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ATP-binding cassette, sub family A, member 4
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Acide désoxyribonucléique

Advanced glycation end products
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Antioxidant responsive element
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Acide ribonucléique messager

Adult retinal pigment epithelial cell line-19
All-trans retinal = rétinal tout-trans
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Bound dissociation enthalpy = enthalpie de dissociation de liaison
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Introduction générale

Le stress oxydant, résultant d’'un déséquilibre en faveur des espéces pro-oxydantes comme
les especes oxygénées réactives (EOR), peut étre la cause ou est la conséquence de la majorité des
maladies. Au sein de l'organisme, il est responsable de la dénaturation de substrats cellulaires,
comme les lipides de type acides gras polyinsaturés (AGPI), par un phénoméne de peroxydation
lipidique. Les conséquences de cette oxydation peuvent étre déléteres, d’autant qu’elle
s’accompagne de la formation d'espéces carbonylées réactives (ECR), pouvant également
dénaturer d'autres substrats biologiques tels que les protéines, par un phénomeéne de glycation.
Dans le cas de l'acide docosahexaenoique (DHA, C22:6, w3) (Schéma 1) par exemple, cet AGPI
oméga—3 est indispensable au bon fonctionnement du tissu rétinien et cérébral, n’en est pas
moins hautement oxydable. Il peut conduire, aprés abstraction d'hydrogenes en positions bis-
allyliques (cercles rouges), a la formation de dérivés déléteres comme le HHE (4-hydroxy-2-
hexenal), ou le HOHA (acide 4-hydroxy-7-oxohept-5-énoique) et de dérivés de type CEP (2-w-

carboxyéthylpyrroles), impliqués notamment dans la physiopathologie d’affections visuelles.!

H EOR |
H X = H-e AN —_— OHC__~ OH —_—
o= /\ﬁ/\L /\J/W\ - W " (CH),COOH
RN R" RN R" (CH,),COOH U

DHA (C22:6, ©3) HOHA CEP

Schéma 1 : Dérivés déléteres potentiellement formés suite a la peroxydation lipidique du
DHA (C22:6, w3).

Les stress oxydant et carbonylé interviennent effectivement dans certaines pathologies
rétiniennes, telles que la dégénérescence maculaire liée a I'dge (DMLA, forme atrophique) ou celle
due a une mutation génétique, la maladie de Stargardt.? L'étiologie de ces deux maladies a mis en
évidence un mécanisme cytotoxique commun (Schéma 2), faisant intervenir une molécule
endogene et essentielle pour la vision : le rétinal tout-trans. Ce dernier est transformé par la
combinaison des deux stress oxydant et carbonylé (SOC), en une molécule toxique lipidique A2E.
Ce bis-rétinoide présente une cytotoxicité directe et indirecte (par photo-oxydation),? entraihant
la dégénérescence des cellules rétiniennes, et a terme une cécité chez le patient atteint de
dégénérescence maculaire. Une molécule chef de file ("lead") a été mise en évidence? au sein du
laboratoire pour lutter contre ces maladies rétiniennes, présentant des propriétés anti-stress
oxydant et carbonylé : le phloroglucinol-OiPr-ODHA (Schéma 2). Cette molécule, qui a assuré une

protection des cellules rétiniennes évidente, in vitro et in vivo (chez la souris), est un composé de
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type "lipophénol", caractérisé par une partie phénolique (phloroglucinol-OjPr) et une partie

lipidique (DHA).

Iris Rétine

Phloroglucinol-OiPr-ODHA
OH

Macula

Disque optique

8] 0
by Cristalli
Phloroglucinol DHA | TRt
(c22:6, @3) !
Phosphatidylethanolamine E
PA: acide phosphalidique e 1 Dégénérescence maculaire
HMN_~ . PA ca le : | - .
L2 : ! DMLA (forme atrophique)
E i i Maladie de Stargardt
2 i H
o / 0 1 !
= = : ) ! E
€ i bis-retinoide |
o t '+ métabolites oxydés /

Reétinal tout-trans~ TSMEREINGTT e

Schéma 2 : Action de la molécule lead, le phloroglucinol-OiPr-ODHA, sur les stress oxydant et
carbonylé intervenant dans les pathologies rétiniennes (DMLA et maladie de Stargardt).

