réductase. 

Mais, différentes caractéristiques structurales apparaissent comme plus favorables 

à l'inhibition. En effet, le dérivé dissymétrique constitue un inhibiteur plus actif sur la TR 

s'il possède les attributs structuraux suivants: 
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- l'amine RNH2 est aromatique ; une amine aliphatique est beaucoup moins favorable. 

- le groupement R est constitué d'un groupement hydrophobe (pouvant interagir avec la 

poche hydrophobe du site actif de la TR) portant une chaîne latérale aminée pouvant se 

protoner et ainsi interagir avec des résidus acides du site : la suppression d'une des deux 

chaînes latérales des bis 2-aminodiphénylsulfures entraîne une forte diminution de 

l'activité inhibitrice sur la TR. 

-la meilleure inhibition a été obtenue avec un groupement anthraquinonyle portant une 

chaîne latérale aminée (composé 68b ). 

composé 68b 

Du fait de la bonne activité du composé 68b, des études sont actuellement en 

cours pour faire varier la quinone substituée par une chaîne latérale aminée qui jouera le 

rôle du groupement R. Ainsi, l'étude du caractère de substrat subversif de ce type 

197 



d'inhibiteurs de la trypanothion réductase pourra être approfondi. Ces études font l'objet 

d'une partie de la thèse de Laurence Salmon. 

Les tests réalisés in vitro sur le parasite ne montrent pas de corrélation franche 

entre les activités TR et les activités, in vitro, sur Trypanosoma cruzi. 
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Cinquième chapitre 

Les bis(2-aminodiphénylsulfures) 

à trois chaînes latérales : 

Une quatrième génération d'inhibiteurs de la TR 
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Introduction 

Préalablement à ce travail, une étude de modélisation moléculaire, des calculs de 

dynamique moléculaire115 et l'élucidation par cristallisation et diffraction aux rayons X du 

complexe TR-mépacrine91 ont montré: 

-d'une part, l'intérêt d'accroître le nombre de chaînes latérales aminées pour améliorer les 

interactions site-inhibiteur, 

- d'autre part, la possibilité pour la poche hydrophobe du site actif de la TR d'accueillir 

une entité aromatique plus importante. 

Ces résultats nous ont conduit à la synthèse de bis(2-aminodiphénylsulfures). Ces 

derniers se sont révélés être de très bons inhibiteurs de la trypanothion réductase de 

Trypanosoma cruzi. Bien que leur positionnement dans le site actif de la TR ne soit pas 

encore vraiment défini, leur bonne activité inhibitrice sur la TR a confirmé nos hypothèses 

de départ. 

Pour tenter d'optimiser les interactions site actif-inhibiteur, nous avons synthétisé 

une quatrième génération d'inhibiteurs : des bis(2-aminodiphénylsulfures) portant une 

troisième chaîne latérale (figure 42). 

R 

figure 42. Quatrième génération d'inhibiteurs de la TR 
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Pour étudier les interactions et le positionnement de cette chaîne supplémentaire 

vis-à-vis du site actif de la trypanothion réductase, différents groupements fonctionnels 

ont été choisis, pour justifier une certaine diversité, et placés en position terminale : 

-un groupement acide carboxylique pouvant interagir avec un groupement aminé ou 

guanidinium, 

-un groupement aminé pouvant interagir avec l'extrémité carboxylate d'un résidu 

glutamique, 

Sur la fonction amine terminale ainsi obtenue ont été fixées quatre entités pouvant 

engendrer des interactions hydrophobes avec le site actif de la trypanothion réductase : 

-un groupement 9-fluorénylméthyloxycarbonyle, 

- un groupement tert-butyloxycarbonyle, 

- un groupement naphtalénoyle, 

- une longue chaîne grasse à 14 atomes de carbone (1' acide tétradécanoïque, ou acide 

myristique permet, de plus, de faciliter la pénétration intracellulaire), 

- un groupement biotinyle pouvant établir des liaisons hydrogène, par ses azotes ou son 

carbonyle, ou des interactions hydrophobes par ses hétérocycles. 

Ce dernier groupement possède de surcroît une potentialité de marqueur qui sera 

discutée dans le sixième chapitre. 

Pour conserver la même distance entre la fonction amine tertiaire centrale et le 

groupement terminal, la longueur de chaîne correspondant à la biotine a été 

systématiquement conservée : une chaîne à cinq atomes. 

bio tine 

201 



1. Synthèse des composés 

La synthèse des bis(2-aminodiphénylsulfures) de cette série passe, dans un 

premier temps, par l'obtention du bis(2-aminodiphénylsulfure) 75b analogue du composé 

26b possédant une fonction amine secondaire au centre du bras espaceur. Cette fonction 

peut, ensuite, permettre la fixation d'une troisième chaîne de longueur constante, mais de 

groupement terminal variable. 

composé 75b 
analogue de 26b possédant une fonction amine secondaire au centre du bras espaceur 

Du fait des mauvais rendements de synthèse du composé 38b, dus aux 

nombreuses fonctions amines présentes dans les deux chaînes latérales, nous avons choisi 

de baser la structure de notre quatrième génération d'inhibiteurs de la TR sur l'analogue 

du composé 26b possédant une fonction amine secondaire au centre du bras espaceur. 

1. Synthèse du bis(2-aminodiphénylsulfure) possédant une 

fonction amine secondaire centrale 

Le produit de départ de cette synthèse est l'acide iminodiacétique. Nous 

souhaitions coupler les fonctions acide de ce dernier avec deux molécules de 3-( 4-bromo-

2-nitro )phénylthiophénylamine. 

Mais, préalablement, nous devions protéger la fonction amine secondaire centrale 

pour éviter toute réaction secondaire intra- ou intermoléculaire lors du couplage. Le 

groupement Boe (tert-butyloxycarbonyl) ne résistant pas au traitement acide163 et la 
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réduction ultérieure des groupements nitro faisant intervenir l'acide chlorhydrique 

concentré, nous avons opté pour une protection avec le groupement Fmoc (9-

fluorénylméthyloxycarbonyle). 

Ce groupement164 résiste à un traitement acide et aux hydrogénations catalytiques, 

contrairement à la plupart des groupements protecteurs classiquement utilisés dans le cas 

des amines. n est facilement éliminé par un traitement doux : pipéridine, morpholine, 

DIEA pour donner l'amine déprotégée et du dibenzofulvène. 165 La protection se fait par 

un traitement par le chloroformate de 9-fluorénylméthyle (Fmoc-Cl) dans un mélange 

dioxanne/N~CO/H20. 

chloroformate de 9-fluorénylméthyle 

Différents essais de couplage ont été mis en oeuvre avec la 3-(4-bromo-2-

nitro)phénylthiophénylamine (tableau 18). 

Essai Réactif Solvant Température 

la chlorure de thionyle SOC12 reflux 

2 2,4,6-trichloro-1 ,3,5-triazine CH2Cl2 -10°C 

3b 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine DMF -10°C 

4b 2,4,6-trifluoro-1 ,3,5-triazine DMF -10°C 

sb 2,4,6-trifluoro-1 ,3,5-triazine N-méthyl-2-pyrolidinone -10°C 

.. 
•: cette réaction a été faite dans SOC12 pur du fait de la faible solubthté de l'actde portant un groupement 
Fmoc dans CH2Ch. 
b : l'utilisation de ces deux solvants (DMF et N-méthyl-2-pyrolidinone) a été rendue nécessaire par la faible 
solubilité dans CH2Cl2 de l'acide portant un groupement Fmoc. 

tableau 18. Essais de couplage acide/anùne 
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Plusieurs réactifs ont été utilisés pour former le chlorure ou le fluorure d'acide à 

partir de 1' acide iminodiacétique, dont la fonction amine secondaire était protégée par un 

groupement Fmoc. Ensuite, le couplage avec l'amine était toujours réalisé de la même 

façon: le chlorure ou le fluorure d'acide, repris dans CH2Cl2, était ajouté à une solution 

de la 3-(4-bromo-2-nitro)phénylthiophénylamine (4 équivalents) et de pyridine (5 

équivalents) dans CH2Cl2• 

Nous n'avons jamais observé la formation du bis(2-aminodiphénylsulfure) nitré 

attendu. La 3-(4-bromo-2-nitro)phénylthiophénylamine restait toujours présente ainsi que 

le diacide. Dans le cas du passage par un dichlorure d'acide, nous ne pouvions pas savoir 

si l'intermédiaire se formait du fait de son instabilité. Dans le cas du fluorure d'acide 

intermédiaire, ce dernier ne semble pas se former, le pic de masse attendu n'apparaissant 

pas en TOF. 

Nous avons donc décidé d'essayer la protection de la fonction amine secondaire 

par un groupement Boe. Puis, une déprotection et une protection par un groupement 

Fmoe devaient nous permettre d'achever la synthèse du composé 75b. 

Cette réaction de protection par un groupement Boe est réalisée grâce au 

dicarbonate de di-tert-butyle (Boe20) dans un mélange dioxanne/NaOH 2 N/H20.166 

dicarbonate de di-tert-butyle 

Une fois le groupement Boe fixé sur la molécule, la méthode de couplage testée a 

consisté au passage intermédiaire par l'anhydride d'acide, formé par l'action de la 

dicyclohexylcarbodiimide sur le diacide, puis, à la réaction directe de cet anhydride sur la 

3-(4-bromo-2-nitro)phénylthiophénylarnine.166 Une des deux fonctions acide se couple 

ainsi avec une amine (schéma 36). 
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,--cooH 
Boe-N, -

--cOOH 

DCC/THF 

T. amb. 

H 

amine/THF j):SJYî('f1fH 
1.& 1.& 0 BocO 

reflux Br N02 

schéma 36. Passage par l'anhydride intermédiaire puis couplage d'une fonction amine 

Puis, la formation du fluorure, à partir de 1' acide obtenu, a permis de coupler la 

deuxième amine (schéma 37). 

l amine 1 CH2C~ 1 Pyridine 
T.amb. 

S H H S 

~ '(YNY'~~N~ ~ 
Br~N02~ 0 

Boe 
0 ~o~~Br 

schéma 37. Couplage de la deuxième partie aromatique 

Préalablement à la réduction des groupements nitro, qui se fait en présence d'acide 

chlorhydrique concentré, le groupement Boe, instable dans ces conditions, a été remplacé 

par le groupement Fmoc, la déprotection préalable de l'amine secondaire centrale se 

faisant par traitement avec un mélange CH2CIJCF3COOH-1/1 (schéma 38). 
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~ ~ ~-"Y r r s ~ ~'(( 
J(Y~ o ~oco ~~ '0 Br~No2V <l.!N~Br 

j CF3COOH 1 Cl-i2CI2/ T. amb. 

H H 

J(YS~N[('~-"YN'?yS~ 
~"-V o o Vn.~ Br N~ 02N Br 

j 
Fmoc-CI 1 Na2C03/ dioxanne 1 H20 
T.amb. 

H H 

s:v~ Nî('~-"YN'QI s~ 
6 0 FmocO ~ ~ Br N~ 02N Br 

schéma 38. Changement de groupement protecteur de la fonction amine centrale 

La réduction des groupements nitro se fait avec du fer en poudre, de l'acide 

chlorhydrique concentré dans l'éthanol à 95°. 

Le protocole mis en oeuvre pour flxer les deux chaînes latérales aminées 

provoque, simultanément, la déprotection de la fonction amine secondaire (schéma 39). 

En effet, la dernière étape (amination) fait intervenir la N-éthylpipéridine, puis la N­

méthylpipérazine, et le clivage d'un groupement Fmoc porté par une fonction amine se fait 

par un traitement doux avec une amine basique (pipéridine, morpholine, 

diisopropy lé th y lamine). 167 

J 

1) chlorure de 3-chloropropionyte 
N-éthylpipéridine 1 THF anhycfre 1 ooc 
2) N-méthylpipérazine 1 THF anhydre 
reflux 

s ~ ~'(fM 
M~'f'~-'l( ~ 1 1 ~ .. V o o ~ h 

B NH H r 

~·~~ ·~~c) 
schéma 39. 

Fixation des chaînes latérales aminées et déprotection simultanée de la fonction amine 
secondaire centrale 
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Le schéma de synthèse du bis(2-aminodiphénylsulfure), analogue de 26b 

possédant une fonction amine secondaire au centre du bras espaceur est donc le suivant 

(schéma 40) : 

r-COOH 
Boe-N 

'-cooH 

69b 

__ oc_c--l~ri] amine (Ys~~rf'~""YOH 70b 

THF anhydre \___j THF anhydre Br~No2V 0 Boe 0 

r. amb. ~ reflux 11) fluorure de cyanuryle 1 pyridine 
CH:zCI 2 1-1 o•c 
2) amine 1 pyridine 1 CH2C12 / T. amb. 

~s~~[f'N-'l(~nsn 
~ -..V 0 ~oc 0 ~ 1 ~ 1 71b 

Br N02 02N Br ! CF3COOH 1 CH2CI2 / T. amb. 

~s~~rf'~""Y~Y(s~ 72b 

Br~N02v O O v02N~Br 

! Fmoc-CI/ Na2C03 / H20 1 dioxanne 
T.amb. 

SX)'~rf'N-'lr'~'Q:S:(l lA 0 ~mocO~~ ~~ 73b 
Br N02 02N Br ! Fe 1 HCI/ EIOH 95° 1 reflux 

s ~ ::r~ s J)::O Y'N ~n 4b lA 8 ~moc ~~ ~~ 7 
Br NH2 H2N Br 

1) CICO(CH2) 2CI/ N·éthylpipéridine 
THF anhydre 1 o•c 
2) N-méthylpipérazine 1 THF anhydre 
reflux 

sv~r~-r~vf' : 75b 
~ ~ 

0 

r-\ r-\ 
\_JN-CH, H,C-N\._/ 

schéma 40. Synthèse globale du composé possédant une amine centrale 

2. Acylation de la fonction amine secondaire libre 

Dans le cadre de notre étude sur l'activité inhibitrice des composés substitués, 

dérivés des bis(2-aminodiphénylsulfures), pour ne faire varier qu'un seul paramètre de 

structure, nous avons choisi de fixer, sur la fonction amine secondaire centrale, une 
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chaîne carbonée de longueur fixe. Ainsi, seul varie le groupement terminal. La longueur 

de chaîne choisie correspond à celle de la biotine : elle compte cinq atomes. 

2.1. Acide en position terminale 

La longueur de chaîne choisie comprenant cinq atomes, le réactif utilisé est 

l'anhydride glutarique. La fixation de la chaîne possédant une fonction acide libre en 

position terminale se fait par action de 1' anhydride glutarique sur le composé 7 Sb dans la 

pyridine (schéma 41). 

anhydride glutarique 1 pyridine 
T.amb. 

schéma41. 

Fixation de la chaîne possédant une fonction acide en position terminale 

Dans le cas de tous les autres composés, la fixation de la chaîne se fait par la 

méthode utilisée dans le schéma de synthèse mis en oeuvre dans le cas des bis(2-

aminodiphénylsulfures) (voir quatrième chapitre, & 2.1.2.): PyBrop/DIEA/DMF. 
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2.2. Amine libre ou substituée en position terminale 

La longueur de chaîne choisie comprenant cinq atomes, le réactif utilisé est l'acide 

4-aminobutanoïque. La fixation de la chaîne possédant une fonction amine libre en 

position tenninale nécessite la protection préalable de cette fonction amine. Un essai de 

protection a été réalisé avec un groupement Fmoc, mais le couplage acide/amine a été 

infructueux. 

Finalement, la fonction amine de la chaîne a été protégée par un groupement Boe 

(traitement avec Boc20/dioxanne/H20/Na0H 2 N) ; l'acide a été couplé avec la fonction 

amine secondaire du composé 75b, puis la fonction amine terminale a été déprotégée par 

un traitement avec CF3COOH/CH2Cl2 (schéma 42). 

Boc20 1 dioxanne 
H2u/ NaOH 2 N 

T.amb. 

BoeHN ?! 
VvAoH 

schéma42. 

PyBrop 1 DIEA 1 DMF 
T.amb. 

CF3 COOH 1 C~l2 
T.amb. 

Fixation de la chaîne possédant une fonction amine en position terminale 
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Les deux composés : fonction anùne terminale libre et fonction amine terminale 

protégée par un groupement Boe, ont été évalués sur la TR. 

D'autres groupements ont été fixés sur la fonction amine terminale et les composés 

correspondants évalués sur la TR : 

-un groupement 9-fluorénylméthyloxycarbonyle, 

- une chaîne longue à 14 atomes de carbone, 

- un groupement naphtalénoyle. 

La fonction amine terminale du composé 78b a été substituée par un groupement 

Fmoc selon la méthode Fmoc-Cl/dioxanne/N~C03~0 (schéma 43). 

Fmoc-cl/ Na2C Oa 1 dioxanne 1 HP 
T.amb. 

schéma43. 
Fixation d'un groupement Fmoc sur la fonction amine terminale 

La chaîne longue à 14 atomes de carbone a été fixée par couplage entre le composé 

75b et l'acide tétradécanoïque par la méthode PyBrop/DIEA/DMF (schéma 44). 
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CHs(CH:!)12COOH 1 PyBrop 1 DIEA 1 DMF 
T.amb. 

BOb 

schéma44. 
Fixation d'une chaîne longue sur la fonction amine terminale 

Enfin, la fixation du groupement naphtalénoyle est réalisée par couplage entre 

l'acide naphtalénoïque et le composé 78b par la méthode PyBrop/DIENDMF (schéma 

45). 

NH2 

.M,d)t~M~ , .. 
~~. ~,-cJ 

~OOH 

~ 
PyBrop 1 DIEA 1 DMF 
T.amb. 

schéma45. 

81b 

Fixation du groupement naphtalénoyle sur la fonction amine terminale 
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2.3. Biotine 

Dans le cas de la biotine, la fonction acide est activée par le PyBrop, puis, réagit 

sur l'amine secondaire centrale du bis(2-aminodiphénylsulfure) 75b (schéma 46). 

biotine 1 PyBrop 1 DIEA 

DMF 
T.amb. 

schéma 46. Fixation de la biotine 

ll. Résultats enzymatiques et Discussion 

Tous les composés synthétisés ont été évalués par mesure de leur IC50 vis-à-vis de 

la typanothion réductase de Trypanosoma cruzi. 

1. Résultats 

Le composé 75b, analogue de 26b, présente une IC50 de 1.5 J.1M. 

Br 

composé 75b 

IC50 = 1.5 J.1M 

212 



Les IC50 des bis(2-aminodiphénylsulfures), portant une troisième chaîne latérale, 

vis-à-vis de la trypanothion réductase sont les suivantes: 

Molécule -R re so (J.tM) 

76b -COOH * 

H 
77b -N o~H3 0.25* rr H3 

0 CH3 

78b - NH2 
0.75* 

79b ~ 0.6 
-~0 

0 

80b -N~H3 0.2 

H 12 

81b 
_Jj yOO 0.3 

0 

82b -~~0 0.3 

* : problème de solubilité à J.LM dans le DMSO 
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2. Discussion 

Le remplacement d'un groupement CH2 par une fonction amine secondaire, au 

centre du bras espaceur, provoque une diminution de l'activité inhibitrice (IC50 de 1.5 J..LM 

au lieu de 0.55 J.LM). 

Ce site protonable, au centre de la molécule, n'est donc pas favorable à l'activité 

inhibitrice sur la trypanothion réductase 

La fixation d'une troisième chaîne latérale, par modification du bras espaceur, 

n'entraîne pas de chute de l'activité inhibitrice sur la trypanothion réductase. Au contraire, 

les composés synthétisés présentent une activité inhibitrice sur la TR équivalente ou même 

meilleure que celle du composé 38b (meilleur inhibiteur de la famille des bis(2-

arninodiphénylsulfures) avec une IC50 de 350 J..LM). 

L'ajout d'une troisième chaîne latérale semble permettre d'améliorer l'interaction 

entre l'inhibiteur et le site actif de la TR : 

- la présence de la fonction acide a posé de gros problèmes de solubilté, mais le produit 

correspondant semble peu actif ; 

- la fonction amine libre terminale est favorable pour l'inhibition (IC50 = 750 nM) ; la 

fonction amine terminale protégée par un groupement hydrophobe ou une longue chaîne 

grasse (groupement Boe, Fmoc ou tétradécanoyle) est encore plus favorable avec des IC50 

entre 200 et 600 nM ; 

la fixation de la biotine permet également d'obtenir une bonne inhibition de la TR 

avec une IC50 de 300 nM. 

A l'extrémité de la troisième chaîne latérale, les interactions hydrophobes, avec le 

site actif, semblent les plus favorables, à l'inhibition de la trypanothion réductase, que les 

interactions ioniques. 
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Conclusion 

La plupart des composés, présentant une entité hydrophobe à l'extrémité de la 

troisième chaîne latérale, donnent des IC50 meilleures que le bis(2-aminodiphénylsulfure) 

75b (IC50 = 1.5 J..LM), aminé au centre du bras espaceur, et que le bis(2-

aminodiphénylsulfure) 26b (IC50 = 0.55 JlM), non aminé au centre du bras espaceur. 

Les composés, pouvant engager des interactions ioniques par l'intermédiaire de 

cette extrémité, sont de moins bons inhibiteurs de la TR. 

nM). 

Le meilleur inhibiteur est obtenu avec la longue chaîne hydrophobe (IC50 = 200 

composé 80b 
IC50 = 200 nM 

La bonne activité inhibitrice du composé 82b sur la TR (IC50 = 300 nM) nous a 

permis de commencer notre étude quant à l'évolution de ce type de molécules à l'intérieur 

du parasite Trypanosoma cruzi. Toute cette étude sera développée dans le sixième 

chapitre. 
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Sixième chapitre 

Conception d'un marqueur d'affinité de la TR 

Etude de sa pénétration dans le parasite 

et de sa localisation ultérieure 
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Introduction 

Dans notre série de dérivés de 2-aminodiphénylsulfures, les meilleures DL50 

(concentration en composé qui provoque 50% de létalité sur le parasite) sur Trypanosoma 

cruzi sont de 10 J..LM. Sur la trypanothion réductase, le Ki du plus puissant inhibiteur est 

de 700 nM (composé 38b). Compte tenu de la forte concentration intracellulaire en T(S)2 

et T(SH)2 dans le parasite, il faudrait encore gagner en activité pour la TR pour tuer le 

parasite. 

Mais, cette faible activité trypanocide peut également être due à des problèmes de 

pénétration dans le parasite ou à la métabolisation de l'inhibiteur par d'autres enzymes. 

Nous avons donc décidé d'étudier la pénétration dans le parasite et la localisation 

ultérieure d'un inhibiteur de cette famille, par marquage non radioactif. 

Pour réaliser ce marquage, nous avons choisi de fixer un groupement biotinyle sur 

un bis(2-aminodiphénylsulfure) par modification du bras espaceur. Préalablement à toute 

étude biologique, nous avons vérifié que le composé ainsi synthétisé présentait une bonne 

activité inhibitrice vis-à-vis de la TR. 

1. Conception d'un inhibiteur marqué 

1. Principe du marquage à la biotine 

La biotine ou vitamine H est un coenzyme attaché par liaison covalente à des 

carboxylases et plus généralement à des enzymes effectuant des transferts de co2. 

biotine 
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En plus de cette fonction de fixation du C02, de nombreux travaux de marquage 

de macromolécules sont basés sur la grande affinité de la biotine pour l'avidine ou la 

streptavidine, associée à une activité péroxydase ou phosphatase pouvant générer une 

réaction colorée in situ. Ces protéines sont capables de lier la biotine, qu'elle soit libre ou 

fixée sur une molécule par un lien covalent. Leur affinité est très importante, puisqu'elle 

atteint 1015
• La première est présente dans le blanc d'oeuf, la seconde est produite par une 

bactérie (Streptomyces avidinii). Ces deux protéines, de 67 et 60 kDa respectivement, se 

ressemblent et se comportent de la. même façon. Les données cristallographiques de 

chaque site permettent d'expliquer la forte affinité de ces protéines avec la biotine : leur 

association étroite avec la biotine met à contribution des interactions hydrophobiques, de 

nombreux ponts hydrogène, et un verrouillage par une boucle polypeptidique qui vient se 

refermer sur le substrat.168
'
169 

Dans la pratique, la streptavidine est souvent préférée à l' avidine car elle n'est pas 

glycosylée et donne moins d'effets secondaires. 

La biotine peut être fixée sur une cible ou sur un substrat. Dans le premier cas, il 

est très facile de fixer un radical biotinyle sur une protéine et l'opération est souvent 

réalisable sans qu'il en résulte d'inconvénients sur les propriétés de la cible. En outre, la 

biotine est une molécule très stable. Une protéine marquée par biotinylation sera donc 

reconnue avec une grande efficacité par l' avidine, tout en conservant sa fonction 

biologique. Dans le deuxième cas, la biotine est fixée sur une fonction adaptée du 

substrat. Ce groupement supplémentaire peut entraîner des variations de l'affinité entre le 

substrat ainsi modifié et la cible. 

2. Synthèse d'un inhibiteur marqué de la famille des bis(2-

aminodiphénylsulfures) 

Dans le cadre de notre étude, le groupement biotinyle est fixé sur la fonction 

amine secondaire d'un inhibiteur symétrique de la famille des bis(2-

aminodiphénylsufures) (figure 43). 
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figure 43. Bis(2-aminodiphénylsulfure) biotinylé 82b 

Le schéma de synthèse de ce composé est décrit dans le cinquième chapitre, 

portant sur les bis(2-aminodiphénylsulfures) à trois chaînes latérales. 

Ce composé présente une bonne activité inhibitrice vis-à-vis de la trypanothion 

réductase de Trypanosoma cruzi avec une IC50 de 300 nM, qui s'est révélée être bien 

meilleure que celle du composé 7 Sb ne possédant pas de troisième chaîne latérale. Ce 

groupement supplémentaire n'entraîne pas de variations de l'affmité entre l'inhibiteur ainsi 

modifié et la cible. 

II. Pénétration et suivi dans le parasite 

La mise en oeuvre et les résultats de cette étude sont en cours et seront présentés 

lors de la soutenance. 
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Conclusion 
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L'objectif de ce travail était la recherche d'une chimiothérapie contre la maladie de 

Chagas. L'enzyme qui a été choisie comme cible thérapeutique est la trypanothion 

réductase, flavoprotéine NADPH-dépendante, qui régénère le trypanothion sous sa forme 

active T(SH)2• Cette enzyme remplace, chez Trypanosoma cruzi, la glutathion réductase et 

semble jouer un rôle essentiel dans le métabolisme du parasite. 

En nous basant sur les résultats d'un test de criblage enzymatique, sur des calculs 

de dynamique moléculaire et sur des études de modélisation moléculaire, nous avons 

synthétisé des bis(2-aminodiphénylsulfures), constitués de deux entités diphénylsulfures 

reliées par un bras espaceur et portant chacune une chaîne latérale polyaminée, et des 

mono 2-aminodiphénylsulfures portant deux chaînes latérales polyaminées. Nous avons 

étudié différents paramètres structuraux. L'inhibiteur de la TR le plus puissant s'est révélé 

être le composé suivant avec une IC50 de 350 nM : 

composé 38b 

IC50 = 350 nM 

Comme pour d'autres analogues de la famille des bis(2-aminodiphénylsulfures), la 

mesure du ~ de ce composé (Ki = 700 nM) nous a permis de mettre en évidence un 

phénomène d'aggrégation en solution. 

Ces deux premières générations d'inhibiteurs nous ont donc permis d'améliorer 

fortement, par rapport à la tête de série, l'activité inhibitrice sur la trypanothion réductase, 

mais ces composés ne se sont pas révélés suffisamment actifs pour éliminer le parasite. 
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Pour tenter d'optimiser davantage l'inhibition de la TR et d'étudier le rôle exact de 

la deuxième entité noyau aromatique - chaîne latérale aminée des bis(2-

arninodiphénylsulfures), nous avons synthétisé une troisième génération d'inhibiteurs 

constituée de dérivés dissymétriques des 2-arninodiphénylsulfures. Parallèlement à cette 

étude, l'introduction d'un groupement de type anthraquinonique devait nous permettre 

d'accroître le stress oxydant sur le parasite par l'action conjuguée d'un inhibiteur de la TR 

et d'un substrat subversif. 

L'activité inhibitrice sur la TR n'a pu être améliorée mais les études des relations 

structure-activité ont montré l'importance du couple noyau aromatique - chaîne latérale 

aminée pour une meilleure inhibition. Le meilleur inhibiteur de la série s'est révélé être le 

composé suivant avec une IC50 de 3.3 J.LM: 

Ms~~H .V o o 
8 H 

0 

La vérification du caractère substrat subversif de ce composé est actuellement en 

cours d'étude au laboratoire. 

Les activités trypanocides de cette famille de composés se sont révélées assez 

décevantes (DL50 ;;::: 10 J.LM). Vue la forte concentration en T(S)2 et T(SH)2 dans le 

parasite, l'activité TR de nos inhibiteurs est peut-être encore insuffisante? 

Mais, la faible activité trypanocide peut également être due à des problèmes de 

pénétration dans le parasite ou à la métabolisation de l'inhibiteur par d'autres enzymes. 
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Nous avons donc décidé d'étudier la pénétration dans le parasite et la localisation 

subcellulaire d'un inhibiteur de la famille des bis(2-aminodiphénylsulfures), par marquage 

non radioactif. 

Pour réaliser ce marquage, nous avons choisi de fixer un groupement biotinyle sur 

un bis(2-arninodiphénylsulfure) par modification du bras espaceur. Le composé 82b 

obtenu présente une bonne activité inhibitrice sur la TR (1 C 50 = 300 nM) justifiant une 

étude de suivi biologique. Cette étude est en cours. 

composé 82b 

IC50 = 300 nM 

Br 

La bonne activité inhibitrice de ce composé nous a amené à synthétiser et à évaluer 

une quatrième génération d'inhibiteurs de la TR, constituée de bis(2-

aminodiphénylsulfures) portant trois chaînes latérales et obtenue par modification du bras 

espaceur. 

L'introduction d'une fonction amine secondaire, au centre du bras espaceur, a 

permis de montrer l'influence négative d'un site protonable en cette position (IC50 = 1.5 

JlM au lieu de 0.55 JlM). 

Ces composés "trisubstitués" se sont révélés être de bons inhibiteurs de la TR. 

L'ajout d'une troisième chaîne latérale, portant un groupement hydrophobe en position 

terminale, a permis d'améliorer 1' inhibition de la trypanothion réductase. Les interactions 

224 



hydrophobes semblent préférables aux interactions ioniques entre l'extrémité de la 

troisième chaîne latérale et le site actif de la TR. Le meilleur inhibiteur s'est révélé. être le 

composé 80b avec une IC50 de 200 nM. 

composé 80b 

IC50 = 200 nM 

Nous avons réussi à améliorer l'activité inhibitrice sur la trypanothion réductase de 

Trypanosoma cruzi et obtenu les meilleurs inhibiteurs décrits à ce jour. Si les activités 

trypanocides, in vitro, se sont révélées décevantes, la TR reste une cible d'intérêt 

thérapeutique certain, les expériences de knock-out (même partiel, 80% maximum 

seulement) du gène de la TR démontrant l'incapacité pour le parasite de survivre dans de 

telles conditions. 
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Partie expérimentale 
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1. Généralités 

1. Méthodes de purification et d'analyse des produits 

1.1. Chromatographie sur couche mince de silice 

Les réactions ont été suivies et la pureté des différents produits vérifiée par 

chromatographie sur couche mince de silice (CCM). Les couches minces utilisées sont des 

plaques d'aluminium recouvertes d'une couche, de 0.25 mm d'épaisseur, d'un gel de 

silice 60 PF254 Merck, contenant un révélateur fluorescent des groupements chromophores 

dans l'ultra-violet (254 nm). 

Deux tests de révélation ont été utilisés : test à la ninhydrine (révélateur des 

fonctions amines primaires) et le test de Reindel-Hoppe (révélateur des fonctions amides). 

Un test ninhydrine positif donne une coloration marron et un test Reindel-Hoppe positif 

donne une coloration bleu-vert. 

Le test à la ninhydrine est réalisé de la façon suivante : vaporisation d'une solution 

de ninhydrine à 10% dans l'acétone et chauffage rapide. 

Le test de Reindel-Hoppe est réalisé de la façon suivante : vaporisation de la 

solution de ninhydrine, chauffage rapide, vaporisation d'eau javel pure, puis d'une 

solution aqueuse d'acide acétique à 20%, chauffage intense et vaporisation de la solution 

de tétraméthyldiaminodiphénylméthane (TDM). La solution de TDM est préparée en 

mélangeant, dans des proportions 111, une solution à 5% de TDM dans de l'acide acétique 

aqueux à 20% et une solution aqueuse à 5% de iodure de potassium. 

1.2. Chromatographie sur colonne de silice 

La purification de certains produits a été effectuée par chromatographie sur colonne 

de silice (gel de silice 60 PF254 Merck, granulométrie entre 0.04 et 0.063 mm). Cette 

méthode repose sur les mêmes principes de choix d'éluants que la CCM. 

1.3. Chromatographie sur couche épaisse de silice 

La purification de certains produits (essentiellement ceux obtenus en faible 

quantité) a été effectuée par chromatographie sur couche épaisse (CCE). 

Les chromatographies sont réalisées sur des plaques de verre (20x20 cm) 

recouvertes d'une couche de silice de 0.1 cm d'épaisseur (gel de silice 60 PF254 Merck 
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pour chromatographie sur plaques). Cette méthode repose sur les mêmes principes de 

choix d'éluants que la CCM. 

1.4. Spectrométrie de masse "Temps de Vol" (TOFMS) 

Les spectres de masse ont été obtenus sur un appareil BIOION 20 qui utilise la 

tecnhique de "temps de vol" ou "time of flying" (TOF). 

1.5. Chromatographie liquide à haute performance 

La pureté des différents produits a également été contrôlée par chromatographie 

liquide haute performance (HPLC). Elle est effectuée sur une colonne de silice sur 

laquelle sont greffés des groupements alkylcyano (phase "cyano nucléosil" ou "CN"). 

Les deux éluants utilisés sont : 

- solvant A: eau milliQ 1 acide trifluoroacétique- 99.5 1 0.5, 

- solvant B : acétonitrile 1 eau milliQ 1 acide trifluoroacétique - 80 1 20 1 0.5. 

Le système d'analyse est constitué de deux pompes Schimadzu LC-10 AS, d'un 

injecteur automatique Schimadzu SIL-1 0 A, d'un spectrophotomètre Schimadzu SPD-1 0 

A et d'un système de contrôle Schimadzu SCL-1 0 A. ll est géré par un logiciel Mac 

Intosh. 

1.6. Résonance Magnétique Nucléaire 

Les spectres de Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) ont été enregistrés sur 

un spectromètre BRUKER ORX 300 eH, 300 MHz). 

Les déplacements chimiques sont donnés en ppm. Les spectres sont décrits avec 

les abréviations suivantes : s = singulet, d = doublet, t = triplet, q = quadruplet, qt = 

quintuplet, rn = multiplet. 

1. 7. Mesure des points de fusion 

Les points de fusion des solides obtenus ont été déterminés sur un appareil 

BÜCHI 530. 
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2. Formation des sels d'oxalates 

Les composés synthétisés ont, ensuite, été évalués en tant qu'inhibiteurs de la 

trypanothion réductase . Pour des raisons de solubilité dans le tampon enzymatique, les 

produits sont testés sous la forme de sels d'oxalates. 

Les sels d'oxalates ont été obtenus selon le protocole suivant : à une solution du 

composé, sous forme de base, dans le minimum d'acétate d'éthyle (ou d'isopropanol en 

cas de problèmes de solubilité) est ajoutée, goutte à goutte, une solution saturée d'acide 

oxalique dans l'acétate d'éthyle ; après une heure à 4°C, le précipité formé est filtré sur 

fritté, lavé avec de l'acétate d'éthyle froid, puis avec de l'éther et séché au dessicateur en 

présence de P20 5• 

3. Préparation des solvants de réaction 

3.1. Distillation du tétrahydrofurane 

La distillation du tétrahydrofurane est effectuée sur des billes de sodium en 

présence de benzophénone. Une fois distillé, le solvant est conservé sur tamis moléculaire 

4 Â activé. 

3.2. Autres solvants 

Pour certaines des réactions mises en oeuvre, les solvants suivants ont été 

préalablement mis sur du tamis moléculaire 4 Â activé pendant une nuit : 

diméthylformamide, éther éthylique et dichlorométhane. 

II. Synthèse des Inhibiteurs 

1. Aminodiphénylsulfures de départ 

Le mode opératoire suivant concerne les composés 2a, 2b et 2c. 

A une solution d'acétate de sodium anhydre ( 10.9 g, 133 mmol, 5 éq) dans 80 mL 

d'éthanol absolu sont ajoutés l'aminothiophénol adéquat (5 g, 40 mmol, 1.5 éq) et du 2-

chloronitrobenzène (4.2 g, 26.7 mmol, 1 éq). Après 36 heures d'agitation à reflux, 

l'éthanol est évaporé. Le solide orange obtenu est traité par un mélange Ac0Et/H20. La 

phase organique est séchée sur MgS04 et évaporée. A l'huile orange obtenue sont ajoutés 

10 mL d'éthanol absolu. Après une nuit à 4°C, le mélange est filtré et lavé avec de 
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l'éthanol pour donner le diphénylsulfure correspondant qui est utilisé ensuite sans autre 

purification. 

2-[(2-nitro)phénylsulfanyl]phénylamine 2a 

solide jaune (5.3 g, 81%); Rf(CH2Cl/étherde pétrole-5/5): 0.5; P.P.: 75°C; RMN 1H, 

ô(CD2Cl2) : 8.30-8.26 (rn, 1H, Ph), 7.50-7.25 (rn, 4H, Ph), 6.93-6.82 (rn, 3H, Ph), 

4.35 (large, 2H, NH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 4.35 échangé ; TOP mlz : 246. 

3-[ (2-nitro )phénylsulfanyl]phénylamine 2 b 

solide orange (4.6 g, 70%); Rf(CH2Clzléther de pétrole-5/5) : 0.5 ; P.P. : l15°C; RMN 

1H, ô(CD2Cl2) : 8.24-8.20 (rn, 1H, Ph), 7.44-7.38 (rn, 1H, Ph), 7.31-7.22 (rn, 2H, 

Ph), 7.06-7.02 (rn, lH, Ph), 6.99-6.91 (rn, 2H, Ph), 6.85-6.80 (rn, 1H, Ph), 3.90 

(large, 2H, NH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 3.90 échangé ; TOP mlz : 246. 

4-[ (2-nitro )phénylsulfanyl]phénylamine 2c 

solide orange (4.9 g, 74%); Rf(CH2Clzléther de pétrole-5/5) : 0.6 ; P.P. : 100°C ; RMN 

1H, ô(CD2Cl2) : 8.24-8.20 (rn, 1H, Ph), 7.42-7.34 (rn, 3H, Ph), 7.26-7.19 (rn, 1H, 

Ph), 6.97-6.92 (rn, 1H, Ph), 6.83-6.77 (rn, 2H, Ph), 4.07 (large, 2H, NH2) ; ô(CD2Cl2 

+ D20) : 4.07 échangé ; TOP rnlz : 246. 
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3-[ ( 4-chloro-2-nitro )phénylsulfanyl]phénylamine 18 b 

A une solution d'acétate de sodium anhydre (21.8 g, 266 mmol, 5 éq) dans 160 mL 

d'éthanol absolu sont ajoutés le 3-aminothiophénol (10 g, 80 mmol, 1.5 éq) et du 2,5-

dichloronitrobenzène (10.2 g, 53.4 mmol, 1 éq). Après 36 heures d'agitation à reflux, 

l'éthanol est évaporé. Le solide obtenu est traité par un mélange Ac0Et/H20. La phase 

organique est séchée sur MgS04 et évaporée. A l'huile orange obtenue sont ajoutés 20 mL 

d'éthanol absolu. Après une nuit à 4 °C, le mélange est filtré et lavé avec de l'éthanol pour 

donner le diphénylsulfure 18b sous la forme d'un solide orange (5.7 g, 68%), qui est 

utilisé ensuite sans autre purification ; Rf(CH2Cl2) : 0.6 ; P.F. : 94°C ; RMN 1H, 

o(CD2Cl2) : 8.24-8.23 (rn, 1H, Ph), 7.39-7.34 (rn, 1H, Ph), 7.31-7.26 (rn, 1H, Ph), 

6.99-6.90 (rn, 3H, Ph), 6.86-6.81 (rn, 1H, Ph), 3.93 (large, 2H, NH2) ; o(CD2Cl2 + 

D20) : 3.93 échangé ; TOF mlz : 280.5. 

3-[ ( 4-bromo-2-nitro )phénylsulfanyl]phénylamine 23 b 

A une solution d'acétate de sodium anhydre (21.8 g, 266 mmol, 5 éq) dans 160 mL 

d'éthanol absolu sont ajoutés le 3-aminothiophénol (10 g, 80 mmol, 1.5 éq) et du 2,5-

dibromonitrobenzène (15 g, 53.4 mmol, 1 éq). Après 36 heures d'agitation à reflux, 

l'éthanol est évaporé. Le solide obtenu est traité par un mélange Ac0Et/H20. La phase 

organique est séchée sur MgSO 4 et évaporée. A l'huile orange obtenue sont ajoutés 20 mL 

d'éthanol absolu. Après une nuit à 4°C, le mélange est filtré et lavé avec de l'éthanol pour 

donnerle diphénylsulfure 23b sous la forme d'un solide orange (14.5 g, 84% ), qui est 

utilisé ensuite sans autre purification ; Rf(CH2Cl2) : 0.55 ; P.F. : 105°C ; RMN 1H, 

o(CD2Cl2) : 8.38-8.37 (rn, 1H, Ph), 7.52-7.48 (rn, 1H, Ph), 7.32-7.26 (rn, 1H, Ph), 

6.96-6.82 (rn, 4H, Ph), 3.93 (large, 2H, NH2) ; o(CD2Cl2 + D20) : 3.93 échangé ; TOF 

mlz: 325. 
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3-[( 4-fluoro-2-nitro )phénylsulfanyl]phénylamine 28b 

A une solution d'acétate de sodium anhydre (23.4 g, 285 mmol, 5 éq) dans 170 mL 

d'éthanol absolu sont ajoutés le 3-aminothiophénol (10.7 g, 85.5 mmol, 1.5 éq) et du 2-

chloro-5-fluoronitrobenzène (10 g, 57 mmol, 1 éq). Après 36 heures d'agitation à reflux, 

l'éthanol est évaporé. Le solide obtenu est traité par un mélange Ac0Et/H20. La phase 

organique est séchée sur MgS04 et évaporée. A l'huile orange obtenue sont ajoutés 30 mL 

d'éthanol absolu. Après une nuit à 4 °C, le mélange est filtré et lavé avec de l'éthanol pour 

donner le diphénylsulfure 28b sous la forme d'un solide orange (12.2 g, 81 %), qui est 

utilisé ensuite sans autre purification ; Rf(CH
2
Cl) : 0.6 ; P.F. : 78°C ; RMN 1H, 

ô(CD2Cl2) : 7.97-7.93 (rn, 1H, Ph), 7.30-7.24 (rn, 1H, Ph), 7.22-7.14 (rn, 1H, Ph), 

7.05-7.00 (rn, 1H, Ph), 6.96-6.90 (rn, 2H, Ph), 6.84-6.81 (rn, 1H, Ph), 3.94 (large, 

2H, NH2) ; ô(CD2Cl2 + D 20) : 3.94 échangé ; TOF mlz : 264. 

2-chloro-5-iodonitrobenzène 

A un mélange d'acide sulfurique concentré (8 mL) et d'eau (59 mL) est ajoutée la 4-

chloro-3-nitroaniline (12.2 g, 70.55 mmol, 1 éq). Après une heure d'agitation à 

température ambiante, la solution est refroidie à ooc et y sont ajoutés, goutte à goutte, 15 

mL d'une solution aqueuse de nitrite de sodium (4.87 g, 70.55 mmol, 1 éq). Après 30 

minutes d'agitation à 0°C, le milieu réactionnel est filtré et le filtrat ajouté, goutte à goutte, 

à 0°C, à 59 mL d'une solution aqueuse d'iodure de potassium (19.4 g, 117 mmol, 6 éq). 

Après 1h30 d'agitation à 0°C, la solution est filtrée. Le solide obtenu est traité par un 

mélange CH2ClJH20, la phase organique séchée sur MgS04 et évaporée pour donner le 

2-chloro-5-iodonitrobenzène sous la forme d'un solide rouge brique (15.5 g, 77%) ; 

Rf(CH2Cl/éther de pétrole-7/3): 0.9; P.F. : 55°C; RMN 1H, ô(CD2Cl2): 8.23-8.22 (rn, 

1H, Ph), 7.91-7.87 (rn, 1H, Ph), 7.36-7.32 (rn, 1H, Ph); TOF mlz: 283.5. 
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3-[(4-iodo-2-nitro)phénylsulfanyl]phénylamine 33b 

A une solution d'acétate de sodium anhydre (23.4 g, 285 mmol, 5 éq) dans 170 mL 

d'éthanol absolu sont ajoutés le 3-aminothiophénol (10.7 g, 85.5 mmol, 1.5 éq) et du 2-

chloro-5-iodonitrobenzène (16.2 g, 57 mmol, 1 éq). Après 36 heures d'agitation à 

reflux, l'éthanol est évaporé. Le solide obtenu est traité par un mélange Ac0Et/H20. La 

phase organique est séchée sur MgS04 et évaporée. A l'huile orange obtenue sont ajoutés 

30 mL d'éthanol absolu. Après une nuit à 4°C, le mélange est filtré et lavé avec de 

l'éthanol pour donner le diphénylsulfure 33b sous la forme d'un solide rouge brique 

(10.9 g, 55%), qui est utilisé ensuite sans autre purification; Rf(CH2Cl2) : 0.55 ; P.F. : 

130°C; RMN 1H, 3(CD2Cl2) : 8.54-8.53 (rn, 1H, Ph), 7.68-7.64 (rn, 1H, Ph), 7.31-

7.25 (rn, 1H, Ph), 6.96-6.89 (rn, 2H, Ph), 6.85-6.81 (rn, 1H, Ph), 6.77-6.74 (rn, 1H, 

Ph), 3.93 (large, 2H, NH2) ; 3(CD2Cl2 + D20) : 3.93 échangé ; TOF m/z : 372. 

2. Bis(2-aminodiphénylsulfures) 

2.1. Variation simultanée de l'orientation du bras espaceur et de l'amine 

(diméthylamine ou N-méthylpipérazine) en bout de chaîne latérale 

"Dimérisation" 

Le mode opératoire suivant concerne les composés 3a, 3b et 3c. 

Sous azote et à 0°C, à une solution du diphénylsulfure adéquate (1 g, 4.06 mmol, 2 éq) 

dans 7 mL de pyridine distillée est ajouté, goutte à goutte, du dichlorure de pentanoyle 

(260 J.LL, 2.03 mmol, 1 éq). Après une heure d'agitation à 0°C et 7 heures à température 

ambiante, la pyridine est évaporée. Le solide résiduel est lavé à l'eau et le filtrat est extrait 

par CH2Cl2• La phase organique est séchée sur MgS04 et évaporée pour donner le bis(2-

aminodiphénylsulfure) nitré correspondant qui est utilisé ensuite sans autre purification. 
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N,N'-{2-[(2-nitro)phénylsulfanyl]phényl}pentane-1,5-diamide 3a 

solide jaune (561 mg, 47%); Rf(CH2CliMeOH-9/1): 0.8, R.H. positif; P.F. : 135°C; 

RMN 1H, ô(DMSO-dJ: 9.35 (large, 2H, NH), 8.26-8.19 (rn, 2H, Ph), 7.65-7.61 (rn, 

1H, Ph), 7.57-7.50 (rn, 5H, Ph), 7.37-7.30 (rn, 5H, Ph), 6.86-6.78 (rn,1H, Ph), 6.71-

6.65 (rn, 2H, Ph), 2.08-2.02 (t, J = 7.4Hz, 4H, CH2), 1.51-1.43 (dd, J = 7.4Hz, 2H, 

CH2); ô(DMSO-d6+ D20): 9.35 échangé; TOF rnlz: 588. 