Le DHA a été choisi pour constituer la partie lipidique du lipophénol, puisqu'il représente
environ 50% des AGPI de la membrane des photorécepteurs.’ Il favoriserait ainsi un ciblage des
tissus rétiniens et améliorerait la biodisponibilité de la molécule. La dualité de comportement du
DHA® a cependant été mise en évidence au sein de la rétine. Son effet bénéfique pourrait, entre
autres, étre di a son oxydation enzymatique, effectuée par une lipoxygénase (LOX), conduisant a
la formation d'un composé neuroprotecteur, la neuroprotectine NPD1 (Schéma 3). Ce métabolite

aurait notamment une fonction protectrice des cellules rétiniennes.®

— — — — — — LOX 17(S) OH 10(R) OH
CO,H \/:\AW/\
15 12 9 6 abstraction H = NN CO,H
en positions 15 puis 12 Z E E
DHA (C22:6, »3) NPD1: composé cytoprotecteur des cellules rétiniennes

Schéma 3 : métabolite cytoprotecteur, la NPD1, issue de I'oxydation enzymatique du DHA

Cependant, I"autre aspect du DHA, négatif celui-la, correspond a son oxydation radicalaire
(peroxydation lipidique, non enzymatique), car il peut alors conduire (dans certaines conditions
d’oxydation) a la formation de métabolites cytotoxiques, de type HOHA et CEP (Schéma 1),
marqueurs du stress oxydant dans les maladies rétiniennes mentionnées, et responsable du stress
carbonylé. Ainsi, la diminution de la susceptibilité du DHA de la molécule lead a I'oxydation est une

amélioration qui a été envisagée dans ces travaux de these, afin de réduire sa toxicité lorsqu’il est
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soumis a des conditions oxydantes, tout en augmentant son potentiel "anti-stress oxydant",
jusque-la, limité.

La protection des AGPI contre la peroxydation lipidique a précédemment été développée
par Shchepinov et al.,” sur I'ALA (acide a-linolénique ; C18 :3, w3) et le LA (acide linoléique ; C18 :2,
w 6), et consisté a incorporer des deutériums en positions bis-allyliques des AGPI (Schéma 4). Les
travaux de Shchepinov et al. ont montré que la deutération de ces AGPI entrainait une diminution
de leur sensibilité a l'oxydation (par effet isotopique primaire), et méme, avaient un effet

cytoprotecteur, en conditions de stress oxydant.

NN ooz AN NN
D~ >DD” D DD
ALA deutéré (C18:3, v3) LA deutéré (C18:2, v6)

Protecteurs contre la peroxydation lipidique et ses effets déléteres
(in vitro, in vivo et essais cliniques (phase lla))

Schéma 4 : AGPI (ALA et LA) deutérés développés par Shchepinov et al.’

Afin de limiter la sensibilité a I'oxydation de la chaine lipidique (DHA) du lipophénol lead,
I'ajout de deutériums nous a semblé étre une solution efficace. Ces travaux de these portent ainsi
sur la synthese et I'évaluation de deux lipophénols deutérés en positions bis-allyliques du DHA

(Schéma 5), a partir des deux DHA deutérés correspondants, obtenus préalablement.

Activité anti-stress carbonylé
potentiellement conservée
(contre le rétinal tout-trans) OH

. I

OH
0 o Amélioration de la capacité 0

Phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D,)-DHA antioxydante Phloroglucinol-OiPr-O-(6,6,9,9-D4)-DHA

Métabolites délétéres

OHC. _~~_OH
Y Protéine
(CH,),COOH g

. x/ HOHA J L

COH () eraeoon co
D" D \ D~ DD” D

—N—="\= CEP —N\="N=
(6,6-D)-DHA \V/ \V/ (6,6,9,9-D4)-DHA

NPD1: composé cytoprotecteur des cellules rétiniennes

OH OH

- — NN TN CO,H

Schéma 5 : Lipophénols et DHA deutérés cibles a synthétiser, et leur action biologiques
potentielles.
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Les positions bis-allyliques a deutérer pour ces deux AGPI ont été choisies dans le but de les
protéger d’une oxydation radicalaire, et donc, d’éviter la formation de dérivés déléteres, mais de
telle sorte qu’elles n’inhibent pas, ou le moins possible, leur potentielle oxydation enzymatique, a

I'origine de dérivés cytoprotecteurs, de type NPD1.

L'impact de l'incorporation des deutériums sur la toxicité du DHA et du lipophénol qui
I'incorpore, ainsi que leur influence sur la peroxydation lipidique ont été évalué en culture

cellulaire d'épithélium pigmentaire rétinien.
La présentation de ces travaux de these comprend six parties :

Dans un premier temps, sont présentées des généralités sur |'origine et les conséquences
des stress oxydant et carbonylé ainsi que leurs implications dans les pathologies rétiniennes, afin
de replacer le contexte de ces travaux dans le cadre des dégénérescences maculaires (DMLA et

maladie de Stargardt).

Dans une deuxiéme partie, une présentation de l'intérét thérapeutique des lipophénols
couplés a des AGPI de type oméga-3 est évoquée, en ciblant la physiopathologie des maladies

rétiniennes, et notamment les activités anti-stress oxydant et carbonylé.