N ,N'-{3-[(2-nitro)phénylsulfanyl]phényl}pentane-1,5-diamide 3b 

solide jaune (2. 44 g, 83%); Rf(CH2CliMeOH-9/1): 0.6, R.H. positif; P.F. : l10°C; 
1 

RMN H, ô(DMSO-d6): 10.14 (large, 2H, NH), 8.27-8.23 (rn, 2H, Ph), 7.92-7.91 (rn, 

1H, Ph), 7.61-7.57 (rn, 1H, Ph), 7.48 (rn, 2H, Ph), 7.42-7.38 (rn, 4H, Ph), 7.29 (rn, 

2H, Ph), 6.96-6.92 (rn, 2H, Ph), 6.82-6.80 (rn, 2H, Ph), 2.42-2.37 (t, J = 7.1Hz, 4H, 

CH2), 1.93-1.87 (dd, J = 7.2Hz, 2H, CH2); ô(DMSO-d6 + D20): 10.14 échangé; TOF 

mlz: 588. 

N ,N'-{4-[(2-nitro)phénylsulfanyl]phényl}pentane-1,5-diamide 3c 

solide jaune (4.25 g, 69%); Rf(CH2CliMeOH-9/1): 0.7, R.H. positif; P.F. : 160°C; 

RMN 1H, ô(DMSO-d6): 10.25 (large, 2H, NH), 8.26-8.22 (rn, 2H, Ph), 7.82-7.78 (rn, 

4H, Ph), 7.59-7.54 (rn, 6H, Ph), 7.40-7.37 (rn, 2H, Ph), 6.86-6.82 (rn, 2H, Ph), 2.50-
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2.42 (t, J = 7.2Hz, 4H, CH2), 1.98-1.92 (dd, J = 7.5Hz, 2H, CH2) ; 8(DMSO-d6 + 

D20) : 10.25 échangé ; TOF rnlz : 588. 

Réduction des ~roupements nitro 

Le mode opératoire suivant concerne les composés 4a, 4b et 4c. 

Du nickel de Raney est préalablement lavé trois fois par de l'éthanol à 95° et trois fois par 

de l'éthanol absolu. A une solution du composé nitré (9 g, 15.4 mmol) dans 200 mL 

d'éthanol absolu est ajouté le nickel traité précédemment (1 g). Après 5 heures d'agitation 

à 80°C et sous une pression d'hydrogène de 100 bars, le nickel est éliminé par filtration et 

l'évaporation du ftltrat donne le dérivé amino correspondant qui est utilisé ensuite sans 

autre purification. 

N,N'-{2-[(2-amino)phénylsulfanyl]phényl}pentane-1,5-diamide 4a 

huile incolore (6.5 g, 80%) ; Rf(CH2Cl/MeOH-9/1) : 0.5, R.H. positif ; RMN 1H, 

8(DMSO-d6) : 9.83 (large, 2H, NH), 7.65-7.61 (rn, 1H, Ph), 7.33-7.27 (rn, 4H, Ph), 

7.17-7.03 (rn, 6H, Ph), 6.83-6.71 (rn, 3H, Ph), 6.60-6.52 (rn, 2H, Ph), 5.29 (large, 

4H, NH2), 2.42-2.37 (t, J = 7.3Hz, 4H, CH2), 1.99-1.94 (dd, J = 7.4Hz, 2H, CH2) ; 

8(DMSO-d6 + D20): 9.83 et5.29 échangés; TOF rnlz: 528. 

N ,N'-{3-[(2-amino)phénylsulfanyl]phényl}pentane-1,5-diamide 4b 

solide incolore (3.04 g, 80%); Rf(CH2ClJMeOH-9/1): 0.5, R.H. positif; P.F. : 90oc; 

RMN 1H, 8(DMSO-d6): 9.89 (large, 2H, NH), 7.61-7.57 (rn, 1H, Ph), 7.41-7.37 (rn, 
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3H, Ph), 7.31-7.25 (rn, 2H, Ph), 7.20-7.14 (rn, 3H, Ph), 7.04-6.99 (rn, 1H, Ph), 6.82-

6.78 (rn, 2H, Ph), 6.70-6.66 (rn, 2H, Ph), 6.62-6.56 (rn, 2H, Ph), 5.34 (large, 4H, 

NH2), 2.33-2.28 (t, J = 7.4Hz, 4H, CH2), 1.89-1.80 (dd, J = 7.4Hz, 2H, CH
2

) ; 

8(DMSO-d6 + D20): 9.89 et 5.34 échangés; TOF rnlz: 528. 

N ,N'-{ 4-[ (2-amino )phénylsulfanyl]phényl}pentane-l,S-diamide 4c 

solide incolore (2.24 g, 80%); Rf(CH2CljMeOH-9/1): 0.5, R.H. positif; P.F. : 175°C ; 

RMN 1H, 8(DMSO-d6): 9.92 (large, 2H, NH), 7.58 (rn, 1H, Ph), 7.53-7.49 (rn, 3H, 

Ph), 7.29-7.26 (rn, 3H, Ph), 7.14-7.05 (rn, 6H, Ph), 6.80-6.60 (rn, 1H, Ph), 6.58-6.57 

(rn, 2H, Ph), 5.30 (large, 4H, NH2), 2.36-2.31 (t, J = 7.3Hz, 4H, CH2), 1.92-1.81 (dd, 

J = 7.3Hz, 2H, CH2) ; 8(DMSO-d6 + D20) : 9.92 et 5.3 échangés ; TOF rnlz : 528. 

Addition des deux chaînes latérales aminées 

Cas de la N-méthylpipérazine 

Le mode opératoire suivant concerne les composés Sa, Sb et Sc. 

Sous azote et à 0°C, à une solution du dérivé amino (1 g, 1.9 mmol, 1éq) dans 35 mL de 

THF anhydre sont ajoutés, goutte à goutte, 5 équivalents de chlorure de 3-

chloropropanoyle (904 J.LL, 9.47 mmol). Après 30 minutes d'agitation à 0°C, sont ajoutés 

3 équivalents de N-éthylpipéridine (781 J.tL, 5.69 mmol). Ensuite, à 30 minutes 

d'intervalle, sont ajoutés deux fois 3 équivalents de N-éthylpipéridine. Après une heure 

d'agitation à ooc et 30 minutes à température ambiante est ajouté un large excès de N­

méthylpipérazine (4.2 mL, 37.88 mmol, 20 éq). Après 4 heures d'agitation à reflux, le 

solvant est évaporé et l'huile résiduelle est traitée par un mélange CH2CliH20. La phase 

organique est séchée sur MgSO 4, évaporée et l'huile obtenue est purifiée par CCE 

(CH2CliMeOH-85115) pour donner le produit correspondant. 
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N ,N' -[2-(2-{ 3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino }phénylsulfany 1) 

phényl]pentane-1,S-diamide Sa 

0 0 

HN~NH 

(J("Û (r)) 
1" ">=, 

0-oH, ">'-c> 
huile incolore (635 mg, 40%); Rf(CH2ClfMeOH- 85115): 0.4, R.H. positif; RMN 1H, 

ô(CD2Cl2) : 10.40 (large, 2H, NH), 8.51 (large, 2H, NH), 8.20-8.17 (rn, 2H, Ph), 

7.72-7.69 (rn, 2H, Ph), 7.44-7.37 (rn, 4H, Ph), 7.25-6.95 (rn, 8H, Ph), 2.76-2.72 (t, J 

=6Hz, 4H, CH2), 2.64-2.47 (rn, 24H, CH2), 2.26 (s, 6H, CH3), 2.18-2.15 (dd, J = 

5.2Hz, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20): 10.40 et 8.51 échangés; TOF rnlz : 836 ; Anal 

Cs3H64NsOzoS2 (C, H, N). 

N,N'-[3-(2-{3-[1-(4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino}phénylsulfanyl) 

phényl]pentane-1,S-diamide Sb 

solide incolore (1.22 g, 40%); Rf(CH2ClfMeOH-85/15): 0.4, R.H. positif; P.F. : 82°C 

; RMN 1H, ô(CD2Cl2): 10.54 (large, 2H, NH), 8.48 (large, 2H, NH), 8.19-8.15 (rn, 

2H, Ph), 7.59-7.55 (rn, 2H, Ph), 7.45-7.39 (rn, 4H, Ph), 7.26-7.12 (rn, 6H, Ph), 6.91-

6.87 (rn, 2H, Ph), 2.55-2.39 (rn, 24H, CH2), 2.38-2.33 (t, J = 6.9Hz, 4H, CH2), 2.23 

(s, 6H, CH3), 2.07-1.99 (dd, J =7Hz, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + 0 20) : 10.54 et 8.48 

échangés; TOF rn/z: 836; Anal C53H64N80 20S2 (C, H, N). 
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N ,N'-[ 4-(2-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino }phénylsulfanyl) 

phényl]pentane-1,S-diamide Sc 

O(ü.~.M)O 
==< H H > 0 <: 0 

0N-CH3 H/:--0 
\__/ \__/ 

solide incolore (1.22 g, 59%); Rf(CH2ClJMeOH-85/15): 0.4, R.H. positif; P.F.: 68°C 

; RMN 'H, ô(CD2Cl2): 10.38 (large, 2H, NH), 8.23 (large, 2H, NH), 8.20-8.16 (rn, 

2H, Ph), 7.51-7.48 (rn, 4H, Ph), 7.43-7.36 (rn, 4H, Ph), 7.13-7.07 (rn, 6H, Ph), 2.64-

2.42 (rn, 28H, CH2), 2.22 (s, 6H, CH3), 2.08-2.03 (dd, J = 6.9Hz, 2H, CH2) ; 

ô(CD2Cl2 + D20) : 10.38 et 8.23 échangés ; TOF rnlz : 836 ; Anal C53H64N 80 20S2 (C, H, 

N). 

Cas de la diméthylamine 

Le mode opératoire suivant concerne les composés S'a, S'b et S'c. 

Sous azote et à 0°C, à une solution du dérivé amino (1 g, 1.9 mmol, 1éq) dans 35 mL de 

THF anhydre sont ajoutés, goutte à goutte, 5 équivalents de chlorure de 3-

chloropropanoyle (904 ~. 9.47 mmol). Après 30 minutes d'agitation à ooc sont ajoutés 

3 équivalents de N-éthylpipéridine (781 JlL, 5.69 mmol). Ensuite, à 30 minutes 

d'intervalle, sont ajoutés deux fois 3 équivalents de N-éthylpipéridine. Après une heure 

d'agitation à 0°C et 30 minutes à température ambiante est ajouté un large excès de 

diméthylamine (solution 2 M dans MeOH, 19 rn L, 37.88 mmol, 20 éq). Après 4 heures 

d'agitation à reflux, le solvant est évaporé et l'huile résiduelle est traitée par un mélange 

CH2Clz1H20. La phase organique est séchée sur MgS04, évaporée et l'huile obtenue est 

purifiée par CCE (CH2Clz1MeOH-85115) pour donner le produit correspondant. 
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N ,N' -(2-{2-[3-( diméthylamino )propanoylamino ]phénylsulfanyl}phényl) 

pentane-1,5-diamide S'a 

huile incolore (579 mg, 42%); Rf(CH2Clz1MeOH-85/15): 0.5, R.H. positif; RMN 1H, 

ô(CD2Cl2) : 10.77 (large, 2H, NH), 8.57 (large, 2H, NH), 8.12-8.09 (rn, 2H, Ph), 

7.90-7.87 (rn, 2H, Ph), 7.39-7.22 (rn, 6H, Ph), 7.14-7.03 (rn, 6H, Ph), 2.79-2.71 (t, J 

= 6.6Hz, 6H, CH2), 2.64-2.60 (t, J = 6Hz, 4H, CH2), 2.56-2.51 (t, J = 6.3Hz, 2H, 

CH2), 2.37 (s, 12H, CH3), 1.88-1.80 (dd, J = 7.2Hz, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 

10.77 et 8.57 échangés; TOF rnlz: 726; Anal C43H5oN60 12S2 (C, H, N). 

N ,N'-(3-{2-[3-(diméthylamino)propanoylamino]phénylsulfanyl}phényl) 

pentane-1,5-diamide 5'b 

solide incolore (286 mg, 54%) ; Rf(CH2Cl/MeOH- 85/15) : 0.5, R.H. positif ; P.F. 

56°C ; RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 11.21 (large, 2H, NH), 8.40-8.36 (rn, 2H, Ph), 8.27 

(large, 2H, NH), 7.61-7.57 (rn, 2H, Ph), 7.47-7.39 (rn, 4H, Ph), 7.24-7.10 (rn, 6H, 

Ph), 6.88-6.84 (rn, 2H, Ph), 2.55-2.33 (rn, 12H, CH2), 2.15 (s, 12H, CH3), 2.04-1.99 

(dd, J = 6.9Hz, 2H, CH2); ô(CD2Cl2 + D20): 11.21 et 8.27 échangés; TOF m/z: 726; 

Anal C43H5oN60 12S2 (C, H, N). 
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N ,N'-( 4-{2-[3-( diméthylamino )propanoylamino ]phénylsulfanyl }phényl) 

pentane-1,5-diamide S'c 

solide incolore (1.4 g, 68%); Rf(CH2CljMeOH-85/15): 0.5, R.H. positif; P.F.: 48°C ; 

RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 11.17 (large, 2H, NH), 8.68 (large, 2H, NH), 8.35-8.31 (rn, 2H, 

Ph), 7.51-7.34 (rn, 8H, Ph), 7.11-7.02 (rn, 6H, Ph), 2.61-2.55 (rn, 4H, CH2), 2.49-

2.40 (rn, 8H, CH2), 2.37 (s, 12H, CH3), 2.05-2.00 (dd, J = 7.2Hz, 2H, CH2) ; 

ô(CD2Cl2 + D20) : 11.17 et 8.68 échangés; TOF m/z: 726 ; Anal C43H50N60 12S2 (C, H, 

N). 

Réduction des fonctions amides 

Le mode opératoire suivant concerne les composés 6a, 6b, 6c, 6'a, 6'b et 6'c. 

Sous azote et à 0°C, à une solution de l'amide (1 g, 1.4 mmol) dans 15 mL de THF 

anhydre sont ajoutés, goutte à goutte, pendant une heure, 7.5 mL d'une solution 

commerciale de BH/fHF lM (2lmL, 21mmol, 15 éq). Le milieu réactionnel est agité 

pendant 30 minutes à 0°C, une heure à température ambiante puis 4 heures à reflux. 

L'excès de BH3 est neutralisé, à 0°C, par une solution aqueuse 1 M de N~C03 et le 

milieu réactionnel est évaporé à sec. Le solide résiduel est traité par un mélange 

CH2CljNaOH lM. La phase organique est isolée, séchée sur MgS04 et évaporée ; l'huile 

résiduelle est purifiée par CCE (CH2CljAcOEt-10/0.15) pour donner l'amine 

correspondante. 
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N ,N' ·[2-(2-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylamino }phénylsulfanyl) 

phényl]pentane-1,5-diamine 6a 

HN~H 

(J('Û (r)) 
~~ ~5 

N N-CH, H,C-N N 

\_/ L..l 

huile incolore (209 mg, 50%); Rf(C~Cl/AcOEt-10/0.15): 0.3 ; RMN tH, ô(CD2Cl2) : 

7.30-7.15 (rn, 8H, Ph), 6.67-6.60 (rn, 8H, Ph), 3.27-3.22 (t, J = 6.4Hz, 4H, CH
2
), 

3.12-3.09 (rn, 8H, CH
2
), 2.82-2.76 (rn, 10H, CH

2
), 2.56 (s, 6H, CH

3
), 2.53-2.49 (rn, 

8H, NH et CH2), 1.83-1.79 (dd, J = 6.4Hz, 4H, CH2), 1.60-1.57 (dd, J = 7.3Hz, 4H, 

CH2), 1.37-1.36 (rn, 4H, CH2); ô(CD2Cl2 + D20): 2.53-2.49 (rn, 4H, CH2); TOF mlz: 

780 ; Anal C53H72N80t6S2 (C, H, N). 

N ,N' -[3-(2-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylamino }phénylsulfanyl) 

phényl]pentane-1,5-diamine 6b 

huile incolore (524 mg, 56%); Rf(C~Cl/AcOEt-10/0.15): 0.3 ; RMN tH, ô(CD2Cl2) : 

7.84-7.44 (rn, 2H, Ph), 7.35-7.28 (rn, 2H, Ph), 7.04-6.99 (rn, 2H, Ph), 6.73-6.64 (rn, 

4H, Ph), 6.41-6.31 (rn, 6H, Ph), 3.24-3.19 (t, J = 6.4Hz, 4H, CH2), 3.06-3.01 (t, J = 
6.8Hz, 4H, CH2), 2.80-2.60 (rn, 4H, CH2), 2.44-2.30 (rn, 20H, NH et CH2), 2.29 (s, 

6H, CH3), 1.76-1.70 (rn, 4H, CH2), 1.61-1.56 (dd, J = 7.4Hz, 4H, CH2) 1.50-1.40 

(rn, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 2.44-2.30 (rn, 20H, CH2) ; TOF mlz : 780 ; Anal 

C53H72N80t6S2 (C, H, N). 
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N ,N'·[ 4-(2-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylamino }phénylsulfanyl) 

phényl]pentane-1,5-diamine 6c 

huile incolore (489 mg, 59%); Rf(CH2CljAcOEt-10/0.15): 0.3 ; RMN 'H, ô(CD2Cl2) : 

7.37-7.31 (rn, 2H, Ph), 7.25-7.18 (rn, 2H, Ph), 7.13-7.08 (rn, 4H, Ph), 6.66-6.59 (rn, 

4H, Ph), 6.56-6.50 (rn, 4H, Ph), 3.25-3.19 (rn, 4H, CH2), 3.13-3.03 (rn, 8H, CH2), 

2.83-2.71 (rn, 8H, CH2), 2.58 (s, 6H, CH3), 2.51-2.43 (rn, 8H, NH et CH2), 2.39-2.34 

(t, J = 6.8Hz, 4H, CH2), 1.82-1.75 (rn, 4H, CH2), 1.69-1.61 (dd, J = 7.1Hz, 4H, 

CH2), 1.53-1.51 (rn, 2H, CH2); ô(CD2Cl2+ D20): 2.51-2.43 (rn, 8H, CH2); TOF mlz: 

780 ; Anal C53H72N80 16S2 (C, H, N). 

N ,N' -(2-{2-[3-( diméthylamino )propylamino ]phénylsulfanyl }phényl) 

pentane-1,5-diamine 6'a 

huile incolore (563 mg, 60%) ; Rf(CH2Cl/Ac0Et-10/0.15) : 0.3; RMN 'H, ô(CD2Cl2) : 

7.32-7.16 (rn, 8H, Ph), 6.72-6.61 (rn, 8H, Ph), 4.60 (large, 4H, NH), 3.25-3.14 (rn, 

8H, CH2), 2.75-2.69 (rn, 4H, CH2), 2.52 (s, 12H, CH3), 2.07-1.98 (rn, 6H, CH2), 

1.68-1.62 (dd, J = 7.3Hz, 4H, CH2); ô(CD2Cl2+ D20): 4.60 échangé; TOF mlz : 670; 

Anal C43H58N60 8S2 (C, H, N). 
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N ,N'-(3-{2-[3-(diméthylamino)propylamino]phénylsulfanyl}phényl) 

pentane-1,5-diamine 6'b 

huile incolore (554 mg, 60%); Rf(CH2Cl/Ac0Et-10/0.15): 0.3 ; RMN 1H, ù(CD2Cl2) : 

7.54-7.46 (rn, 2H, Ph), 7.39-7.29 (rn, 2H, Ph), 7.07-7.00 (rn, 2H, Ph), 6.77-6.65 (rn, 

4H, Ph), 6.45-6.34 (rn, 6H, Ph), 4.90 (large, 2H, NH), 3.75 (large, 2H, NH), 3.24-

3.17 (rn, 4H, CH2), 3.07-3.01 (t, J = 6.9Hz, 4H, CH2), 2.67-2.61 (rn, 4H, CH2), 2.48 

(s, 12H, CH3), 2.32-2.27 (t, J = 6.9Hz, 2H, CH2), 2.03-1.94 (rn, 4H, CH2), 1.76-1.71 

(dd, J = 6.7Hz, 4H, CH2); ù(CD2Cl2 + D20) : 4.90 et 3.75 échangés; TOF rnlz: 670; 

Anal C43H58N60 8S2 (C, H, N). 

N ,N'·( 4-{2- [3-( diméthylamino )propylamino ]phénylsulfanyl }phényl) 

pentane-1,5-diamine 6'c 

huile incolore (277 mg, 60%); Rf(CH2Cl/Ac0Et-10/0.15): 0.3 ; RMN 1H, ù(CD2Cl2) : 

7.45-7.41 (rn, 2H, Ph), 7.29-7.22 (rn, 2H, Ph), 7.13-7.08 (rn, 4H, Ph), 6.70-6.62 (rn, 

4H, Ph), 6.56-6.50 (rn, 4H, Ph), 4.90 (large, 2H, NH), 3.80 (large, 2H, NH), 3.23-

3.16 (t, J = 6.1Hz, 4H, CH2), 3.12-3.07 (t, J = 6.9Hz, 4H, CH2), 2.72-2.66 (rn, 4H, 

CH2), 2.50 (s, 12H, CH3), 2.16-2.14 (rn, 2H, CH2), 2.04-1.92 (rn, 4H, CH2), 1.68-

1.60 (dd, J = 7.1Hz, 4H, CH2) ; ù(CD2Cl2 + D20): 4.90 et 3.80 échangés ; TOF rnlz: 

670; Anal C43H58N60 8S2 (C, H, N). 
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2.2. Variation de la longueur du bras espaceur 

"Dimérisation" 

N ,N' -{3-[ (2-nitro )phénylsulfanyl]phényl}heptane-1, 7 -diamide 1 Ob 

Sous azote et à 0°C, à une solution du diphénylsulfure 2b (4.6 g, 18.7 mmol, 2 éq) dans 

50 mL de pyridine distillée est ajouté, goutte à goutte, du dichlorure d'heptanoyle ( 1.53 

mL, 9.35 mmol, 1 éq). Après une heure d'agitation à 0°C et 7 heures à température 

ambiante, la pyridine est évaporée. Le solide résiduel est traité par un mélange 

CH2Cl/HC1 1 M. La phase organique est isolée, séchée sur MgS04 et évaporée pour 

donner le bis(2-aminodiphénylsulfure) nitré correspondant sous la forme d'un solide 

orange (5.34 g, 93% ), qui est utilisé ensuite sans autre purification ; Rf(CH2Cl/MeOH-

9/1): 0.8, R.H. positif; P.F. : 58°C; RMN 1H, ô(CD3COCD3) : 9.12 (large, 2H, NH), 

8.26-8.20 (rn, 2H, Ph), 8.01-7.99 (rn, 2H, Ph), 7.84-7.80 (rn, 2H, Ph), 7.58-7.27 (rn, 

8H, Ph), 7.06-7.01 (rn, 2H, Ph), 2.43-2.37 (t, J = 7.3Hz, 4H, CH2), 1.76-1.60 (dd, J 

= 7.6Hz, 4H, CH2), 1.48-1.38 (rn, 2H, CH2) ; ô(CD3COCD3 + D20): 9.12 échangé ; 

TOF mlz : 616. 

N'-{3-[(2-nitro)phénylsulfanyl]phényl}propane-1,3-diamide 14b 

Sous azote et à 0°C, à une solution du diphénylsulfure 2b (1 g, 4.06 mmol, 2 éq) dans 80 

mL d'éther et 326 J..LL de pyridine distillée (4.06 mmol, 2 éq) est ajouté, goutte à goutte, 

du dichlorure de propanoyle (198 J..LL, 2.03 mmol, 1 éq). Après une heure d'agitation à 

0°C et 7 heures à température ambiante, l'éther est évaporé. Le solide résiduel est traité par 

un mélange CH2Cl/HC1 1 M. La phase organique est isolée, séchée sur MgS04 et 

évaporée pour donner le bis(2-aminodiphénylsulfure) nitré correspondant sous la forme 

d'un solide jaune ( 832 mg, 73%), qui est utilisé ensuite sans autre purification ; 

Rf(CH2CljMeOH-911) : 0.75, R.H. positif; P.F. : 68°C ; RMN 1H, ô(CD3COCD3) : 
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9.30 (large, 2H, NH), 8.26-8.20 (rn, 2H, Ph), 8.05-8.03 (rn, 2H, Ph), 7.85-7.81 (rn, 

2H, Ph), 7.59-7.34 (rn, 8H, Ph), 7.10-7.02 (rn, 2H, Ph), 3.60 (s, 2H, CH
2

) ; 

o(CD3COCD3 + D20) : 9.30 échangé ; TOF rnlz : 560. 

Réduction des &roupements nitro 

Le mode opératoire pour les composés 11b et 15b est le même que celui mis en oeuvre 

pour le composé 4a. 

N,N'-{3-[(2-amino )phénylsulfanyl]phényl}heptane-1, 7-diamide 11 b 

huile incolore (3.54 g, 88%) ; Rf(CH2CljMeOH-9/1): 0.5 ; RMN 1H, o(CD3COCD3) : 

9.16 (large, 2H, NH), 7.69-7.66 (rn, 2H, Ph), 7.55-7.50 (rn, 1H, Ph), 7.43 (rn, 1H, 

Ph), 7.39-7.35 (rn, 1H, Ph), 7.31-7.13 (rn, 4H, Ph), 7.07-7.02 (rn, 2H, Ph), 6.90-6.86 

(rn, 1H, Ph), 6.77-6.74 (rn, 1H, Ph), 6.69-6.59 (rn, 3H, Ph), 5.04 (large, 4H, NH2), 

2.37-2.32 (rn, 4H, CH2), 1.80-1.77 (rn, 4H, CH2), 1.50-1.40 (rn, 2H, CH2) ; 

o(CD3COCD3 + D20) : 9.16 et 5.04 échangés ; TOF rnlz : 556. 

N ,N' -{3- [ (2-amino )phénylsulfanyl]phényl }propane-1,3-diamide 15b 

huile incolore (814 mg, 80%) ; Rf(CH2Cl/MeOH-911): 0.55, R.H. positif; RMN 1H, 

o(CD3COCD3): 9.72 (large, 2H, NH), 7.71-7.66 (rn, 3H, Ph), 7.51-7.29 (rn, 6H, Ph), 

7.12-7.02 (rn, 3H, Ph), 6.78-6.77 (rn, 1H, Ph), 6.68-6.54 (rn, 3H, Ph), 5.10 (large, 

4H, NH2), 3.57 (s, 2H, CH2); o(CD3COCD3 + D20): 9.72 et 5.10 échangé; TOF mlz: 

500. 
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Addition des deux chaînes latérales aminées 

Le mode opératoire pour les composés 12b et 16b est le même que celui mis en oeuvre 

pour le composé Sa. 

N ,N' -[3-(2-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino }phénylsulfanyl) 

phényl]heptane-1,7-diamide 12b 

solide jaune clair (2 g, 44%); Rf(CH2ClJMeOH-85115): 0.3, R.H. positif; P.F. : 55°C 

; RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 10.30 (large, 2H, NH), 8.22-8.18 (rn, 1H, Ph), 8.05 (large, 2H, 

NH), 7.60-7.53 (rn, 4H, Ph), 7.48-7.42 (rn, 2H, Ph), 7.34-7.31 (rn, IH, Ph), 7.24-

7.06 (rn, 6H, Ph), 6.86-6.80 (rn, 2H, Ph), 2.58-2.37 (rn, 28H, CH2), 2.21 (s, 6H, 

CH3), 1.75-1.65 (rn, 4H, CH2), 1.41-1.38 (rn, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 10.30 et 

8.05 échangés; TOF rnlz: 864; Anal C55H68N80 20S2 (C, H, N). 

N,N'-[3-(2-{3-[1-(4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino}phénylsulfanyl) 

phényl]propane-1,3-diamide 16b 

huile orange clair (621 mg, 64%); Rf(CH2ClJMeOH-85/15): 0.45, R.H. positif; RMN 

1H, ô(CD2Cl2) : 10.43 (large, 2H, NH), 9.47 (large, 2H, NH), 8.26-8.22 (rn, 1H, Ph), 

7.61-7.52 (rn, 3H, Ph), 7.44-7.32 (rn, 7H, Ph), 7.23-7.12 (rn, 4H, Ph), 6.88-6.85 (rn, 

IH, Ph), 3.51 (s, 2H, CH2), 2.64-2.47 (rn, 12H, CH2), 2.27 (s, 6H, CH3); ô(CD2Cl2 + 

D20) : 10.43 et 9.47 échangés ; TOF rnlz : 808 ; Anal C51HwN80 20S2 (C, H, N). 
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Réduction des fonctions amides 

Le mode opératoire pour les composés 13b et 17b est le même que celui mis en oeuvre 

pour le composé 6a. 

N ,N' -[3-(2-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylamino }phénylsulfanyl) 

phényl]heptane-1,7-diamine 13b 

huile incolore (505 mg, 54%) ; Rf(CH2CljMeOH-100/5): 0.6 ; RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 

7.47-7.46 (rn, 2H, Ph), 7.34-7.31 (rn, 2H, Ph), 7.03-7.00 (rn, 2H, Ph), 6.73-6.67 (rn, 

4H, Ph), 6.40-6.32 (rn, 6H, Ph), 3.25-3.21 (rn, 4H, CH2), 3.05-3.02 (rn, 10H, NH et 

CH2), 2.76-2.68 (rn, lOH, NH et CH2), 2.58 (s, 6H, CH3), 2.42-2.39 (rn, 4H, CH2), 

1.77-1.72 (rn, 6H, CH2), 1.59-1.55 (rn, 4H, CH2), 1.40-1.37 (rn, 8H, CH2) ; ô(CD2Cl2 

+ D20) : 3.05-3.02 (rn, 8H, CH2), 2.76-2.68 (rn, 8H, CH2) ; TOF rn/z : 808 ; Anal 

C55H76N80 16S2 (C, H, N). 

N ,N' -[3-(2-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl)propylamino }phénylsulfanyl) 

phényl]propane-1,3-diamine 17b 

huile incolore (232 mg, 66%) ; Rf(CH2ClziMeOH-100/5): 0.3 ; RMN 'H, ô(CD2Cl2) : 

7.48-7.44 (rn, 1H, Ph), 7.36-7.32 (rn, 1H, Ph), 7.24-7.15 (rn, 4H, Ph), 7.02-6.99 (rn, 

1H, Ph), 6.81-6.61 (rn, 7H, Ph), 6.41-6.35 (rn, 2H, Ph), 3.24-3.18 (rn, 6H, NH et 

CH2), 3.11-3.07 (rn, 8H, CH2), 2.84-2.76 (rn, 4H, CH2), 2.71-2.69 (rn, 2H, CH2), 

2.62 (s, 6H, CH3), 2.51-2.45 (rn, 6H, CH2), 2.41-2.37 (rn, 6H, NH et CH2), 1.76-1.69 
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(rn, 6H, CH2); o(CD2Cl2 + D20): 3.24-3.18 (rn, 4H, CH2) et 2.41-2.37 (rn, 4H, CH
2

) ; 

TOF rnlz : 752 ; Anal C51H68N80 16S2 (C, H, N). 

2.3. Variation de l'atome d'halogène 

"Dimérisation" 

Le mode opératoire pour les composés 19b, 24b, 29b et 34b est le même que celui mis 

en oeuvre pour le composé 3b. 

N,N'-{3-[(4-chloro-2-nitro)phénylsulfanyl]phényl}pentane-1,5-diamide 

19b 

solide jaune (3.18 g, 68%); Rf(CH2Cl/Me0H-9/1): 0.6, R.H. positif; P.F. : 145°C; 

RMN 1H, o(DMSO-d6): 10.25 (large, 2H, NH), 8.88-8.85 (rn, 2H, Ph), 7.95-7.93 (rn, 

2H, Ph), 7.77-7.67 (rn, 4H, Ph), 7.52-7.46 (rn, 2H, Ph), 7.30-7.26 (rn, 2H, Ph), 6.94-

6.90 (rn, 2H, Ph), 2.43-2.38 (rn, 4H, CH2), 1.92-1.87 (dd, J = 7.2Hz, 2H, CH2) ; 

o(DMSO-d6 + D20) : 10.25 échangé ; TOF rnlz : 657. 

N ,N'-{3-[(4-bromo-2-nitro)phénylsulfanyl]phényl}pentane-1,5-diamide 

24b 

solide orange (8.72 g, 95%); Rf(CH2Clz1MeOH-911): 0.5, R.H. positif; P.F. : ll0°C; 

RMN 1H, o(DMSO-d6): 10.23 (large, 2H, NH), 8.41-8.40 (rn, 2H, Ph), 7.94-7.92 (rn, 

2H, Ph), 7.83-7.73 (rn, 4H, Ph), 7.52-7.46 (rn, 2H, Ph), 7.30-7.26 (rn, 2H, Ph), 6.87-

6.83 (rn, 2H, Ph), 2.43-2.37 (t, J = 7.4Hz, 4H, CH2), 1.93-1.87 (dd, J = 7.8Hz, 2H, 

CH2) ; o(DMSO-d6 + D20) : 10.23 échangé ; TOF rnlz : 746. 
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N ,N' -{3-[ ( 4-fluoro-2-nitro )phénylsulfanyl]phényl}pentane-1,5-diamide 

29b 

solide jaune (9.45 g, 100%); Rf(CH2ClJMeOH-911): 0.55, R.H. positif; P.P.: 130°C; 

RMN 1H, o(DMSO-d6) : 10.24 (large, 2H, NH}, 8.18-8.14 (rn, 2H, Ph), 7.92-7.90 (rn, 

2H, Ph), 7.75-7.71 (rn, 2H, Ph), 7.60-7.44 (rn, 4H, Ph), 7.27-7.23 (rn, 2H, Ph), 7.01-

6.96 (rn, 2H, Ph), 2.42-2.37 (t, J = 7.3Hz, 4H, CH2), 1.91-1.86 (dd, J = 7.3Hz, 2H, 

C~) ; o(DMSO-d6 + D20) : 10.24 échangé ; TOP mlz : 624. 

N ,N'-{ 3- [ ( 4-iodo-2-nitro )phénylsulfanyl]phényl}pentane-1,5-diamide 34b 

solide marron (8.02 g, 71 %) ; Rf(CH2Cl/MeOH-9/1) : 0.6, R.H. positif; P.P. : 80°C; 

RMN 1H, o(DMSO-d6): 10.37 (large, 2H, NH), 8.94-8.91 (rn, 3H, Ph), 8.58-8.53 (rn, 

1H, Ph), 8.48-8.47 (rn, 1H, Ph), 8.06-8.01 (rn, 3H, Ph), 7.95-7.89 (rn, 2H, Ph), 7.78-

7.75 (rn, 1H, Ph), 7.50-7.44 (rn, 1H, Ph), 7.27-7.24 (rn, 1H, Ph), 6.74-6.66 (rn, 1H, 

Ph), 2.44-2.36 (t, J = 7.3Hz, 4H, CH2), 1.94-1.85 (dd, J = 7.3Hz, 2H, CH2) ; 

o(DMSO-d6 + D20) : 10.37 échangé ; TOP mlz : 840. 

Réduction des ifOUpements nitro 

Le mode opératoire suivant concerne les composés 20b, 25b, 30b et 35b. 

A une solution du composé nitré (1.5 g, 2.3 mmol, 1éq) et de fer (765 mg, 13.7 mmol, 

6éq) dans 15 mL d'éthanol à 95°C sont ajoutés 474 ~d'acide chlorhydrique concentré 

(5.7 mmol, 2.5 éq). Après une heure d'agitation à reflux, le fer est éliminé par filtration 

sur célite et l'évaporation du filtrat donne le dérivé amino correspondant qui est utilisé 

ensuite sans autre purification. 
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N,N'-{3-[(2-amino-4-chloro)phénylsulfanyl]phényl}pentane-1,5-diamide 

20b 

solide incolore (1.31 g, 96%); Rf(CH2Cl/Me0H-911): 0.55, R.H. positif; P.F.: 75°C ; 

RMN 1H, o(CD3COCD3): 9.23 (large, 2H, NH), 7.56-7.53 (rn, 2H, Ph), 7.41-7.35 (rn, 

4H, Ph), 7.23-7.17 (rn, 2H, Ph), 6.93 (rn, 2H, Ph), 6.80-6.77 (rn, 2H, Ph), 6.73-6.66 

(rn, 2H, Ph), 5.32 (large, 4H, NH2), 2.42-2.37 (t, J = 7Hz, 4H, CH2), 1.99-1.94 (rn, 

2H, CH2); o(CD3COCD3 + D20): 9.23 et 5.32 échangés; TOF mlz: 597. 

N ,N'-{ 3- [ (2-amino-4-bromo )phénylsulfanyl]phényl}pentane-1,5 -diamide 

25b 

solide incolore (3.68 g, 100%); Rf(CH2ClfMeOH-9/1): 0.5, R.H. positif; P.F.: 55°C ; 

RMN 1H, o(DMSO-d6): 9.91 (large, 2H, NH), 8.00-7.98 (rn, 2H, Ph), 7.41-6.69 (rn, 

8H, Ph), 6.71-6.68 (rn, 4H, Ph), 5.63 (large, 4H, NH2), 2.30-2.26 (rn, 4H, CH2), 

1.83-1.79 (rn, 2H, CH2); o(DMSO-d6 + D20): 9.91 et 5.63 échangés; TOF mlz: 686. 

N ,N'-{ 3-[ (2-amino-4-fluoro )phénylsulfanyl]phényl }pentane-1,5 -diamide 

30b 

solide doré (9.1 g, 98%) ; Rf(CH2Cl/MeOH-9/1) : 0.45, R.H. positif; P.F. : 78°C ; 

RMN 1H, o(DMSO-d6): 9.89 (large, 2H, NH), 7.39-7.14 (rn, 8H, Ph), 6.65-6.37 (rn, 
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6H, Ph), 5.66 (large, 4H, NH2), 2.30-2.26 (rn, 4H, CH2), 1.83-1.81 (rn, 2H, CH
2
) ; 

8(DMSO-d6 + D20): 9.89 et 5.66 échangés; rnlz: 564. 

N ,N'-{3-[(2-amino-4-iodo)phénylsulfanyl]phényl}pentane-1,5-diamide 

35b 

solide marron (11.1 g, 100%); Rf(CH2Clz!MeOH-911): 0.5, R.H. positif; P.F. : 95°C ; 

RMN 1H, 8(DMSO-d6): 9.91 (large, 2H, NH), 7.47-7.43 (rn, 2H, Ph), 7.35-7.33 (rn, 

2H, Ph), 7.22-7.16 (rn, 4H, Ph), 7.06-7.03 (rn, 4H, Ph), 6.74-6.71 (rn, 2H, Ph), 5.57 

(large, 4H, NH2), 2.35-2.29 (rn, 4H, CH2), 1.89-1.84 29 (rn, 2H, CH2); 8(DMSO-d6 + 

D20): 9.91 et 5.57 échangés; TOF rnlz: 780. 

Addition des deux chaînes latérales aminées 

Le mode opératoire pour les composés 21b, 26b, 31b et 36b est le même que celui mis 

en oeuvre pour le composé Sb. 

N ,N' -[3-(2-{ 4-chloro-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phény l]pentane-1,5-diamide 21b 

solide incolore (1.61 g, 59%); Rf(CH2Clz!MeOH-7/3): 0.25, R.H. positif; P.F.: 75°C ; 

RMN 1H, 8(CD2Cl2) : 10.69 (large, 2H, NH), 8.44 (large, 2H, NH), 8.34-8.33 (rn, 2H, 

Ph), 7.52-7.48 (rn, 2H, Ph), 7.41-7.38 (rn, 2H, Ph), 7.31 (rn, 2H, Ph), 7.27-7.21 (rn, 

2H, Ph), 7.13-7.09 (rn, 2H, Ph), 6.90-6.86 (rn, 2H, Ph), 2.54-2.41 (rn, 24H, CH2), 

2.40-2.35 (t, J =7Hz, 4H, CH2), 2.24 (s, 6H, CH3), 2.05-2.00 (dd, J = 6.8Hz, 2H, 
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CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 10.69 et 8.44 échangés TOF rnlz 905 ,. Anal 

C53H62Cl2N80 20S2 (C, H, N). 

N ,N' -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]pentane-1,5-diamide 26b 

solide incolore (1.2 g, 62%) ; Rf(CH2Cl/Me0H-7/3) : 0.3, R.H. positif; P.F. : 70°C ; 

RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 10.65 (large, 2H, NH), 8.47 (large, 2H, NH), 7.45-7.25 (rn, 

13H, Ph), 6.89-6.86 (rn, 3H, Ph), 2.64-2.34 (rn, 20H, CH2 and CH3), 2.33-2.20 (rn, 

10H, CH2), 2.15-2.05 (rn, 4H, CH2), 1.45-1.35 (rn, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 

10.65 et 8.47 échangés ; TOF rnlz : 994 ; Anal C53H62Br2N80 20S2 (C, H, N). 

N ,N' -[3-(2-{ 4-fluoro-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]pentane-1,5-diamide 31b 

NC~u· 
, ~~-- "·~O" 

F 

solide incolore (1.4 g, 80%) ; Rf(CH2Cl/MeOH-7/3) : 0.3, R.H. positif; P.F. : 55°C ; 

RMN 1H, ô(CD2Cl2): 10.65 (large, 2H, NH), 8.41 (large, 2H, NH), 8.22-8.16 (rn, 2H, 

Ph), 7.62-7.55 (rn, 2H, Ph), 7.41-7.19 (rn, 6H, Ph), 6.90-6.83 (rn, 4H, Ph), 2.55-2.47 

(rn, 20H, CH2), 2.41-2.35 (rn, 4H, CH2), 2.25 (s, 6H, CH3), 2.29-2.25 (rn, 4H, CH2), 

2.08-1.96 (rn, 2H, CH2); ô(CD2Cl2 + D20) : 10.65 et 8.41 échangés ; TOF rnlz : 872 ; 

Anal C53H62F2N80 20S2 (C, H, N). 

253 



N ,N'-[3-(2-{ 4-iodo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phény l]pentane-1,5-diamide 36b 

solide incolore (4.77 g, 64%); Rf(CH2Clz!Me0H-7/3): 0.25, R.H. positif; P.F. : 58°C ; 

RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 10.60 (large, 2H, NH), 8.62-8.60 (rn, 2H, Ph), 8.40 (large, 2H, 

NH), 7.49-7.41 (rn, 4H, Ph), 7.32-7.23 (rn, 6H, Ph), 6.91-6.87 (rn, 2H, Ph), 2.66-

2.43 (rn, 20H, CH2), 2.42-2.37 (t, J =7Hz, 4H, CH2), 2.25 (s, 6H, CH3), 2.18-2.15 

(rn, 4H, CH2), 2.09-2.01 (rn, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 10.60 et 8.40 échangés ; 

TOF mlz: 1088 ; Anal C53H62I2N80 20S2 (C, H, N). 

Réduction des fonctions amides 

Le mode opératoire pour les composés 22b, 27b, 32b et 37b est le même que celui mis 

en oeuvre pour le composé 6b. 

N ,N'-[3-(2-{ 4-chloro-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]pentane-1,5-diamine 22b 

huile incolore (276 mg, 49%) ; Rf(C~Clz!MeOH-100/5): 0.35 ; RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 

7.40-7.37 (rn, 2H, Ph), 7.05-6.99 (rn, 2H, Ph), 6.70-6.62 (rn, 4H, Ph), 6.41-6.30 (rn, 

6H, Ph), 5.60 (large, 2H, NH), 3.24-3.17 (rn, 4H, CH2), 3.07-2.98 (rn, 8H, NH and 

CH2), 2.78-2.63 (rn, 8H, CH2), 2.57 (s, 6H, CH3), 2.42-2.36 (t, J = 6.5Hz, 8H, CH2), 

1.77-1.70 (dd, J = 6.4Hz, 8H, CH2), 1.62-1.57 (dd, J = 7.1Hz, 4H, CH2); ô(CD2Cl2 + 
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D20) : 5.60 échangé et 3.07-2.98 (rn, 6H, CH2) TOF rnlz 849 Anal 

C53H70Cl2N80 16S2 (C, H, N). 

N ,N'-[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]pentane-1,5-diamine 27b 

solide incolore (250 mg, 60%) ; Rf(C~ClJMeOH-100/5): 0.35 ; P.F. : 50°C ; RMN 
1H, o(CD2Cl2) : 7.33-7.30 (rn, 2H, Ph), 7.05-6.99 (rn, 2H, Ph), 6.85-6.76 (rn, 4H, 

Ph), 6.42-6.29 (rn, 6H, Ph), 3.83 (large, 4H, NH), 3.24-3.17 (rn, 4H, CH2), 3.07-2.98 

(rn, 6H, CH2), 2.78-2.63 (rn, 8H, CH2), 2.57 (s, 6H, CH3), 2.44-2.28 (rn, lOH, CH2), 

1.75-1.70 (dd, J = 6.4Hz, 8H, CH2), 1.62-1.55 (q, J = 7.2Hz, 4H, CH2), 1.47-1.44 

(dd, J = 6.4Hz, 2H, CH2); o(CD2Cl2 + D20) : 3.83 échangé ; TOF rnlz : 938 ; Anal 

C53H7J3r2N 80 16S2 (C, H, N). 

N ,N'-[3-(2-{ 4-fluoro-3- [1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]pentane-1,5-diamine 32b 

huile incolore (473 mg, 50%); Rf(CH2CliMeOH-100/3): 0.1 ; RMN H, o(CD2Cl2) : 

7.48-7.39 (rn, 2H, Ph), 7.05-6.97 (rn, 2H, Ph), 6.45-6.35 (rn, 8H, Ph), 6.31-6.27 (rn, 

2H, Ph), 5.64 (large, 2H, NH), 3.23-3.18 (rn, 4H, CH2), 3.07-2.99 (rn, 8H, CH2), 

2.80-2.60 (rn, 16H, CH2), 2.57 (s, 6H, CH3), 2.41-2.36 (rn, 8H, NH and CH2), 1.76-

1.71 (dd, J = 6.4Hz, 4H, CH2); o(CD2Cl2 + D20) : 5.64 échangé et 2.41-2.36 (rn, 6H, 

CH2); TOF m/z: 816; Anal C53H7oF2N80 16S2 (C, H, N). 
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N ,N' -[3-(2-{ 4-iodo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]pentane-1,5-diamine 37b 

huile incolore (254 mg, 40%) ; Rf(CH2Cl/Me0H-100/3): 0.25 ; RMN H, ù(CD2Cl2) : 

7.17-7.13 (rn, 2H, Ph), 7.06-6.98 (rn, 6H, Ph), 6.47-6.30 (rn, 6H, Ph), 5.45 (large, 

2H, NH), 3.23-3.16 (rn, 4H, CH2), 3.08-3.00 (rn, 8H, CH2), 2.78-2.62 (rn, 16H, 

CH2), 2.57 (s, 6H, CH3), 2.41-2.36 (rn, 8H, NH and CH2), 1.76-1.69 (dd, J = 6.4Hz, 

4H, CH2); ù(CD2Cl2 + D20): 5.45 échangé et 2.41-2.36 (rn, 6H, CH2); TOF m/z: 1032 

; Anal C53H70I2N80 16S2 (C, H, N). 