Dans un troisieme temps, nous nous focalisons sur la dualité de la partie lipidique(DHA) du
lipophénol lead, en abordant les différents métabolites délétéres et cytoprotecteurs possiblement
formés, via son oxydation radicalaire ou enzymatique. L'intérét de l'incorporation des deutériums
en positions bis-allyliques est alors présenté au travers des travaux précédemment rapportés dans
la littérature. Enfin, la stratégie de préparation des deux DHA deutérés est alors détaillée, en

fonction des effets attendus.

La quatrieme partie porte sur les synthéses multi-étapes et convergentes, réalisées durant

cette these, des deux DHA deutérés et des deux lipophénols correspondants.

Dans la cinquieme partie, sont exposés nos résultats concernant I'évaluation de I'impact de
I'incorporation des deutériums dans les composés synthétisés (AGPI et lipophénols deutérés), sur
la toxicité, la peroxydation lipidique et I'activité anti-stress carbonylé, sur une lignée cellulaire
humaine d'épithélium pigmentaire rétinien, ARPE-19 (pour, en anglais : "adult retinal pigment

epithelial cell line-19").
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Enfin, la sixieme partie, présente notre étude de l'influence des deutériums en positions
bis-allyliques dans les DHA deutérés synthétisés, sur l'oxydation enzymatique et radicalaire,
puisqu’ils peuvent conduire, respectivement, a des dérivés neuroprotecteurs ou, au contraire,

cytotoxiques.
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carbonylé dans les maladies rétiniennes
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Partie | - Chapitre [. Le stress oxydant et le stress carbonylé
Chapitre . Le stress oxydant et le stress carbonylé

I. Le stress oxydant

[.1. La balance oxydo-réductrice (= rédox)

La production de radicaux libres est présente en permanence dans les systemes
biologiques® via I'activité métabolique cellulaire. La formation de ces espéces réactives est
inévitable et dans certains cas indispensable pour le bon fonctionnement des cellules, au travers
des voies de signalisation et de régulation.® Produits en trop grandes quantités, ces radicaux libres
présentent une toxicité en réagissant avec des substrats biologiques tels que I'ADN, les lipides et
les protéines. Ils entrainent des dégats cellulaires irréversibles, et sont a I'origine de nombreuses
pathologies chroniques chez I'homme. Cependant, leur surproduction peut étre limitée grace a
des espéces dites "antioxydantes" (réductrices), capables de piéger ces espéces radicalaires
directement (vitamine C, E ou polyphénols...) ou indirectement (par le biais d'activation des
défenses enzymatiques). A faibles doses, selon le principe de I'hormeése,? ces radicaux libres
déclenchent une réponse biologique, correspondant a l'activation de I'élément de réponse
antioxydant (ARE, antioxidant responsive element en anglais).!* Un équilibre de la balance pro-
oxydante est alors observé, correspondant a une homéostasie "rédox". Malheureusement, cet
équilibre peut étre rompu par une surproduction d'espéces radicalaires ou un dysfonctionnement
des défenses antioxydantes (Figure 1), et conduire a un état de "stress oxydant" dont |I'importance

dans de nombreuses pathologies est maintenant largement démontrée.

Alimentation Défense enzymatique
- witamines C ot E, carotdnoides. glutathion peraxydase, catafase,
Espéces Oxygenees pohTRENGS. wperoxyde demulise

Réactives (EOR)

e®
»
Lésions
proténes, kpides,
ADN apoplose

X

4 maladies maladies
vieillissament ¢ ires

uv

Figure 1: le stress oxydant : une conséquence du déséquilibre de la balance oxydante.
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Les principales espéces radicalaires provoquant ce déséquilibre sont les especes oxygénées
réactives (EOR, reactive oxygen species = ROS, en anglais), espéces beaucoup plus toxiques que
I'oxygéne dont elles proviennent. Ces EOR sont a prendre en compte dans le paradoxe de
I'oxygene (énoncé en biologie par Louis Pasteur), un élément indispensable a la vie mais qui peut
engendrer une toxicité. Dans les années 50, Gerschman et al.!2 mettent en évidence une toxicité
de l'oxygeéne par formation de radicaux libres. Peu aprés, Harman?'® évoque pour la premiére fois
I’'hypothese selon laquelle les radicaux libres, provenant de l'oxygéne lors de la respiration
cellulaire, seraient responsables de dommages moléculaires et cellulaires dont |'accumulation
serait synonyme du vieillissement. Leur formation peut étre accentuée sous l'effet de différents
facteurs tels que la pollution, les rayons UV (ultra-violets), I'usage du tabac et la consommation

d'alcool.