2.4. Variation finale de l'amine (1,4-diaminobutane ou diéthylènetriamine) 

en bout de chaîne latérale 

2.4.1. Cas du 1.4-diaminobutane 

Addition des deux chaînes latérales aminées 

N ,N' -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-amino)butylamino]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]pentane-1,5-diamide 38b 

Sous azote et à 0°C, à une solution du dérivé amino 25b (1 g, 1.9 mmol, 1éq) dans 35 

mL de THF anhydre sont ajoutés, goutte à goutte, 5 équivalents de chlorure de 3-

chloropropanoyle (904 J.LL, 9.47 mmol). Après 30 minutes d'agitation à 0°C sont ajoutés 

3 équivalents de N-éthylpipéridine (781 J..LL, 5.69 mmol). Ensuite, à 30 minutes 

d'intervalle, sont ajoutés deux fois 3 équivalents de N-éthylpipéridine. Après une heure 
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d'agitation à 0°C et 30 minutes à température ambiante est ajouté un large excès de 1 ,4-

diaminobutane (3.8 mL, 37.88 mmol, 20 éq). Après 4 heures d'agitation à reflux, le 

solvant est évaporé et l'huile résiduelle est traitée par un mélange CH2Cl/H20. La phase 

organique est séchée sur MgSO 4, évaporée et l'huile obtenue est purifiée par CCE 

(CH2Clz!Me0H-85115) pour donner le dérivé 38b sous la forme d'un solide incolore 

(553 mg, 30%); Rf(acétone/NH40H-95/5): 0.4, R.H. positif; P.F. : 53°C; RMN 'H, 

o(CD2Cl2) : 11.14 (large, 2H, NH), 9.93 (large, 2H, NH), 8.66-8.60 (rn, 2H, Ph), 

7.59-7.56 (rn, 2H, Ph), 7.45-7.40 (rn, 3H, Ph), 7.27-7.13 (rn, 5H, Ph), 6.68-6.64 (rn, 

2H, Ph), 2.77-2.73 (rn, 4H, CH2), 2.54-2.43 (rn, 6H, 2NH et 2CH2), 2.39-2.35 (rn, 

8H, CH2), 2.05-1.92 (rn, 4H, CH2), 1.61-1.38 (rn, 12H, 2NH2 et 4CH2), 1.36-1.32 

(rn, 2H, CH2) ; o(CD2Cl2 + D20) : 11.14 et 9.93 échangés, 2.60-2.47 (rn, 4H, CH2), 

1.61-1.38 (rn, 8H, CH2); TOF rnlz: 970; Anal C51H62Br2N80 20S2 (C, H, N). 

2.4.2. Cas de la diéthylènetriarnine 

Protection des amines primaires 

trifluoroacétate de N ,N -di-[2- ( trifluoroacétamide )éthy 1] amine 

H" 

FaCOCHN~ N~ NHCOCF:! 

CF.j;02• 

A une solution de diéthylènetriarnine (3.5 g, 33.9 mmol, 1 éq) dans 100 mL d'acétonitrile 

sont ajoutés le trifluoroacétate d'éthyle (19.3 g, 135.7 mmol, 4 éq) et 730 J.1L d'eau 

ditillée. Après une nuit d'agitation à reflux, l'acétonitrile est évaporé et le résidu solide 

recristallisé dans l'acétate d'éthyle pour donner le produit diprotégé sous la forme d'un 

solide blanc (12.7 g, 94%) ; Rf(CH2Clz1MeOH-8/2): 0.6, R.H. positif; P.F. : 84°C ; 

RMN 'H, o(MeOH): 3.66-3.61 (t, J = 6.1Hz, 4H, CH2), 3.29-3.24 (t, J = 6.1Hz, 4H, 

CH2) ; TOF rnlz : 408. 
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Addition des deux chaînes latérales arrùnées 

N ,N' ·{3-[2·( 4-bromo-3-{N ,N -di-[2-(trifluoroacétamido )éthyl]amino} 

propanoy Iamino )phénylsulfanyl]phényl }pentane-1,5 -diamide 39b 

Sous azote et à 0°C, à une solution du dérivé arrùno 25b (1.7 g, 2.5 mmol, 1éq) dans 47 

mL de THF anhydre sont ajoutés, goutte à goutte, 5 équivalents de chlorure de 3-

chloropropanoyle (1.2 mL, 12.4 mmol). Après 30 minutes d'agitation à 0°C, sont ajoutés 

3 équivalents de N-éthylpipéridine (1 mL, 7.5 mmol). Ensuite, à 30 minutes d'intervalle, 

sont ajoutés deux fois 3 équivalents de N-éthylpipéridine. Après une heure d'agitation à 

0°C et 30 minutes à température ambiante est ajoutée une solution du trifluoroacétate de 

N,N-di-[2-(trifluoroacétamide)éthyl]arrùne (10 g, 25 mmol, 10 éq) et de triéthylamine 

(10.5 mL, 75 mmol, 30 éq) dans 10 mL de THF. Après une nuit d'agitation à reflux, le 

solvant est évaporé et l'huile résiduelle est traitée par un mélange CH2Clz!H
2
0. La phase 

organique est séchée sur MgS04, évaporée et l'huile obtenue est purifiée par CCE 

(CH2CljMeOH-9/1) pour donner le composé 39b protégé sous la forme d'une huile 

orange (1.8 g, 52%); Rf(CH2Clz!MeOH-9/1): 0.4, R.H. positif; RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 

8.65-8.64 (rn, 2H, Ph), 8.57 (large, 2H, NH), 8.34 (large, 2H, NH), 7.84 (large, 2H, 

NH), 7.78 (large, 2H, NH), 7.52-7.49 (rn, 2H, Ph), 7.41-7.31 (rn, 6H, Ph), 7.27-7.21 

(rn, 2H, Ph), 6.91-6.88 (rn, 2H, Ph), 3.48-3.41 (rn, 8H, CH2), 3.35-3.29 (rn, 8H, 

CH
2
), 2.64-2.55 (rn, 8H, CH2), 2.48-2.36 (rn, 4H, CH2), 2.06-2.02 (rn, 2H, CH2) ; 

ô(CD2Cl2 + D20) : 8.57, 8.34, 7.84 et 7.78 échangés ; TOF m/z : 1384. 
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Déprotection des amines primaires 

N ,N'- [3-(2-{ 4-bromo-3-[N ,N -di-(2-aminoéthyl)amino ]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]pentane-1,5-diamide 40b 

A une solution du composé 39b (500 mg, 0.36 mmol, 1 éq) dans 10 mL de THF sont 

ajoutés 5 mL d'eau distillée et de la litlùne (152 mg, 3.6 mmol, 10 éq). Après 1 heure 

dans un bain à ultrasons maintenu à température constante, le THF est évaporé et la phase 

aqueuse est extraite par CH2Cl2• La phase organique est séchée sur MgS04, puis évaporée 

et l'huile résiduelle est purifiée par CCE (acétone/NH40H-9/1) pour donner le produit 

polyaminé 40b sous la forme d'une huile jaune clair (100 mg, 28%) ; 

Rf(acétone/NH40H-95/5): 0.1, R.H. positif; RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 8.60-8.43 (rn, 2H, 

Ph), 7.75-7.42 (rn, 4H, Ph), 7.35-7.10 (rn, 6H, Ph), 6.90-6.70 (rn, 2H, Ph), 2.80-2.35 

(rn, 24H, CH2), 2.30-2.20 (rn, 4H, CH2), 2.10-2.04 (rn, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 

spectre inchangé; TOF m/z: 1000; Anal C55H68Br2N 100 28S2 (C, H, N). 

3. 2-aminodiphénylsulfures à deux chaînes latérales aminées 

Réduction du ~oupement nitro 

Le mode opératoire pour les composés 7a, 7b et 7c est le même que celui mis en oeuvre 

pour le composé 4a. 
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2-[ (2-amino )phénylsulfanyl]phénylamine 7 a 

solide incolore (2.5 g, 75%) ; Rf(CH2ClJMeOH-911) : 0.9 ; P.F. : 60°C ; RMN 1H, 

o(CD2Cl2) : 7.26-7.13 (rn, 4H, Ph), 6.78-6.68 (rn, 4H, Ph), 4.30 (large, 2H, NH
2
), 

3.73 (large, 2H, NH2); o(CD2Cl2 + D20): 4.30 et 3.73 échangés; TOF rnlz: 216. 

2-[ (3-amino )phénylsulfanyl]phénylamine 7 b 

huile incolore (2.66 g, 80%); Rf(CH2ClJMeOH-9/1): 0.8; RMN 1H, o(CD2Cl2) : 7.23-

7.15 (rn, 2H, Ph), 6.85-6.69 (rn, 4H, Ph), 6.56-6.41 (rn, 2H, Ph), 4.39 (large, 2H, 

NH2), 3.73 (large, 2H, NH2); o(CD2Cl2+ D20): 4.39 et 3.73 échangés; TOF rnlz: 216. 

2-[ ( 4-amino )phénylsulfanyl]phénylamine 7 c 

huile incolore (3.06 g, 92%) ; Rf(CH2ClJMeOH-9/1) : 0.75 ; RMN 1H, o(CD2Cl2) : 

7.38-7.33 (rn, 1H, Ph), 7.19-7.07 (rn, 3H, Ph), 6.84-6.59 (rn, 4H, Ph), 4.32 (large, 

2H, NH2), 3.74 (large, 2H, NH2) ; o(CD2Cl2 + D20) : 4.32 et 3.74 échangés ; TOF rnlz : 

216. 

Addition des deux chaînes latérales aminées 

Le mode opératoire pour les composés Sa, Sb et Sc est le même que celui mis en oeuvre 

pour le composé Sa. 
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N -[2-(2-{ 3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino }phénylsulfanyl) 

phényl]-3-[1-(4-méthyl)pipérazinyl]propanamide Sa 

solide jaune (1.75 g, 72%); Rf(CH2Clz1MeOH-85115): 0.2, R.H. positif; P.F. : 84°C ; 

RMN tH, ô(CD2Cl2) : 10.43 (large, 4H, NH), 8.11-8.07 (rn, 2H, Ph), 7.35-7.29 (rn, 

2H, Ph), 7.17-7.04 (rn, 4H, Ph), 2.67-2.44 (rn, 24H, CH2), 2.29 (s, 3H, CH3), 2.25 

(s, 3H, CH3); ô(CD2Cl2 + D20) : 10.43 échangé; TOF rnlz: 524; Anal C 36H48N60t8S 

(C, H, N). 

N -[2-(3-{ 3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino }phénylsulfanyl) 

phényl]-3-[1-(4-méthyl)pipérazinyl]propanamide Sb 

H f\ 

((
~N'('v'\_;~CHs 

Vo 
~" 

0 
1 CHs 

huile orange clair (2.16 g, 64%) ; Rf(CH2Cl/MeOH-85115) : 0.2, R.H. positif; RMN 

tH, ô(CD
2
Cl2) : 11.00 (large, 2H, NH), 10.47 (large, 2H, NH), 8.31-8.28 (rn, 1H, Ph), 

7.59-7.53 (rn, 1H, Ph), 7.45-7.39 (rn, 2H, Ph), 7.33-7.31 (rn, 1H, Ph), 7.24-7.10 (rn, 

2H, Ph), 6.83-6.79 (rn, 1H, Ph), 2.69-2.42 (rn, 24H, CH2), 2.29 (s, 3H, CH3), 2.19 

(s, 3H, CH3) ; ô(CD2Cl2 + D20): 11.00 et 10.47 échangés ; mlz : 524 ; Anal 

C36H48N60t8S (C, H, N). 
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N -[2-( 4-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino }phénylsulfanyl) 
phényl] -3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanamide Sc 

huile orange clair (849 mg, 50%); Rf(CH2CljMeOH-85/15): 0.15, R.H. positif; RMN 

1H, ô(CD2Cl2) : 11.12 (large, 2H, NH), 10.35 (large, 2H, NH), 8.24-8.20 (rn, lH, Ph), 

7.56-7.51 (rn, 2H, Ph), 7.40-7.32 (rn, 2H, Ph), 7.19-7.06 (rn, 3H, Ph), 2.74-2.47 (rn, 

24H, CH2), 2.31 (s, 3H, CH3), 2.23 (s, 3H, CH3) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 11.12 et 10.35 

échangés ; TOF m/z : 524 ; Anal C36H48N60 18S (C, H, N). 

Réduction des fonctions amides 

Le mode opératoire pour les composés 9a, 9b et 9c est le même que celui mis en oeuvre 

pour le composé 6a. 

N -[2-(2-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylamino }phénylsulfanyl) 

phényl]-3-[1-(4-méthyl)pipérazinyl]propylamine 9a 

huile jaune clair (473 mg, 50%); Rf(CH2CljAcOEt-100/2): 0.7 ; RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 

7.22-7.17 (rn, 4H, Ph), 6.69-6.59 (rn, 4H, Ph), 3.26-3.22 (t, J = 6.4Hz, 4H, CH2), 

3.10-3.02 (rn, 4H, CH2), 2.84-2.74 (rn, 8H, CH2), 2.58 (s, 6H, CH3), 2.56-2.41 (rn, 
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lOH, NH et CH2), 1.86-1.75 (tt, J = 6.5Hz, 4H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 2.56-2.41 

(rn, 8H, CH2) ; TOF m/z: 496 ; Anal C36H52N60 16S (C, H, N). 

N -[2-(3-{ 3-[ 1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylarnino }phénylsulfanyl) 

phényl]-3-[ 1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylamine 9 b 

H r\ 

(J(Sv~\_)N-Ci-IJ 1~ 
,& 

~H 

0 
1 Ci-IJ 

huile jaune clair (473 mg, 50%); Rf(CH2Cl/Ac0Et-100/2): 0.7 ; RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 

7.48-7.44 (rn, lH Ph), 7.35-7.29 (rn, lH, Ph), 7.04-6.98 (rn, lH, Ph), 6.74-6.62 (rn, 

2H, Ph), 6.41-6.32 (rn, 3H, Ph), 3.25-3.01 (rn, 8H, CH2), 2.81-2.68 (rn, 8H, CH2), 

2.62 (s, 3H, CH3), 2.58 (s, 3H, CH3), 2.55-2.39 (rn, IOH, NH et CH2), 1.81-1.69 (tt, 

J = 6.4Hz, 4H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 2.55-2.39 (rn, 8H, CH2) ; TOF m/z : 496 ; 

Anal C36H52N60 16S (C, H, N). 

N -[2-( 4-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylarnino }phénylsulfanyl) 

phényl] -3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propylamine 9 c 

huile jaune clair (570 mg, 60%); Rf(CH2ClJAcOEt-100/2): 0.65; RMN 1H, ô(CD2Cl2): 

7.37-7.30 (rn, 1H, Ph), 7.25-7.17 (rn, 1H, Ph), 7.14-7.08 (rn, 2H, Ph), 6.67-6.50 (rn, 

4H, Ph), 3.24-3.06 (rn, 8H, CH2), 2.86-2.72 (rn, 8H, CH2), 2.62 (s, 3H, CH3), 2.58 

(s, 3H, CH3), 2.56-2.38 (rn, lOH, NH et CH2), 1.83-1.74 (tt, J = 6.5Hz, 4H, CH2) ; 
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ô(CD2Cl2 + D20) : 2.56-2.38 (rn, 8H, CH) ; TOF m/z : 496 ; Anal C36H52N60 16S (C, H, 

N). 

4. Dérivés dissymétriques 

4.1. Couplage des amines aliphatiques 

4.1.1. Acide à cinq atomes de carbone (n = 3) 

Ajout de la chaîne centrale 

acide 4-{N- [3-( 4-bromo-2-nitro )phénylsulfanyl]phényl }carbamoyl 

butanoïque 41b 

A 0°C, à une solution de diphénylsulfure 23b (6.38 g, 19.6 mmol, 1 éq) dans 100 mL de 

pyridine distillée est ajoutée l'anhydride glutarique (4.5 g, 39.2 mmol, 2 éq). Après 3 h 

d'agitation à reflux, la pyridine est évaporée et l'huile résiduelle traitée par un mélange 

CH2Cl/HC11 M. La phase organique est séchée sur MgS04 puis évaporée pour donner 

l'acide carboxylique 41b sous la forme d'un solide jaune (8.34 g, 97%) ; Rf(CH2Cl2) : 

0.1, R.H. positif; P.F.: 73°C; RMN 'H, ô(CD3COCD3): 8.38-8.37 (rn, 1H, Ph), 8.03-

8.01 (rn, 1H, Ph), 7.86-7.82 (rn, 1H, Ph), 7.75-7.70 (rn, 1H, Ph), 7.52-7.46 (rn, 1H, 

Ph), 7.33-7.30 (rn, 1H, Ph), 6.98-6.94 (rn, 1H, Ph), 2.51-2.45 (t, J = 7.4Hz, 2H, 

CH2), 2.42-2.36 (rn, 2H, CH2), 2.00-1.90 (tt, J = 7.4Hz, 2H, CH2 ); TOF rnlz: 439. 
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Formation de 1' ester méthylique 

4-{N -[3-( 4-bromo-2-nitro )phénylsulfanyl]phényl }carbamoylbutylate 

de méthyle 42b 

~~~~OCH3 

AA. V o o 
Br NO., 

A une solution de l'acide 41b (10 g, 22.78 mrnol, 1 éq) dans 100 mL de méthanol absolu 

est ajouté 1 mL d'acide chlorhydrique concentré (11.39 mrnol, 0.5 éq). Après 1 heure 

d'agitation à reflux, le méthanol est évaporé et l'huile obtenue est purifiée par 

chromatographie sur colonne (CH2Cl2) pour donner l'ester méthylique 42b sous la forme 

d'un solide jaune (8.35 g, 81%); Rf(CH2Cl2): 0.15, R.H. positif; P.F. : l10°C; RMN 

'H, o(DMSO-d6) : 10.15 (large, 1H, NH), 8.41-8.37 (rn, 1H, Ph),7.92-7.90 (rn, 1H, 

Ph), 7.84-7.78 (rn, 1H, Ph), 7.76-7.71 (rn, 1H, Ph), 7.52-7.46 (rn, 1H, Ph), 7.31-7.26 

(rn, 1H, Ph), 6.87-6.83 (rn, 1H, Ph), 3.60 (s, 3H, CH3), 2.40-2.32 (rn, 4H, CH2), 

1.89-1.72 (rn, 2H, CH2); o(DMSO-d6 + D20): 10.15 échangé; TOF rnlz: 453. 

Réduction du groupement nitro 

Le mode opératoire pour le composé 43b est le même que celui mis en oeuvre pour le 

composé 25b. 

4-{N-[3-(2-amino-4-bromo)phénylsulfanyl]phényl}amidobutylate 

de méthyle 43b 

huile orange clair (4.2 g, 100%); Rf(CH2CljMeOH-95/5) : 0.35, R.H. positif; RMN 

'H, o(DMSO-d6): 9.94 (large, 1H, NH), 7.47-7.43 (rn, 1H, Ph), 7.34-7.33 (rn, 1H, 

Ph), 7.24-7.16 (rn, 2H, Ph), 7.02-7.01 (rn, 1H, Ph), 6.76-6.71 (rn, 2H, Ph), 5.67 

(large, 2H, NH2), 3.60 (s, 3H, CH3), 2.38-2.30 (rn, 4H, CH2), 1.92-1.76 (tt, J = 

7.4Hz, 2H, CH2); o(DMSO-d6 + D20): 9.94 et 5.67 échangés; TOF rnlz: 423. 
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Addition d'une chaîne latérale aminée 

4-{N -[2-(2·{ 4-bromo-3-[1·( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]}carbamoylbutylate de méthyle 44b 

Sous azote et à 0°C, à une solution du 43b (5 g, 20.32 mmol, 1 éq) dans 150 mL de 

THF anhydre sont ajoutés, goutte à goutte, 2.5 équivalents de chlorure de 3-

chloropropanoyle (4.85 mL, 50.8 mmol). Après 30 minutes d'agitation à 0°C est ajoutée 

la N-éthylpipéridine ( 4.2 mL, 30.5 rnrnol, 1.5 éq). Ensuite, à 30 minutes d'intervalle, 

sont ajoutés deux fois 1.5 équivalents de N-éthylpipéridine. Après une heure d'agitation 

à 0°C et 30 minutes à température ambiante est ajouté un large excès de N­

méthylpipérazine (34 mL, 305 mmol, 15 éq). Après 4 heures d'agitation à reflux, le 

solvant est évaporé et l'huile résiduelle est traitée par un mélange CH2CliH20. La phase 

organique est séchée sur MgS04, évaporée et l'huile obtenue est purifiée par 

chromatographie sur colonne (C~CliMeOH-85/15) pour donner le composé 44b sous 

la forme d'une huile orange clair (2.6 g, 78%) ; Rf(CH2Cl/Me0H-911) : 0.45, R.H. 

positif; RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 10.60 (large, 1H, NH), 8.55-8.54 (rn, 1H, Ph), 7.60 

(large, 1H, NH), 7.55-7.45. (rn, 1H, Ph), 7.41-7.37 (rn, 1H, Ph), 7.29-7.21 (rn, 3H, 

Ph), 6.86-6.82 (rn, 1H, Ph), 3.68 (s, 3H, CH3), 2.62-2.25 (rn, 16H, CH2), 2.20 (s, 

3H, CH3), 2.02-1.96 (tt, J = 7.1Hz, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 10.60 et 7.60 

échangés; TOF m/z: 577; Anal C30H37BrN40 12S (C, H, N). 
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Hydrolyse de la fonction ester méthylique 

acide 4-{N -[2-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl] }carbamoylbutanoïque 45b 

A une solution d'ester 44b (12.3 g, 21.3 mmol) dans 110 mL de méthanol est ajoutée 

une solution aqueuse de NazC03 (4.5 g, 42.6 mmol, 2 éq dans 110 mL d'eau distillée). 

Après 24 heures d'agitation à température ambiante, le carbonate de sodium en excès est 

neutralisé par une solution aqueuse de HCl 1 M (42.6 mL, 42.6 mmol, 2 éq). Puis, le 

méthanol et l'eau sont évaporés. L'huile résiduelle est reprise dans CH2Cl2, puis fùtrée 

sur MgS04 et le fùtrat est évaporé pour donner le sel de sodium de l'acide carboxylique 

45b sous la forme d'un solide incolore (12 g, 100%) ; Rf(acétone/NH40H-9/1 ) : 0.5, 

R.H. positif; P.F.: 130°C; RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 10.62 (large, 1H, NH), 9.02 (large, 

1H, NH), 8.56-8.54 (rn, 1H, Ph), 7.51-7.47 (rn, 1H, Ph), 7.43-7.40 (rn, 1H, Ph), 

7.37-7.33 (rn, 1H, Ph), 7.25-7.18 (rn, 2H, Ph),.6.82-6.79 (rn, 1H, Ph), 3.62-3.57 (t, J 

= 5Hz, 2H, CH2), 3.50-3.46 (t, J = 4.9Hz, 2H, CH2), 2.57-2.34 (rn, 12H, CH2), 2.27 

(s, 3H, CH3), 1.99-1.93 (rn, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 10.62, 9.02 échangés et 

7.55-7.51 (rn, 1H, Ph); TOF rnlz: 563; Anal C29H35BrN40 12S (C, H, N). 

4.1.2. Couplage acide/amine 

Le mode opératoire suivant concerne les composés 51b, 52b, 53b, 54b, 55b, 56b, 

57b, 58b, 59b, 60b, 61b et 62b. 

A ooc, à une solution d'acide 45b (200 mg, 0.355 mmol, 1 éq) dans 4 mL de DMF sont 

ajoutés le PyBrop (166 mg, 0.355 mmol, 1 éq) et la DIEA (190 ~. 1.066 mmol, 3 éq). 

Après 10 minutes d'agitation à0°C est ajoutée l'amine considérée (0.426 mmol, 1.2 éq). 

Après 10 minutes d'agitation à 0°C puis deux heures à température ambiante, le DMF est 

évaporé, l'huile résiduelle est traitée par un mélange CH2CliNazC03 0.5 M. La phase 

organique est séchée sur MgS04, puis évaporée et l'huile résiduelle est purifiée par CCE 

(CH2CljMeOH-8/2) pour donner l'amide correspondant. 
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N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl] -N' -(benzyl)pentane-1,5-diamide 51 b 

huile incolore (100 mg, 79%); Rf(CH2CliMeOH-8/2) : 0.7, R.H. positif; RMN 'H, 

o(CD2Cl2) : 10.56 (large, 1H, NH), 8.50-8.49 (rn, 1H, Ph), 8.47 (large, 1H, NH), 

7.47-7.19 (rn, 10H, Ph), 6.85-6.81 (rn, 1H, Ph), 6.50 (large, 1H, NH), 4.45-4.42 (rn, 

2H, CH2), 2.54-2.30 (rn, 16H, CH2), 2.24 (s, 3H, CH3), 2.06-1.95 (tt, J =7Hz, 2H, 

CH2) ; o(CD2Cl2 + D20) : 10.56, 8.47 et 6.50 échangés ; TOF rnlz : 652 ; Anal 

C36H42BrN50 11 S (C, H, N). 

N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]-N' -( cyclohexaneméthyl)pentane-1,5-diamide 52 b 

huile incolore (97 mg, 77%); Rf(CH2Cl/MeOH-9/1) : 0.35, R.H. positif; RMN 'H, 

o(CD2Cl2) : 10.49 (large, 1H, NH), 8.71 (large, 1H, NH), 8.58-8.54 (rn, 1H, Ph), 

7.49-7.19 (rn, 5H, Ph), 6.82-6.78 (rn, 1H, Ph), 6.15 (large, 1H, NH), 3.11-3.06 (t, J 

= 6.3Hz, 2H, CH2), 2.65-2.49 (rn, 12H, CH2), 2.43-2.38 (t, J = 7Hz, 2H, CH2), 2.30-

2.25 (rn, 5H, CH3 et CH2), 1.98-1.96 (rn, 2H, CH2), 1.75-1.70 (rn, 4H, CH2), 1.25-

1.20 (rn, 4H, CH2), 1.00-0.80 (rn, 2H, CH2) ; o(CD2Cl2 + D20) : 1 0.49, 8. 71 et 6.15 

échangés; TOF rnlz: 658; Anal C36H48BrN50 11S (C, H, N). 
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N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-(4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]-N' -( diphénylméthyl)pentane-1,5-diamide 53 b 

huile incolore (80 mg, 63%) ; Rf(CH2CliMeOH-85115) : 0.7, R.H. positif; RMN 1H, 

ô(CD2Cl2) : 10.74 (large, 1H, NH), 8.54-8.47 (rn, 1H, Ph), 8.22 (large, 1H, NH), 

7.38-7.21 (rn, 14H, Ph), 6.95-6.84 (rn, 2H, Ph), 6.20 (large, 1H, NH), 3.67 (s, 1H, 

CH), 2.78-2.73 (rn, 2H, CH2), 2.53-2.31 (rn, 14H, CH2), 2.19 (s, 3H, CH3), 2.02-

1.96 (rn, 2H, CH2); ô(CD2Cl2+ D20): 10.74, 8.22 et 6.20 échangés; TOF rn/z: 728 ; 

Anal C42H46BrN50uS (C, H, N). 

N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phény lsulfanyl)phényl] -N' -(2-naphtalèneméthyl)pentane-1,5 -diamide 54 b 

huile incolore (81 mg, 64%) ; Rf(CH2CliMeOH-911) : 0.5, R.H. positif; RMN 1H, 

ô(CD2Cl2) : 10.65 (large, 1H, NH), 8.56 (large, 1H, NH), 8.52-8.47 (rn, 1H, Ph), 

8.05-8.02 (rn, 1H, Ph), 7.92-7.88 (rn, 1H, Ph), 7.84-7.80 (rn, 1H, Ph), 7.55-7.31 (rn, 

6H, Ph), 7.23-7.16 (rn, 3H, Ph), 6.85-6.79 (rn, 1H, Ph), 6.71 (large, 1H, NH), 2.80-

2.73 (rn, 2H, CH2), 2.56-2.36 (rn, 16H, CH2), 2.34-2.28 (rn, 2H, CH2), 2.17 (s, 3H, 

CH3), 2.00-1.91 (rn, 2H, CH2); ô(CD2Cl2 + D20): 10.65, 8.56 et 6.71 échangés; TOF 

rn/z : 702 ; Anal C40H44BrN50uS (C, H, N). 
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N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]-N'-(adamantaneméthyl)pentane-1,5-diamide 55b 

solide blanc (101 mg, 80%); Rf(CH2CljMeOH-9/1) : 0.25, R.H. positif; P.F. : 65°C ; 

RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 10.60 (large, 1H, NH), 9.24 (large, 1H, NH), 8.55-8.43 (rn, 1H, 

Ph), 7.50-7.47 (rn, 2H, Ph), 7.37-7.33 (rn, 1H, Ph), 7.25-7.17 (rn, 2H, Ph), 6.83-6.79 

(rn, lH, Ph), 6.40 (large, lH, NH), 2.95-2.85 (rn, 2H, CH2), 2.64-2.48 (rn, 12H, 

CH2), 2.44-2.37 (rn, 4H, CH2), 2.33-2.28 (rn, 4H, CH2), 2.23 (s, 3H, CH3), 2.00-1.95 

(rn, 6H, CH2 et CH), 1.75-1.60 (rn, 7H, CH2 et CH); ô(CD2Cl2 + D20): 10.60, 9.24 et 

6.40 échangés; m/z: 710; Anal C40H52BrN50 11S (C, H, N). 

N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]-N'-(phénéthyl)pentane-1,5-diamide 56b 

huile incolore (96 mg, 76%) ; Rf(CH2Cl/MeOH-9/1) : 0.3, R.H. positif ; RMN 1H, 

ô(CD2Cl2) : 10.64 (large, 1H, NH), 8.75 (large, 1H, NH), 8.51-8.50 (rn, 1H, Ph), 

7.50-7.48 (rn, 1H, Ph), 7.46-7.19 (rn, 9H, Ph), 6.85-6.82 (rn, 1H, Ph), 6.33 (large, 

1H, NH), 3.50-3.45 (tt, J =6Hz, 2H, CH2), 2.84-2.79 (t, J = 7.1Hz, 2H, CH2), 2.56-

2.46 (rn, 14H, CH2), 2.34-2.29 (t, J = 7.1Hz, 2H, CH2), 2.22 (s, 3H, CH3), 2.00-1.87 

(tt, J =7Hz, 2H, CH2); ô(CD2Cl2 + D20): 10.64, 8.75 et 6.33 échangés; TOF m/z: 666 

; Anal C37H44BrN50 11S (C, H, N). 
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N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phény lsulfanyl)phényl] -N'- (hexadecy l)pentane-1,5 -diamide 57 b 

solide blanc (97 mg, 77%); Rf(CH2Cl/MeOH-9/1) : 0.35, R.H. positif; P.F. : l10°C ; 

RMN 1H, o(CD2Cl2) : 10.53 (large, 1H, NH), 8.79 (large, 1H, NH), 8.44-8.38 (rn, 1H, 

Ph), 7.38-7.22 (rn, 3H, Ph), 7.17-7.09 (rn, 2H, Ph), 6.73-6.69 (rn, 1H, Ph), 6.13 

(large, 1H, NH), 3.12-3.07 (rn, 2H, CH2), 2.46-2.24 (rn, 14H, CH2), 2.17-2.13 (rn, 

2H, CH2), 2.11 (s, 3H, CH3), 1.87-1.81 (tt, J =7Hz, 2H, CH2), 1.40-1.35 (rn, 2H, 

CH2), 1.20-1.15 (rn, 25H, 1 CH3 et 11CH2), 0.82-0.77 (rn, 4H, CH2) ; o(CD2Cl2 + 

D20): 10.53, 8.79 et 6.13 échangés; TOF mlz: 786; Anal C45H68BrN50 11 S (C, H, N). 

N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]-N'-(heptyl)pentane-1,5-diamide 58b 

huile incolore (92 mg, 73%) ; Rf(CH2Cl/Me0H-9/1) : 0.35, R.H. positif ; RMN 'H, 

o(CD2Cl2) : 10.51 (large, 1H, NH), 8.82 (large, 1H, NH), 8.40-8.39 (rn, 1H, Ph), 

7.39-7.27 (rn, 3H, Ph), 7.21-7.11 (rn, 2H, Ph), 6.77-6.73 (rn, 1H, Ph), 6.08 (large, 

1H, NH), 3.17-3.10 (rn, 2H, CH2), 2.62-2.31 (rn, 14H, CH2), 2.21-2.18 (rn, 2H, 

CH2), 2.15 (s, 3H, CH3), 1.91-1.86 (tt, J =7Hz, 2H, CH2), 1.45-1.42 (rn, 2H, CH2), 

1.27-1.21 (rn, 7H, 1CH3 et 2CH2), 0.85-0.80 (rn, 4H, CH2); o(CD2Cl2+ D20): 10.51, 

8.82 et 6.08 échangés ; TOF mlz : 660 ; Anal C36HsJ3rN50 11S (C, H, N). 
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N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]-N' -( diéthyl)pentane-1,5-diamide 59 b 

huile incolore (112 mg, 89%) ; Rf(CH2CliMeOH, 9/1) : 0.4, R.H. positif; RMN 1H, 

ô(CD2Cl2) : 10.57 (large, 1H, NH), 9.27 (large, 1H, NH), 8.55-8.54 (rn, 1H, Ph), 

7.50-7.47 (rn, 2H, Ph), 7.37-7.33 (rn, 1H, Ph), 7.28-7.18 (rn, 2H, Ph), 6.81-6.78 (rn, 

1H, Ph), 3.42-3.29 (rn, 4H, CH2), 2.60-2.37 (rn, 16H, CH2), 2.22 (s, 3H, CH3), 2.02-

1.92 (tt, J = 6.9Hz, 2H, CH2), 1.21-1.15 (t, J = 7.1Hz, 3H, CH3), 1.13-1.08 (t, J = 

7.1Hz, 3H, CH3) ; ô(CD2Cl2 + D20): 10.57 et 9.27 échangés ; TOF mlz : 618 ; Anal 

C33H44BrN50 11 S (C, H, N). 

N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1·( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl] -N'-( 1-pyridineméthyl)pentane-1,5-diamide 60 b 

huile incolore (108 mg, 86%) ; Rf(CH2CliMeOH-911) : 0.35, R.H. positif; RMN 1H, 

ô(CD2Cl2) : 10.68 (large, 1H, NH), 9.93 (large, 1H, NH), 8.29-8.26 (rn, 1H, Ph), 

8.11-8.10 (rn, lH, Ph), 7.88-7.84 (rn, 1H, Ph), 7.73-7.67 (rn, 1H, Ph), 7.61 (large, 

1H, NH), 7.36-7.32 (rn, lH, Ph), 7.28-7.22 (rn, 2H, Ph), 7.20-7.14 (rn, 1H, Ph), 

7.05-7.01 (rn, 1H, Ph), 6.91-6.87 (rn, 1H, Ph), 6.75-6.73 (rn, 1H, Ph), 4.57-4.55 (d, J 

= 5.9Hz, 2H, CH2), 2.51-2.42 (rn, 8H, CH2), 2.40-2.27 (rn, 8H, CH2), 2.26 (s, 3H, 

CH3), 2.03-1.98 (rn, 2H, CH2); ô(CD2Cl2 + D20): 10.68, 9.93 et 7.61 échangés; TOF 

mlz : 653 ; Anal C35H41BrN60 11S (C, H, N). 
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N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1·( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]-N' ·(pipéronyl)pentane-1,5-diamide 61 b 

huile incolore (102 mg, 81 %) ; Rf(CH2ClziMeOH-9/1) : 0.4, R.H. positif; RMN 1H, 

ù(CD2Cl2) : 10.59 (large, IH, NH), 8.73 (large, IH, NH), 8.50-8.49 (rn, IH, Ph), 

7.42-7.34 (rn, 3H, Ph), 7.25-7.18 (rn, 2H, Ph), 6.85-6.73 (rn, 5H, Ph et NH), 5.94 (s, 

2H, CH2), 4.31-4.29 (d, J = 5.8Hz, 2H, CH2), 2.56-2.47 (rn, 12H, CH2), 2.40-2.34 

(t, J = 7 .1Hz, 2H, CH2), 2.31-2.27 (t, J = 7 .2Hz, 2H, CH2), 2.23 (s, 3H, CH3), 2.02-

1.93 (tt, J =7Hz, 2H, CH2); ù(CD2Cl2 + D20) : 10.59, 8.73 échangés et 6.85-6.73 (rn, 

4H, Ph) ; TOF m/z : 696 ; Anal C37H42BrN50 13S (C, H, N). 

N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]-N' -(furfuryl)pentane-1,5-diamide 62b 

huile incolore (104 mg, 83%); Rf(CH2ClJMeOH-911) : 0.25, R.H. positif; RMN 1H, 

ù(CD2Cl2) : 10.66 (large, IH, NH), 9.12 (large, IH, NH), 8.39-8.38 (rn, IH, Ph), 

7.57-7.54 (m, IH, Ph), 7.41-7.37 (rn, IH, Ph), 7.28-7.17 (rn, 3H, Ph), 6.88-6.82 (rn, 

2H, NH et Ph), 3.93-3.84 (rn, 2H, CH2), 3.78-3.61 (m, 3H, CH2 et CH), 3.46-3.36 

(rn, 2H, CH2), 3.22-3.10 (rn, 2H, CH2), 2.56-2.31 (rn, 12H, CH2), 2.23 (s, 3H, CH3), 

1.99-1.85 (m, 4H, CH2), 1.55-1.48 (rn, 2H, CH2); ù(CD2Cl2 + D20) : 10.66 et 9.12 

échangés, 6.84-6.81 (rn, IH, Ph); TOF m/z: 646; Anal C34H44BrN50 12S (C, H, N). 
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4.2. Couplage des amines aromatiques 

4.2.1. Acide à sept atomes de carbone (n = 5) 

Ajout de la chaîne centrale en passant par le chlorure d'acide 

6-(chlorocarbonyl)hexanoate de méthyle 46b 

A une solution d'acide 6-méthoxypropanoïque (5 g, 28.7 mmol, 1 éq) dans 60 mL de 

CH2Cl2, préalablement séché sur tamis, est ajouté le chlorure de thionyle (10.5 mL, 143.3 

mmol, 5 éq). Après deux heures d'agitation à reflux, le solvant est évaporé et le brut 

obtenu utilisé directement dans l'étape de couplage avec la 3-( 4-bromo-2-

nitro)phénylthiophénylamine. Le rendement est évalué globalement sur les deux étapes. 

6-{N-[3-(4-bromo-2-nitro)phénylsulfanyl]phényl}carbamoylhexylate 

de méthyle 4 7b 

~Syy~~OCH3 

AA. V 0 0 
Br NO,. 

A 0°C, à une solution de 3-(4-bromo-2-nitro)phénylthiophénylamine (10.3 g, 31.57 

mmol, 1.1 éq) et de triéthylamine (6 mL, 43.05 mmol, 1.5 éq) dans 110 mL de CH2Cl2, 

préalablement séché sur tamis, est ajoutée, goutte à goutte, une solution du chlorure 

d'acide 46b (5.5 g, 28.7 mmol, 1 éq) dans 20 mL de CH2Cl2, préalablement séché sur 

tamis. Après 15 minutes d'agitation à 0°C et une nuit à température ambiante, le solvant 

est évaporé et l'huile résiduelle traitée par un mélange CH2CljN3.zC03 1 M, HCl 1 Met 

H20. La phase organique est séchée sur MgS04, puis évaporée et le résidu huileux purifié 

par chromatographie sur colonne ( CH
2 
Cl) pour donner le composé 4 7b sous la forme 

d'une huile orange (9.58 g, 83%) ; Rf(CH2Cl2) : 0.35, R.H. positif ; RMN 1H, 

ô(CD2Cl2) : 8.40-8.37 (rn, 1H, Ph), 7.82-7.81 (rn, 1H, Ph), 7.76-7.72 (rn, 1H, Ph), 

7.52-7.45 (rn, 3H, Ph et NH), 7.35-7.31 (rn, 1H, Ph), 6.92-6.84 (rn, 1H, Ph), 3.66 (s, 

3H, CH3), 2.42-2.32 (rn, 4H, CH2), 1.77-1.61 (rn, 4H, CH2), 1.46-1.39 (rn, 2H, CH2) 

; ô(CD2Cl2+ D20): 7.56 (large, 1H, NH) et 7.52-7.45 (rn, 2H, Ph); TOF rn/z: 481. 
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Réduction du groupement nitro 

Le mode opératoire pour le composé 48b est le même que celui mis en oeuvre pour le 

composé 25b. 

6-{ N- [3- (2-amino-4-bromo )phény lsulfany l]phény 1 }carbamoy lhexylate 

de méthyle 48b 

huile marron clair (15 g, 100%); Rf(CH2CljMeOH-95/5): 0.7, R.H. positif; RMN 1H, 

8(DMSO-d
6

) : 9.89 (large, 1H, NH), 7.47-7.44 (rn, 1H, Ph), 7.35-7.34 (rn, 1H, Ph), 

7.25-7.16 (rn, 2H, Ph), 7.02-7.01 (rn, 1H, Ph), 6.75-6.71 (rn, 2H, Ph), 5.67 (large, 

2H, NH2), 3.58 (s, 3H, CH3), 2.33-2.24 (rn, 4H, CH2), 1.62-1.49 (rn, 4H, CH2), 

1.34-1.21 (rn, 2H, CH2); 8(DMSO-d6 + D20): 9.89 et 5.67 échangés; TOF rnlz: 451. 

Addition de la chaîne latérale aminée 

Le mode opératoire pour le composé 49b est le même que celui mis en oeuvre pour le 

composé 44b. 

6-{N -[2-(2-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino }phénylsulfanyl) 

phényl]}carbamoylhexylate de méthyle 49b 

huile orange (10 g, 86%) ; Rf(CH2ClJMeOH-9/1) : 0.45, R.H. positif ; RMN 1H, 

8(CD
2
Cl

2
) : 10.67 (large, 1H, NH), 8.53-8.51 (rn, 1H, Ph), 8.01 (large, 1H, NH), 

7.50-7.46 (rn, 1H, Ph), 7.37-7.18 (rn, 4H, Ph), 6.85-6.81 (rn, 1H, Ph), 3.65 (s, 3H, 

CH
3
), 2.68-2.65 (rn, 2H, CH2), 2.55-2.27 (rn, 14H, CH2), 2.18 (s, 3H, CH3), 1.69-
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1.61 (rn, 4H, CH2), 1.38-1.35 (rn, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 10.67 et 8.01 

échangés; TOF mlz: 605. 

Hydrolyse de l'ester méthylique 

Le mode opératoire pour les composés 50b est le même que celui mis en oeuvre pour le 

composé 45b. 

acide 6-{N -[2-(2-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl] }carbamoylhexanoïque 50b 

solide incolore (10 g, 80%); Rf(actétone/NH40H-911): 0.1, R.H. positif; P.F. : 85°C; 

RMN 'H, ô(DMSO-d6) : 10.39 (large, 1H, NH), 10.18 (large, 1H, NH), 8.25-8.23 (rn, 

1H, Ph), 7.59-7.57 (rn, 1H, Ph), 7.47-7.44 (rn, 1H, Ph), 7.35-7.21 (rn, 3H, Ph), 6.78-

6.75 (rn, 1H, Ph), 3.44-3.40 (t, J = 5Hz, 2H, CH2), 2.53-2.43 (rn, 4H, CH2), 2.37-

2.24 (rn, 8H, CH2), 2.06 (s, 3H, CH3), 2.06-1.92 (t, J = 7.2Hz, 2H, CH2), 1.57-1.44 

(rn, 4H, CH2), 1.30-1.23 (tt, J = 6.8Hz, 2H, CH2) ; ô(DMSO-d6 + D20) : 10.39 et 10.18 

échangés ; TOF mlz : 591. 

4.2.2. Couplage acide/amine 

Le mode opératoire suivant concerne les composés 63b, 64b, 65b, 66b, 67b et 68b. 

A -10°C, à une solution de l'acide 50b (500 mg, 0.846 mmol, 1 éq) et de pyridine (68 

J..LL, 0.846 mmol, 1 éq) dans 10 mL de CH2Cl2, préalablement séché sur tamis, est ajoutée 

de la 2,4,6-trifluoro-1 ,3,5-triazine (229 mg, 1.692 mmol, 2 éq). Après 5 heures 

d'agitation en laissant remonter la température, le milieu réactionnel est filtré sur fritté puis 

évaporé à sec. Le fluorure d'acide brut ainsi obtenu est utilisé directement dans la réaction 

de couplage avec diverses amines aromatiques selon le mode opératoire suivant : 

A 0°C, à une solution d'amine (1.692 mmol, 2 éq) et de pyridine (205 J..LL, 2.538 mmol, 3 

éq) dans 10 mL de CH2Cl2, préalablement séché sur tamis, est ajoutée une solution du 
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fluorure d'acide brut (0.846 mmol, 1 éq) dans 3 mL de CH2Cl2, préalablement séché sur 

tamis. Après 30 minutes d'agitation à 0°C et une nuit à température ambiante, le solvant 

est évaporé et l'huile résiduelle traitée par un mélange CH2ClziH20. La phase organique 

est séchée sur MgS04 puis évaporée et l'huile résiduelle purifiée par CCE 

(CH2Cl/MeOH-911) pour donner l'amide correspondant. 

N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-(4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]-N' -(phényl)heptane-1, 7 -diamide 63b 

huile jaune clair (200 mg, 40%) ; Rf(CH2Clz!MeOH-9/1) : 0.25, R.H. positif ; RMN 1 H, 

o(CD2Cl2) : 10.54 (large, IH, NH), 8.53-8.52 (rn, IH, Ph), 8.38 (large, 1H, NH), 8.31 

(large, IH, NH), 7.65-7.55 (rn, 2H, Ph), 7.47-7.02 (rn, 8H, Ph), 6.82-6.79 (rn, IH, 

Ph), 2.54-2.48 (rn, 8H, CH2), 2.39-2.27 (rn, 8H, CH2), 2.24 (s, 3H, CH3), 1.74-1.64 

(tt, J = 7.1Hz, 4H, CH2), 1.44-1.38 (rn, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20): 10.54, 8.38 et 

8.31 échangés; TOF m/z: 666; Anal C37H44BrN50uS (C, H, N). 

N -[3-(2-{ 4-b romo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phény lsulfanyl)phényl]-N'-[3-(2-nitro )phénylsulfanylphény 1] 

heptane-1,7-diamide 64b 

solide jaune (600 mg, 38%); Rf(CH2Clz!MeOH-9/1): 0.35, R.H. positif; P.F. : 75°C; 

RMN 'H, o(CD2Cl2) : 10.33 (large, IH, NH), 8.59-8.56 (rn, IH, Ph), 8.36 (large, lH, 

NH), 8.24-8.20 (rn, lH, Ph), 7.86-7.79 (rn, 3H, NH et Ph), 7.48-7.36 (rn, 4H, Ph), 

7.32-7.16 (rn, 5H, Ph), 6.99-6.95 (rn, lH, Ph), 6.82-6.74 (rn, lH, Ph), 2.75-2.36 (rn, 

16H, CH2), 2.35 (s, 3H, CH3), 1.77-1.70 (rn, 4H, CH2), 1.45-1.37 (tt, J = 6.9Hz, 2H, 
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CH2) ; 8(CD2Cl2 + D20) : 10.33 et 8.36 échangés, 7.86-7.79 (rn, 2H, Ph) ; TOP rn/z : 

819 ; Anal C43H47BrN60 13S2 (C, H, N). 

N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]-N' -(1-anthraquinonyl)heptane-1, 7 -diamide 66 b 

f'Ysl{Y~~H 

B~NHC 0 0 

0~1\ 
N N-CH, 
\___/ 

huile orange (40 mg, 10%) ; Rf(CH2Clz!MeOH-911) : 0.5, R.H. positif ; RMN 1H, 

8(CD2Cl2): 10.37 (large, 1H, NH), 9.17-9.13 (rn, 1H, Ph), 8.59-8.56 (rn, 1H, Ph), 

8.34-8.27 (rn, 2H, Ph), 8.08-8.04 (rn, 1H, Ph), 7.87-7.77 (rn, 2H, Ph), 7.74 (large, 

1H, NH), 7.46-7.38 (rn, 3H, Ph), 7.33 (large, 1H, NH), 7.29-7.18 (rn, 3H, Ph), 6.81-

6.80 (rn, 1H, Ph), 2.62-2.49 (rn, 12H, CH2), 2.39-2.31 (tt, J = 7.7Hz, 4H, CH2), 2.28 

(s, 3H, CH3), 1.80-1.60 (rn, 4H, CH2), 1.58-1.50 (rn, 2H, CH2) ; 8(CD2Cl2 + D20) : 

10.37, 7.74 et 7.33 échangés; TOP rnlz: 796; Anal C45H46BrN50 13S (C, H, N). 

N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]-N' -(2-anthraquinonyl)heptane-1, 7 -diamide 67b 

huile orange (80 mg, 20%) ; Rf(CH2Cl/MeOH-911) : 0.45, R.H. positif ; RMN 'H, 

ô(CD2Cl2) : 10.62 (large, 1H, NH), 8.85 (large, 1H, NH), 8.51-8.49 (rn, 1H, Ph), 

8.38-8.36 (rn, 1H, Ph), 8.30-8.21 (rn, 3H, Ph), 8.18-8.13 (rn, 1H, Ph), 7.85-7.77 (rn, 

3H, Ph), 7.45-7.41 (rn, 1H, Ph), 7.39-7.35 (rn, 1H, Ph), 7.28 (large, 1H, NH), 7.25-

7.18 (rn, 2H, Ph), 6.85-6.81 (rn, 1H, Ph), 2.64-2.44 (rn, 14H, CH2), 2.38-2.33 (t, J = 
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7.2Hz, 2H, CH2), 2.27 (s, 3H, CH3), 1.80-1.68 (rn, 4H, CH2), 1.48-1.40 (rn, 2H, 

CH2) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 10.62, 8.85 et 7.28 échangés ; TOF rnlz : 796 ; Anal 

C45H46BrN50 13S (C, H, N). 

N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-(4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényi]-N' -(1-( 4-(N -( 4-diméthylaminométhyl)phényl) 

aminoanthraquinonyl)heptane-1, 7 -diamide 68b 

huile orange (50 mg, 10%) ; Rf(CH2Cl/MeOH-9/1) : 0.45, R.H. positif ; RMN 1H, 

ô(CD2Cl2) : 10.10 (large, 1H, NH), 8.62-8.60 (rn, 2H, Ph), 8.40-8.33 (rn, 2H, Ph), 

8.07 (large, 1H, Ph), 7.89-7.76 (rn, 2H, Ph), 7.52-7.36 (rn, 6H, Ph et NH), 7.31-7.17 

(rn, 4H, Ph), 6.76-6.72 (rn, 2H, Ph), 2.90 (large, 1H, NH), 2.75-2.70 (rn, 6H, CH2), 

2.68-2.59 (rn, 8H, CH2), 2.54-2.51 (rn, 4H, CH2), 2.46 (s, 3H, CH3), 2.43 (s, 3H, 

CH3), 2.39-2.28 (rn, 6H, CH2), 2.20 (s, 3H, CH3), 1.71-1.66 (dd, J = 6.7Hz, 2H, 

CH2); ô(CD2Cl2+ D20) : 10.10, 8.07 et 2.90 échangés, 7.52-7.34 (rn, 4H, Ph), 7.31-

7.20 (rn, 5H, Ph); TOF rnlz: 945; Anal C56H~rN7017S (C, H, N). 

Réduction du groupement nitro 

Le mode opératoire pour les composés 65b est le même que celui mis en oeuvre pour le 

composé 25b. 
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N -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino} 

phénylsulfanyl)phényl]-N' -(3-(2-amino )phénylsulfanylphényl)heptane-

1,7-diamide 65b 

solide incolore (482 mg, 100%) ; Rf(CH2ClJMeOH-9/1) : 0.25, R.H. positif ; P.F. : 

70°C ; RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 10.30 (large, 1H, NH), 9.06 (large, 1H, NH), 8.94 (large, 

1H, NH), 8.52-8.50 (rn, 1H, Ph), 7.61-7.59 (m, 1H, Ph), 7.47-7.33 (rn, 5H, Ph), 

7.24-7.11 (rn, 4H, Ph), 6.82-6.69 (rn, 4H, Ph), 4.50 (large, 1H, NH), 2.64-2.40 (rn, 

lOH, CH2), 2.39-2.31 (rn, 6H, CH2), 2.30 (s, 3H, CH3), 1.70-1.60 (rn, 4H, CH2), 

1.38-1.32 (rn, 2H, CH2); ô(CD2Cl2 + D20) : 10.30, 9.06 et 8.36 échangés ; TOF rnlz: 

789 ; Anal C43H49BrN60 11S2 (C, H, N). 

5. Bis(2-aminodiphénylsulfures) à trois chaînes latérales 

5.1. Bis(2-aminodiphénylsulfure) possédant une fonction amine 

secondaire centrale 

Protection de la fonction amine secondaire 

acide N -(tert-butoxycarbonyl)iminodiacétique 69b 

\YCYI 
A une solution d'acide iminodiacétique (10 g, 75.13 mmol, 1 éq) dans 145 mL de 

dioxanne sont ajoutés de l'eau distillée (50 mL), de la soude aqueuse 2 N (50 mL, 100 

mmol, 1.3 éq) et, à 0°C, du (Boc)20 (18 g, 82.6 mmol, 1.1 éq). Après 30 minutes 

d'agitation à ooc et 18 heures à température ambiante, les solvants sont évaporés à sec et 

le résidu est traité par un mélange AcOEt/HCl 1 N. La phase organique est séchée sur 

MgS04, puis évaporée pour donner le produit protégé 69b, sous la forme d'un solide 

blanc (11.3 g, 65%); Rf(CH2Cl2): 0.3 ; P.F. : 125°C; RMN 1H, ô(DMSO-d6): 12.50 
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(large, 2H, COOH), 3.93-3.89 (d, 1 = 9.9Hz, CH2, 4H), 1.37 (s, 9H, CH3) ; o(DMSO­

d6 + D20) : 12.50 échangé ; TOF mlz : 233. 

Addition de la chaîne centrale 

acide N -(tert-butoxycarbonyi)-N -({N' -[3-( 4-bromo-2-nitro) 

phénylsulfanyl]phényl}acétamido)aminoacétique 70b 

~~~f("(î(OH 
AA. V o Boe o 

Br N02 

A une solution d'acide N-(tert-butoxycarbonyl)iminodiacétique (1.48 g, 6.63 mmol, 1 éq) 

dans 50 mL de THF fraîchement distillé est ajoutée la DCC ( 1.3 g, 6.35 mmol, 1 éq). 

Après 24 heures d'agitation à température ambiante est ajoutée la 3-(4-bromo-2-

nitro)phénylthiophénylamine (2.07 g, 6.35 mmol, 1 éq). Après 24 heures d'agitation à 

reflux, le solvant est évaporé ; le solide résiduel est traité par un mélange CH2C1Jacide 

citrique 20%, la phase organique est séchée sur MgS04 et évaporée ; le résidu est purifié 

par chromatographie sur colonne (CH2Cl/Me0H-9/1) pour donner l'acide 70b sous la 

forme d'un solide orange (1.96 g, 57%) ; Rf(CH2Cl/MeOH-911) : 0.3 ; RMN 1H, 

o(CD2Cl2) : 12.28 (large, lH, COOH), 8.38-8.37 (rn, 1H, Ph), 7.94-7.93 (rn, 1H, Ph), 

7.89-7.88 (rn, 1H, Ph), 7.70 (large, 1H, NH), 7.48-7.41 (rn, 2H, Ph), 7.29-7.25 (rn, 

1H, Ph), 6.83-6.80 (rn, 2H, Ph), 3.96-3.82 (d, 4H, CH2), 1.38 (s, 9H, CH3) ; 

o(CD2Cl2 + D20) : 12.28 et 7.70 échangés ; TOF mlz : 540. 

Coupla~e acide/amine 

Le mode opératoire pour le composé 71 b est le même que celui mis en oeuvre pour le 

composé 63b. 
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2-(tert-butoxycarbonyl)imino-N ,N' -[3-( 4-bromo-2-nitro )phénylsulfanyl] 

phényldiacétylamide 7lb 

solide jaune (5 g, 58%); Rf(CH2Cl/MeOH-9.5/0.5) : 0.5, R.H. positif; P.F. : l15°C ; 

RMN 'H, ô(CD2Cl2) : 10.04 (large, 1H, NH), 9.11 (large, 1H, NH), 8.39-8.38 (rn, 2H, 

Ph), 8.04-8.03 (rn, 1H, Ph), 7.90-7.89 (rn, 1H, Ph), 7.81-7.78 (rn, 2H, Ph), 7.51-7.42 

(rn, 4H, Ph), 7.38-7.33 (rn, 2H, Ph), 6.88-6.83 (rn, 2H, Ph), 4.16-4.06 (d, 4H, CH2), 

1.41 (s, 9H, CH3); ô(CD2Cl2 + D20): 10.04 et 9.11 échangés; TOF mlz: 847. 

Déprotection de l'amine secondaire 

2-imino-N ,N' -[3-( 4-bromo-2-nitro )phénylsulfanyl]phényldiacétylamide 

72b 

Une solution du composé 7lb (5 g, 5.9 mmol, 1 éq) dans 87 mL d'un mélange 

CH2Cl/CF3COOH-111 est agitée pendant 4 heures à température ambiante. Puis, le 

solvant est évaporé ; l'huile résiduelle est traitée par un mélange AcOEt/NaOH 2.5 N ; la 

phase organique est lavée par une solution aqueuse saturée en NaCl, séchée sur MgS04 et 

évaporée pour donner le produit 72b non protégé sous la forme d'un solide jaune (4 g, 

100%); Rf(CH2Cl/MeOH-9/1): 0.5, R.H. positif; P.F. : 75°C; RMN 'H, ô(CD2Cl2) : 

8.71 (large, 1H, NH), 8.20-8.19 (rn, 2H, Ph), 7.72-7.70 (rn, 2H, Ph), 7.65-7.61 (rn, 

2H, Ph), 7.33-7.27 (rn, 4H, Ph), 7.17-7.13 (rn, 2H, Ph), 6.68-6.63 (rn, 2H, Ph), 3.39 

(s, 4H, CH2), 1.75 (large, 1H, NH) ; ô(CD2Cl2 + D20) : 8.71 et 1.75 échangés ; TOF 

mlz: 747. 
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Protection de l'amine secondaire par un groupement Frnoc 

2-(9-fluorénylméthyloxycarbonyl)imino-N ,N' -[3-( 4-bromo-2-nitro) 

phénylsulfanyl]phényldiacétylamide 73b 

A une solution de NazC03 (6.07 g, 57.3 mrnol, 10 éq) dans 35 mL d'eau distillée sont 

ajoutés l'amine 72b (4.28 g, 5.73 mrnol, 1 éq), 130 mL de dioxanne et, à 0°C, du 

chloroformate de 9-fluorenylméthyle (1.5 g, 5.73 mrnol, 1 éq). Après 4 heures 

d'agitation à 0°C et une nuit à température ambiante sont ajoutés 50 mL de HCl 1 N (115 

mrnol, 20 éq). Les solvants sont évaporés à sec ; le résidu est traité par un mélange 

CH2Cl/HC11 N ; la phase organique est séchée sur MgS04 et évaporée pour donner le 

produit protégé 73b sous la forme d'un solide jaune (5 g, 90%) ; Rf(CH2Clz1MeOH-911) 

: 0.55, R.H. positif ; P.F. : 65°C ; RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 10.17 (large, 1H, NH), 9.67 

(large, 1H, NH), 8.37-8.34 (rn, 2H, Ph), 8.07-8.03 (rn, 1H, Ph), 7.92-7.88 (rn, 1H, 

Ph), 7.86-7.80 (rn, 2H, Ph), 7.73-7.70 (rn, 2H, Ph), 7.67-7.64 (rn, 1H, Ph), 7.56-7.53 

(rn, 2H, Ph), 7.49-7.30 (rn, 7H, Ph), 7.18-7.12 (rn, 2H, Ph), 6.81-6.77 (rn, 2H, Ph), 

4.47-4.42 (rn, 2H, CH2), 4.23-4.07 (rn, 5H, CH2 et CH); ô(CD2Cl2 + D20): 10.17 et 

9.67 échangés; TOF rn/z: 970. 

Réduction du groupement nitro 

Le mode opératoire pour le composé 74b est le même que celui mis en oeuvre pour le 

composé 25b. 

2-(9-fluorénylméthyloxycarbonyl)imino-N ,N'-[3-(2-amino-4-bromo) 

phénylsulfanyl]phényldiacétylamide 74b 

N~Y([(~~ 
B~N~ v 0 Fmoc 0 0 H~~ 

huile marron (4 g, 100%) ; Rf(CH2CljMeOH-911) : 0.6, R.H. positif ; RMN 1H, 

ô(CD3COCD3): 7.90-7.50 (rn, 8H, Ph), 7.55-7.25 (rn, lOH, Ph), 7.20-7.10 (rn, 2H, 
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Ph), 7.03-6.90 (rn, 2H, Ph), 4.45-4.17 (rn, 4H, CH2), 4.07-3.95 (rn, 3H, CH et CH
2

) ; 

ô(CD3COCD3 + D20) : spectre inchangé ; TOF mlz : 91 O. 

Addition des deux chaînes latérales aminées 

Le mode opératoire pour le composé 7 Sb est le même que celui mis en oeuvre pour le 

composé Sb. 

2-imino-N ,N'-[3-(2-{3- [ 1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoylamino-4-

bromo }phénylsulfanyl)phényl]diacétylamide 7 Sb 

solide incolore (1 g, 50%) ; Rf(CH2Clz1MeOH-8/2) : 0.05, R.H. positif; P.F. : 60°C ; 

RMN 1H, ô(CD2Cl2) : 10.66 (large, 2H, NH), 9.08 (large, 2H, NH), 8.41-8.40 (rn, 2H, 

Ph), 7.58-7.55 (rn, 2H, Ph), 7.43-7.38 (rn, 2H, Ph), 7.29-7.20 (rn, 6H, Ph), 6.91-6.87 

(rn, 2H, Ph), 3.39 (s, 4H, CH2), 2.59-2.47 (rn, 24H, CH2), 2.22 (s, 6H, CH3); 

ô(CD2Cl2 + D20) : 10.66 et 9.08 échangés ; TOF mlz : 995 ; Anal C54H63Br2N90 24S2 (C, 

H, N). 

S.2. Acylation de l'amine secondaire centrale 

Différents groupements fonctionnels ont été obtenus, en position terminale, sur la 

troisième chaîne latérale : 

- fonction acide, 

- fonction amine protégée par un groupement Boe, 

- fonction amine libre, 

- fonction amine protégée par un groupement Fmoc, 

- groupement tétradécanoyle, 

-groupement naphtalénoyle, 

- groupement biotinyle. 
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Fonction acide terminale 

acide 4-(N ,N -{N' ,N'' -[3-(2-{ 4-bromo-3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl] 

propanoylamino }phénylsulfanyl)phényl]acétylamido }ami do) butanoïque 

76b 

Br 

A 0°C, à une solution du composé amino 75b (127 mg, 0.128 mmol, 1 éq) dans 1 mL de 

pyridine est ajouté l'anhydride glutarique (14.6 mg, 0.128 mmol, 1 éq). Après une nuit 

d'agitation à température ambiante, la pyridine est évaporée et le résidu huileux traité par 

un mélange CH2Cl/H20 glacée ; la phase organique est séchée sur MgSO 4 et évaporée ; 

l'huile résiduelle est purifiée par CCE (acétone/NH40H-100/1) pour donner l'acide 76b, 

sous la forme d'une huile incolore (100 mg, 70%) ; Rf(acétone/NH40H-10011) : 0.25, 

R.H. positif ; RMN 1H, 3(CD2Cl2) : 11.04 (large, 1H, NH), 10.27 (large, 1H, NH), 

10.04 (large, 1H, NH), 10.02 (large, 1H, NH), 8.60-8.56 (rn, 2H, Ph), 7.86-7.83 (rn, 

1H, Ph), 7.71-7.68 (rn, 1H, Ph), 7.52-7.41 (rn, 4H, Ph), 7.29-7.19 (rn, 4H, Ph), 6.72-

6.68 (rn, 2H, Ph), 4.34 (s, 2H, CH2), 4.17 (s, 2H, CH2), 2.71-2.42 (rn, 24H, CH2), 

2.34 (s, 6H, CH3), 2.28-2.23 (rn, 4H, CH2), 1.89-1.86 (rn, 2H, CH2) ; 3(CD2Cl2 + 

0 20) : 11.04, 10.27, 10.04 et 10.02 échangés ; TOF rnlz : 1109 ; Anal 

C57H67Br2N90 23S2 (C, H, N). 
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Fonction amine tenninale 

Fixation de la chaîne possédant une fonction amine terminale protégée 

2-(N -{ 4-[N' -(tert-butoxycarbonyl)amino ]butanoyl}imino)-N ,N -[3-(2-{3-

[ 1-( 4-méthyl)pipérazinyl]propanoy lamino-4-bromo }phénylsulfanyl) 

phényl]diacétylamide 77b 

A 0°C, à une solution d'acide N-t-Boc-y-aminobutanoïque (203 mg, 1 mmol, 1 éq) dans 

20 mL de Dl\1F sont ajoutés le PyBrop (466 mg, 1 mmol, 1 éq) et la DIEA (540 J.LL, 3 

mmol, 3 éq). Après 10 minutes d'agitation à ooc est ajouté le composé amino 75b (995 

mg, 1 mmol, 1 éq). Après 10 minutes d'agitation à ooc puis deux heures à température 

ambiante, le Dl\1F est évaporé, l'huile résiduelle est traitée par un mélange 

CH2Cl/N~C03 0.5 M. La phase organique est séchée sur MgS04, puis évaporée et 

l'huile résiduelle est purifiée par CCE (CH2CljMeOH-95/5) pour donner le composé 77b 

sous la forme d'un solide incolore (944 mg, 80%); Rf(acétone/NH40H-95/5): 0.4, R.H. 

positif; P.F. : 60°C; RMN 1H, ù(CD2Cl2) : 10.75 (large, 1H, NH), 10.65 (large, 1H, 

NH), 10.57 (large, 1H, NH), 9.63 (large, 1H, NH), 8.58-8.49 (rn, 2H, Ph), 7.68 

(large, 1H, NH), 7.57-7.53 (rn, 2H, Ph), 7.42-7.35 (rn, 2H, Ph), 7.30-7.21 (rn, 6H, 

Ph), 6.86-6.83 (rn, 2H, Ph), 4.20 (s, 2H, CH2), 4.08 (s, 2H, CH2), 2.54-2.30 (rn, 

24H, CH2), 2.26-2.17 (rn, 4H, CH2), 2.15 (s, 6H, CH3), 1.88-1.84 (rn, 2H, CH2), 

1.24 (s, 9H, CH3) ; ù(CD2Cl2 + D20) : 10.75, 10.65, 10.57, 9.63 et 7.68 échangés ; 

TOF m/z: 1180; Anal C61H76Br2N100 23S2 (C, H, N). 
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Dé protection de l'amine primaire terminale 

Le mode opératoire pour le composé 78b est le même que celui mis en oeuvre pour le 

composé 72b. 

2-[N -( 4-aminobutanoyl)imino ]-N ,N' -[3-(2-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl] 

propanoylamino-4-bromo }phénylsulfanyl)phényl]diacétylamide 78b 

huile incolore (780 mg, 90%) ; Rf(acétone/NH40H-90/10) : 0.5 , R.H. positif ; RMN 

1H, ô(CD2Cl2) : 10.65 (large, lH, NH), 10.58 (large, lH, NH), 10.55 (large, lH, NH), 

8.90 (large, lH, NH), 8.40-8.27 (rn, 2H, Ph), 7.48-7.37 (rn, 2H, Ph), 7.33-7.25 (rn, 

2H, Ph), 7.16-7.09 (rn, 6H, Ph), 6.76-6.73 (rn, 2H, Ph), 4.12 (s, 2H, CH2), 3.96 (s, 

2H, CH2), 3.75 (large, 2H, NH2), 2.45-2.25 (rn, 24H, CH2), 2.11-2.06 (rn, 4H, CH2), 

2.03 (s, 6H, CH3), 1.75-1.72 (rn, 2H, CH2); ô(CD2Cl2 + D20): 10.65, 10.58, 10.55 et 

8.90 échangés ; TOF rnlz : 1080 ; Anal C58H7J3r2N 100 25S2 (C, H, N). 
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Groupement Fmoc terminal 

Le mode opératoire pour le composé 79b est le même que celui mis en oeuvre pour le 

composé 73b. 

2-(N -{ 4-[N' -(9-fluorénylméthyloxycarbonyl)amino ]butanoyl}imino )-N ,N­

[3-(2-{ 3-[ 1-( 4-méthyl)pi péraziny l]propanoy lamino-4-bromo} 

phénylsulfanyl)phényl]diacétylamide 79b 

Br 

huile incolore (200 mg, 60%); Rf(acétone/NH40H-95/5): 0.55, R.H. positif; RMN 1H, 

ù(CD2Cl2) : 10.57 (large, 1H, NH), 10.51 (large, 1H, NH), 10.45 (large, 1H, NH), 

9.43 (large, 1H, NH), 8.42-8.33 (rn, 3H, Ph), 7.67-7.62 (rn, 2H, Ph), 7.52 (large, 1H, 

NH), 7.45-7.42 (rn, 2H, Ph), 7.31-7.23 (rn, 5H, Ph), 7.17-7.09 (rn, 7H, Ph), 6.73-

6.69 (rn, 3H, Ph), 4.33 (s, 2H, CH2), 4.02 (rn, 3H, CH et CH2), 2.49-2.25 (rn, 24H, 

CH2), 2.11-2.05 (rn, 6H, CH2), 2.04 (s, 6H, CH3), 1.60-1.50 (rn, 2H, CH2); ù(CD2Cl2 

+ D20) : 10.57, 10.51, 10.45, 9.43 et 7.52 échangés ; TOF mlz : 1302 ; Anal 

C71 H78Br2N100 23S2 (C, H, N). 
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Chaîne longue terminale 

2-{N -[ 4-(N -tétradécanoyl)aminobutanoyl]imino }-N ,N' -[3-(2-{3-[l-(4-

méthyl)pipérazinyl]propanoylamino-4-bromo}phénylsulfanyl)phényl] 

diacétylamide 80b 

Br 

A 0°C, à une solution d'acide tétradécanoïque (22.9 mg, 0.1 mmol, 1 éq) dans 2 mL de 

DMF sont ajoutés le PyBrop (46.6 mg, 0.1 mmol, 1 éq) et la DIEA (54 ~L, 0.3 mmol, 3 

éq). Après 10 minutes d'agitation à 0°C, est ajouté le composé amino 78b (108 mg, 0.1 

mmol, 1 éq). Après 10 minutes d'agitation à 0°C, puis deux heures à température 

ambiante, le DMF est évaporé, l'huile résiduelle est traitée par un mélange CH2Clz!H20. 

La phase organique est séchée sur MgS04, puis évaporée et l'huile résiduelle est purifiée 

par CCE (acétone/NH40H-95/5) pour donner le composé 80b sous la forme d'une huile 

incolore (40 mg, 31%) ; Rf(acétone/NH40H-95/5) : 0.3, R.H. positif ; RMN 1H, 

o(CD2Cl2) : 10.93 (large, 1H, NH), 10.32 (large, 1H, NH), 10.21 (large, 1H, NH), 

9.99 (large, 1H, NH), 8.59-8.56 (rn, 2H, Ph), 7.71-7.67 (rn, 2H, Ph), 7.54-7.41 (rn, 

4H, Ph), 7.30-7.21 (rn, 4H, Ph), 6.82-6.72 (rn, 2H, Ph), 6.56 (large, 1H, NH), 4.31 

(s, 2H, CH2), 4.17 (s, 2H, CH2), 3.20-3.17 (rn, 2H, CH2), 2.76-2.45 (rn, 32H, CH2), 

2.44 (s, 3H, CH3), 2.36-2.32 (rn, 7H, 2CH2 et 1CH3), 1.85-1.70 (rn, 4H, CH2), 1.64-

1.57 (rn, 2H, CH2), 1.46-1.41 (rn, 2H, CH2), 1.28 (s, 3H, CH3), 1.24-1.20 (rn, 4H, 

CH2), 1.12-1.11 (rn, 4H, CH2) ; o(CD2Cl2+D20): 10.93, 10.32, 10.21, 9.99 et 6.56 

échangés; TOF rnlz: 1290; Anal C7Jf94Br2N10Ü 22S2 (C, H, N). 
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Groupement naphtalène terminal 

2-(N -{ 4-[N -(2-naphtalénoyl)]aminobutanoyl}imino)-N ,N' -[3-(2-{3-[1-( 4-

méthyl)pipérazinyl]propanoylamino-4-bromo }phénylsulfanyl)phényl] 

diacétylamide 8lb 

Br 

A 0°C, à une solution d'acide naphtalènoïque ( 17.2 mg, 0.1 mmol, 1 éq) dans 2 mL de 

DMF sont ajoutés le PyBrop (46.6 mg, 0.1 mmol, 1 éq) et la DIEA (54 J..LL, 0.3 mmol, 3 

éq). Après 10 minutes d'agitation à 0°C, est ajouté le composé amino 78b (108 mg, 0.1 

mmol, 1 éq). Après 10 minutes d'agitation à ooc puis deux heures à température 

ambiante, le DMF est évaporé, l'huile résiduelle est traitée par un mélange CH2CliH20. 

La phase organique est séchée sur MgS04, puis évaporée et l'huile résiduelle est purifiée 

par CCE (acétone/NH40H-95/5) pour donner le composé 8lb sous la forme d'une huile 

jaune clair (50 mg, 40%) ; Rf(acétone/NH40H-95/5) : 0.25, R.H. positif; RMN 1H, 

ô(CD2Cl2) : 10.64 (large, 1H, NH), 10.26 (large, 1H, NH), 10.04 (large, 1H, NH), 

9.81 (large, 1H, NH), 8.45-8.41 (rn, 2H, Ph), 7.79-7.71 (rn, 3H, Ph), 7.57 (large, 1H, 

NH), 7.49-7.25 (rn, 10H, Ph), 7.15-7.07 (rn, 4H, Ph), 6.70-6.60 (rn, 2H, Ph), 4.23 (s, 

2H, CH2), 4.07 (s, 2H, CH2), 2.45-2.35 (rn, 24H, CH2), 2.05-2.03 (rn, 10H, 2CH3 et 

2CH2), 1.74-1.69 (rn, 2H, CH2) ; ô(CD2Cl2+D20) : 10.64, 10.26, 10.04, 9.81 et 7.57 

échangés; TOF m/z: 1234; Anal C67H74Br2N100 22S2 (C, H, N). 
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Fonction biotinyle tenninale 

2-[N -(butanoyl)imino ]-N ,N' -[3-(2-{3-[1-( 4-méthyl)pipérazinyl] 

propanoylamino-4-bromo }phénylsulfanyl)phényl]diacétylamide 8 2 b 

"Û, 
N(V~Y'~~~n .. iO-,~ ~c""r . 

A 0°C, à une solution de biotine (122 mg, 0.5 mmol, 1 éq) dans 8 mL de D.MF sont 

ajoutés le PyBrop (233 mg, 0.5 mmol, 1 éq) et la DIEA (260 JlL, 1.5 mmol, 3 éq). Après 

10 minutes d'agitation à 0°C, est ajouté le composé amino 7Sb (497.5mg, 0.5 mmol, 1 

éq). Après 10 minutes d'agitation à 0°C, puis deux heures à température ambiante, le 

DMF est évaporé, l'huile résiduelle est traitée par un mélange CH2Cl/H20. La phase 

organique est séchée sur MgS04, puis évaporée et l'huile résiduelle est purifiée par CCE 

(acétone/NH40H-95/5) pour donner le composé 82b sous la forme d'une huile incolore 

(305 mg, 50%); Rf(acétone/NH40H-95/5): 0.15, R.H. positif; RMN 1H, o(CD2Cl2): 

11.04 (large, 1H, NH), 10.52 (large, 1H, NH), 10.46 (large, 1H, NH), 10.34 (large, 

1H, NH), 8.47-8.40 (rn, 2H, Ph), 7.74-7.72 (rn, 1H, Ph), 7.60-7.53 (rn, 1H, Ph), 7.49 

(large, 1H, NH), 7.46-7.42 (rn, 2H, Ph), 7.31-7.25 (rn, 2H, Ph), 7.18-7.10 (rn, 4H, 

Ph), 6.72-6.69 (rn, 2H, Ph), 6.27 (large, 1H, NH), 4.26 (s, 2H, CH2), 4.21 (s, 2H, 

CH2), 3.50-3.45 (rn, 2H, CH2), 3.38-3.34 (rn, 2H, CH2), 2.60-2.38 (rn, 27H, 3CH er 

12CH2), 2.33-2.22 (rn, 2H, CH2), 2.18 (s, 3H, CH3), 2.17 (s, 3H, CH3), 1.84-1.79 

(rn, 2H, CH2), 1.50-1.44 (rn, 2H, CH2); o(CD2Cl2+D20): 11.04, 10.52, 10.46, 10.34, 

7.49 et 6.27 échangés; TOF m/z: 1221 ; Anal C62H75Br2Nu022S3 (C, H, N). 
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ill. Tests enzymatiques 

1. Activité sur la trypanothion réductase 

Les IC50 ont été mesurées avec de la trypanothion réductase produite et purifiée au 

laboratoire par Valérie Landry. La souche surproductrice de TR nous a été envoyée par les 

Docteurs Christopher Walsh et Kari Nadeau (Department of Biological Chemistry and 

Molecular Pharmacology, Harvard Medical School, Boston, USA). 

1.1. Production et purification de la trypanothion réductase recombinante 

1.1.1. La souche surproductrice de la TR 

La TR recombinante de T. cruzi est produite dans des cellules d' Escherichia coli, 

déficientes en GR (souche SG5 PTR), 170 en utilisant le vecteur de surexpression 

piBITczTR (figure 44).69 La production de la TR se fait dans le système T7 RNA . 

polymérase/promoteur (PG1-2), mis au point par Tabor et Richardson. 171 Le gène codant 

pour la TR est placé sous contrôle d'un promoteur T7 RNA polymérase, avec une 

sélection ampicilline. Un second plasmide permet de surproduire la T7 RNA polymérase ; 

le gène de la T7 RNA polymérase est placé sous le contrôle d'un répresseur 

thermosensible c 1857À, avec une sélection kanamycine. 

figure 44. Production de la trypanothion réductase 
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1.1.2. Culture de la souche 

La souche est cultivée en alternance sur milieu solide et liquide deux fois concentré 

en Y east Extract et Tryptone (2XTY) en présence de kanamycine et d' ampicilline à 100 

Jlg/rnl. 

Milieu 2XTY : bactotryptone 

extrait de levure 

NaCI 

H20 

pH= 7.8 

16 g 

10 g 

5g 

qsp 1litre 

Une préculture de 2 mL est ensemencée dans 10 litres de 2XTY, puis agitée, à 

30°C, jusqu'à l'obtention d'une densité optique de 1.6 à 595 nm (environ pendant une 

nuit). On induit alors l'expression de la T7 RNA polymérase, et par voie de conséquence 

de la TR, par un choc thermique. Le milieu de culture est brusquement porté à 43°C, par 

addition de 3 litres de milieu 2XTY bouillant. Les antibiotiques sont ajoutés de manière à 

conserver une concentration de 100 Jlg/rnL. La température est maintenue à 43°C pendant 

30 minutes. On revient brusquement à 37°C et on agite pendant trois heures. La TR est 

produite pendant ce laps de temps. Les cellules sont alors collectées par centrifugation à 

3000 tr/min, pendant 20 minutes. Les culots sont séchés et conservés à -80°C. On obtient 

50 g de bactéries pour 10 litres de culture. 

1.1.3. Purification de la TR 

Les culots bactériens (25 g) sont repris dans un tampon Hepes 100 mM, EDTA 1 

mM, ~-mercaptoéthanol5 mM, pH 7.5. Avant lyse, du FAD et du PMSF sont ajoutés à 

une concentration finale de 50 Jlg/mL et 0.1 mM respectivement. Les bactéries, congelées 

à -20°C, sont écrasées dans une X-Press (figure 45) : un bras fait descendre le poids et 

une pression de 10 bars s'exerce sur les bactéries. Cette manipulation est réalisée deux 

fois à une heure d'intervalle. 
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bactéries congelées à -20°C ----+-+~• 

·~· .. . . . . 

figure 45. X -Press 

Les cellules écrasées sont ensuite soumise à une sonication. Puis, une 

ultracentrifugation à 15000 trs/min pendant 30 minutes permet d'obtenir un culot composé 

des membranes de cellules. On récupère le surnageant. 

A partir de ce surnageant, différentes étapes de purification sont réalisées 

successivement : 

-Précipitation au sulfate d'ammonium 

La précipitation au sulfate d'ammonium est l'une des méthodes les plus courantes 

pour isoler les protéines d'une solution. Des liaisons hydrogène se forment entre les 

molécules d'eau et les groupements polaires ou ioniques de surface des protéines en 

solution. Des petits ions fortement chargés, comme les ions ammonium ou sulfate, si leur 

concentration est suffisamment élevée, entrent en compétition avec les molécules d'eau. 

lls dissocient alors les molécules d'eau des protéines, ce qui diminue la solubilité de ces 

dernières et provoque leur précipitation. Cette précipitation est réversible si 1' on abaisse la 

concentration en sulfate d'ammonium. Divers paramètres déterminent la concentration 

ionique à laquelle une protéine donnée précipite : nombre et position des groupements 

polaires, poids moléculaire de la protéine, pH de la solution et température choisie pour 

précipiter la protéine. 

Dans le cas de la TR, on effectue une première précipitation des petites protéines, à 

25% en sulfate d'ammonium. Après centrifugation à 15000 trs/min pendant 20 minutes, 

on récupère le surnageant. Une deuxième précipitation est effectuée à 80% en sulfate 

d'ammonium. A cette concentration en sels, la TR, entre autres, précipite. Après 

centrifugation à 15000 trs/min pendant 20 minutes, la TR est récupérée dans le culot. Ce 

dernier est repris dans un volume minimum de tampon Hepes 100 mM et est dialysé, une 

nuit, contre un tampon bistripropane 10 mM, ~-mercaptoéthanol5 mM, EDTA 1 mM, pH 

7.5 (tampon A). 
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-Passage sur une colonne 2',5' ADP Sépharose 4B 

La colonne 2' ,5' ADP Sépharose 4B est utilisée pour la purification des enzymes 

qui ont une affinité pour le NADP+ ou pour les déshydrogénases NADp+-dépendantes. 

(Sépharose 4B)-~-(CH2)e-JcNH 

N~ > 
~~ ~ 1 N 

le o 
HO-P-O-Ct) 

0 

OHO 
1 

HO-P 0 

~ 
phase 2' ,5' ADP Sépharose 4B 

La solution de protéines est passée sur cette colonne préalablement équilibrée dans 

le tampon A. On utilise généralement 5 mL de colonne pour 2 litres de culture de 

bactéries. La colonne est ensuite lavée toute la nuit avec le tampon A. Le second tampon 

utilisé est un tampon bistripropane 10 mM, ~-mercaptoéthanol5 mM, EDTA 1 mM, KCI 

2 M, pH 7.5. L'élution se fait par un gradient de KCI. 

Dans chaque fraction, la quantité de TR est déterminée par mesure de l'activité 

enzymatique. En effet, la vitesse de réaction enzymatique de réduction du T(S)2 est 

proportionnelle à la quantité d'enzyme présente. Une droite d'étalonnage, en présence de 

32.2 J.LM de T(S)2 et de 200 J.1M de NAD PH, permet d'estimer la quantité de TR à partir 

de la vitesse initiale de la réaction pour chaque fraction. Enfin, la composition en protéines 

des fractions d'intérêt est examinée sur gel de polyacrylamide coloré au nitrate d'argent. 

Les fractions d'intérêt sont regroupées et dialysées une nuit contre du tampon A. 

-Passage sur une colonne échangeuse d'anion Mono Q 

Les protéines sont passées sur une colonne Mono Q équilibrée comme 

précédemment. La colonne est lavée toute la nuit avec le tampon A. Puis, l' élution se fait 

par un gradient de KCI. Après analyse, les fractions contenant la TR sont récupérées, puis 

concentrées et dialysées par centrifugation sur Centripep 10. 

Un gel d'électrophorèse permet de déterminer la pureté de la TR obtenue par cette 

méthode de purification. 
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On obtient ainsi 10 mg de TR à partir de 10 litres de culture. Cette quantité 

d'enzyme permet de réaliser 40000 tests au spectrophotomètre 

1.2. Tests de criblage sur microplaques 

Le test s'effectue en microplaques de 96 puits (Nunc). On utilise les solutions 

mères suivantes : une solution de T(S)2 et de NADPH, respectivement de 3 mM et de 5 

mM, dans le tampon enzymatique et une solution de 2-vinyl pyridine (2VP) 0.2 M dans le 

tampon. Les concentrations en T(S)2 et en NADPH sont vérifiées 

spectrophotométriquement avant chaque screening. On détermine par spectrophotométrie 

la dilution de la TR dans le tampon enzymatique à utiliser par puits, de manière à ce que 

300 JlM de T(S)2 soient réduits en 15 minutes. Lors d'un test de criblage "classique", 10 

J.1L de la solution de T(S)2 et de NADPH sont déposés dans chaque puits, ainsi que 10 J.1L 
d'une solution d'inhibiteur à 570 JlM à 10% de DMSO dans l'eau. La réaction est 

initialisée par l'ajout de 80 J..LL de la solution de TR diluée dans le tampon enzymatique. 

Après 15 minutes, la réaction enzymatique est arrêtée par dénaturation de l'enzyme. La 

dénaturation se fait par ajout de 40 J..LL d'acétonitrile. Le piégeage du T(SH)2 formé durant 

la réaction enzymatique se fait par addition de 130 J.1L de 2-vinylpyridine 0.2 M. La 

réaction d'alkylation dure 20 minutes à température ambiante. On ajoute ensuite 

successivement 15 J..LL du réactif R1 du kit GSH-400 de Bioxytech (sel de 4-chloro-1-

méthyl-7-trifluorométhylquinolinium, 12 mM dans HCl 0.2 N) et 15 J.1L de NaOH 30%. 

Le volume fmal est de 300 JlL. La microplaque est placée 10 minutes, à 30°C, dans 

l'obscurité. L'absorbance des puits est ensuite lue à 405 nm avec un lecteur de plaques 

MR600 (Dynatech). Différents témoins sont effectués pour chaque série de tests : un essai 

sans TR qui permet d'obtenir la D.O. correspondant à 100% d'inhibition, un essai sans 

inhibiteur qui donne la D.O. correspondant à 0% d'inhibition, un essai sans T(S)2 qui 

fournit la valeur du bruit de fond et enfm un essai avec un inhibiteur de référence : la 

clomipramine. Tous les inhibiteurs donnant un meilleur pourcentage d'inhibition que la 

clomipramine sont soumis à un second test dans lequel on regarde si les composés 

n'interfèrent pas avec les réactifs du test coloré en effectuant la réaction en absence de 

T(S)2• Le pouvoir inhibiteur des composés issus du double screening est ensuite confirmé 

ou infirmé par test spectrophotométrique. 

En faisant varier les concentrations en inhibiteur, ce test coloré peut également être 

utilisé pour faire une mesure d'IC50• 
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1.3. Tests spectrophotométriques 

L'activité de la TR est détectée grâce au protocole mis au point par Krauth­

Siegel.68 La réaction s'effectue dans un tampon Hepes, en présence de NADPH en excès 

par rapport aux concentrations en substrat utilisées. La concentration initiale en NAD PH 

est vérifiée par mesure de la D.O. à 340 nm (ede 6220 cm·'.M-1
). Les concentrations en 

substrat trypanothion disulfure sont déterminées précisément à partir de la variation de la 

D.O. à 340 nm, après complète réduction par la TR : une molécule de NADPH permet la 

réduction d'un équivalent de disulfure. La vitesse de la réaction est mesurée à 28°C 

(spectrophotomètre thermostaté UVIKON 930, KONTRON instruments) en suivant la 

disparition du NADPH à 340 nm. Après équilibration de la température, la réaction est 

initialisée par ajout de l'enzyme à une concentration finale dans la cuve de 0.8 J..Lg/mL. Les 

profils de vitesse en fonction des concentrations en substrat sont analysés dans les 

conditions de Michaelis-Menten et permettent de déterminer les paramètres cinétiques de la 

réaction. 

Le même protocole est utilisé pour estimer le pouvoir inhibiteur des molécules. 

Une première indication est obtenue en mesurant un pourcentage d'inhibition pour des 

concentrations fixes en enzyme (0.8 J..lg/mL), en substrat (57 J..LM) et en inhibiteur (57 

J.LM). Puis, suivant les résultats obtenus, des tests à des concentrations plus faibles en 

inhibiteur sont effectués. Pour les meilleurs inhibiteurs, on détermine l'IC50• 

La formule de Cheng-Prusoff172 permet alors d'obtenir, à partir de l'IC50, une 

estimation du 1\ pour les molécules. 

Formule de Cheng-Prusoff: 1\ = IC50 1 (1 + [S] 1 ~) 

Pour les tests, le tampon enzymatique utilisé est le suivant : 

Hepes 

EDTA 

KCI 

NAD PH 

pH= 7,25 

20mM 

lmM 

0.15M 

en excès par rapport à la quantité de substrat (> 200 J..lM) 

2. Tests Janssen 

Ce programme de criblage, réalisé à l'aide d'automates, de nos inhibiteurs de la 

trypanothion réductase est financé par l'Organisation Mondiale de la Santé. 
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Les différents composés sont envoyés chez Janssen Pharmaceutica, au 

Département de Parasitologie dirigé par le Docteur Louis Maes, dans le but. d'être 

incorporés au criblage robotisé TDR-ICHEM. Ce criblage inclut une évaluation des 

inhibiteurs : 

- in vitro sur la trypanothion réductase, 

- in vitro sur la glutathion réductase, 

- in vitro sur T. cruzi, 

- in vitro sur L. infantum, 

- in vitro et in vivo sur T. brucei. 

2.1. Test in vitro sur la trypanothion réductase 

Les tests sont réalisés sur la trypanothion réductase de Trypanosoma cruzi. Une 

solution initiale d'inhibiteur à 20 mM dans 100% de DMSO est préparée préalablement. 

Les dilutions successives sont ensuite réalisées dans les tampons appropriés. 

2.2. Test in vitro sur la glutathion réductase 

Les tests sont réalisés sur la glutathion réductase humaine. Une solution initiale 

d'inhibiteur à 20 mM dans 100% de DMSO est préparée préalablement. Les dilutions 

successives sont ensuite réalisées dans les tampons appropriés. 

Pour les tests in vitro sur les parasites, une solution initiale d'inhibiteur à 20 mM 

dans 100% de DMSO est préparée préalablement. Les dilutions successives· sont ensuite 

réalisées dans les milieux de culture appropriés. 

2.3. Test in vitro sur Trypanosoma brucei 

Les conditions et la procédure du test sont les suivantes : 

-conditions de culture: culture axénique dans du milieu HMI-18 

- échelle des concentrations en inhibiteur : 6.25-1.56 J.1M 

- procédure du test : 

Les trypomastigotes de T. brucei sont issus d'une culture axénique continue dans 

du milieu HMI-18, d'après les conditions décrites par Hirumi et al. 173 lls sont incubés 

dans des solutions de milieu HMI, à différentes concentrations en inhibiteur, la 

manipulation se faisant dans une microplaque de culture de tissus à 96 puits. La 
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multiplication des parasites est mesurée après quatre jours d'incubation à 37°C et sous 5% 

de C02• 

L'activité de l'inhibiteur est quantifiée par la mesure du pourcentage de diminution 

de la multiplication des parasites par rapport à des cultures non traitées. Cette dernière se 

fait par microscopie ou par des tests colorimétriques. Puis, les valeurs des DL50 sont 

extrapolées. 

2.4. Test in vitro sur Trypanosoma cruzi 

La méthode, décrite par Neal et Croft174 pour les drogues anti-leishmania, a 

été adaptée à T. cruzi. Les conditions et la procédure du test sont les suivantes : 

- conditions de culture : macrophages de péritonéale de souris 

- échelle des concentrations en inhibiteur : 50-6.25 J.1M 

- procédure du test : 

faU\ 
~ 

Des macrophages de péritonéale de souris sont ensemencés dans des microplaques 

à 96 puits : 30000 cellules par puits. Après 24 heures, environ 100000 trypomastigotes de 

T. cruzi et un inhibiteur, à une certaine concentration (deux fois diluée), sont ajoutés, 

simultanément, dans chaque puits. Les cultures sont ensuite incubées, à 37°C et sous 5% 

de C02, pendant 4 jours. Pour prendre en compte, dans l'évaluation de l'inhibiteur, la 

toxicité aspécifique de ce dernier, des cultures non infectées sont traitées de la même 

façon. Ainsi, un index de sélectivité de l'inhibiteur peut être déterminé. 

L'activité de l'inhibiteur est quantifiée par la mesure du pourcentage de diminution 

du nombre total de parasites (trypomastigotes libres et amastigotes intracellulaires) par 

rapport à des cultures non traitées. Cette dernière se fait par microscopie. Puis, les valeurs 

des DL50 sont extrapolées. 

2.5. Test in vitro sur Leishmania infantum 

Les conditions et la procédure du test sont les suivantes : 

- conditions de culture : macrophages de péritonéale de souris 

- échelle des concentrations en inhibiteur : 50-6.25 J.LM 
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- procédure du test : 

Des macrophages de péritonéale de souris sont ensemencés dans des plaques de 

culture LABTEK à 96 puits : 30000 cellules par puits. Après 24 heures, des amastigotes 

de Leishmania infantum (issus de la rate d'un animal infecté), dans un ratio de 10 pour 1 , 

ainsi qu'un inhibiteur, à une certaine concentration (deux fois diluée), sont ajoutés 

simultanément. Les cultures sont ensuite incubées, à 37°C et sous 5% de C02, pendant 7 

jours. Le traitement similaire sur des cultures de cellules non infectées pennet de 

déterminer un index de sélectivité de l'inhibiteur. 

L'activité de l'inhibiteur est quantifiée par la mesure du pourcentage de diminution 

du nombre total de parasites ou par celle du nombre de macrophages infectés 

(détermination par des préparations de Wright). La mesure se fait par microscopie. Puis, 

les valeurs des DL50 sont extrapolées. 

2.6. Test in vivo sur Trypanosoma brucei 

Pour les tests in vivo, la solution d'inhibiteur est à 16 mg/mL dans 100% de 

DMSO. 

Les conditions et la procédure du test sont les suivantes : 

-animal: souris 

-nombre d'animaux par test: 3 

- dose d'inhibiteur : 80 mg/kg, cinq fois de suite 

-voie utilisée: orale-intrapéritonéale 

- procédure du test : 

Des souris femelles, agées de 4 semaines (20-25 g), sont infectées, 

intrapéritonéalement, par environ 1 06
·
5 haemoflagellates dans 0.2 mL d'inoculum. Au 

même moment, les animaux sont traités oralement par une dose de 80 mg/kg du composé 

testé. Le traitement est poursuivi pendant 4 jours par la voie intrapéritronéale. 

Des animaux de contrôle non traités meurent, généralement, entre 6 et 7 jours 

après l'infection. L'activité de l'inhibiteur est évaluée par la mesure de la prolongation de 

la durée de vie des souris traitées par rapport aux animaux de contrôle. L'expérience se 

termine au bout de 30 jours, les survivants sont alors examinés pour déterminer leur 

parasitémie. 
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