[.2. Les especes pro-oxydantes et antioxydantes

[.2.1. Les especes pro-oxydantes (EOR, les espéces oxygénées réactives)

Ce sont principalement les espéces oxygénées réactives (EOR). Elles proviennent de
I'oxygene et peuvent étre des espéces radicalaires ou non radicalaires, chargées ou neutres. Les
radicaux libres sont des entités chimiques comportant un ou plusieurs électrons non appariés** sur
leur couche électronique externe. Dans le cas des EOR radicalaires, |'électron célibataire est situé
sur un atome d'oxygene, d'ou la dénomination de radicaux libres "centrés" sur I'oxygene. Ces EOR
représentent la majorité des radicaux libres générés dans un organisme aérobie, du fait de
I'importance de I'oxygéne dans le métabolisme énergétique. La présence d'électrons célibataires
confere a ces molécules une grande réactivité et donc la possibilité de réagir rapidement avec des
substrats environnants. Parmi les EOR, on trouve l'oxygéne a l'état singulet (*0:*), l'ozone
(O3)mais également le (radical) anion superoxyde (0;*), le radical hydroperoxyle (HO;®), le
peroxyde d'hydrogéne (H202) et le radical hydroxyle (OH®).!> Les EOR englobent également les
radicaux alkylperoxyles (RO*), les alkylhydroperoxydes (RO;H), les radicaux alkoxyles (RO°), le
radical monoxyde d'azote (NO°®) et le peroxynitrite (ONOQO), ces deux derniers étant considérés

comme des espéces réactives de |'azote (ERA, reactive nitrogen species = RNS, en anglais).

Plusieurs sources de production d'EOR existent, elles peuvent étre exogenes (éléments
déclencheurs : tabac, pollution, rayonnement ultra-violet, gamma,...), ou endogenes (produites
naturellement au sein de I'organisme).Dans les cellules, environ 90% des EOR sont formées par les

mitochondries, représentant ainsi la source principale de production.'® Cette affirmation,
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cependant, fait débat puisque la capacité de production de ces especes par le réticulum
endoplasmique et les peroxysomes est plus importante (dans les cellules hépatiques notamment),

mais encore, les mitochondries sont capables de dégrader rapidement les EOR.Y”

1.2.1.1. Les différents formes réactives de la molécule d'oxygene : état triplet,

singulet et radical superoxyde

La molécule d'oxygene peut étre présente sous plusieurs formes, stables ou instables,
pouvant modifier sa réactivité vis a vis des substrats biologiques environnants. Les configurations
électroniques des différentes formes de I'oxygene sont présentées dans la Figure 2. En fonction de
I'orientation des spins et de la présence d'orbitales moléculaires vacantes, il est possible de

déduire leur ordre de réactivité.

P S U
o 4 4 4
o 2p —H— <H_

0O, 102* 102* 0O,
Etat fondamental Etat singulet Etat singulet Radical
(triplet) superoxyde
| | |
| ; —>
0 94 157 Energie (kJ/mol)

3Xg < Ag < 1¥g*
Réactivité

Figure 2 : Configuration électronique de la couche externe des molécules d'oxygene et du
radical superoxyde.

12.1.1.1. L'oxygeéne singulet

L'oxygéne singulet peut étre présent sous deux formes, 'AgO, et 'Xg*0,, plus hautes en
énergie que la molécule O; a I'état fondamental (triplet), la plus instable étant la forme Xg*O;
(Figure 2). L'oxygene singulet est un oxydant présentant une forte réactivité et donc une toxicité

importante. Il peut étre obtenu dans un systéme biologique'* via :

e une réaction photochimique (irradiation) pouvant faire intervenir un photosensibilisateur,
e e systeme myeloperoxydase/H,02/chlorure présent au sein des cellules phagocytaires lors

de leur activité antibactérienne et antifongique, selon la réaction suivante (Schéma 6) :
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- + Oxydation par
Cr + HO, + H la myeloperoxydase HOCI + Hy0

Formationde _ 1~ « _ +
HOCI + Hy0, l'oxygéne singulet 0" + CI' + HO + H

Schéma 6 : Obtention de |'oxygene singulet au sein des cellules phagocytaires.

Apres avoir capté un électron, I'oxygene se transforme en radical superoxyde.

12.1.1.2. Le radicale superoxyde 02*

Malgré son nom, le caractere radicalaire de I'anion superoxyde est moins prononcé que
celui de O; lui-méme, car il posséde seulement un électron non apparié'* (contre deux pour O,)
(Figure 2). Différentes voies métaboliques sont a I'origine de la production endogéne du radical
superoxyde 0O.*. Les deux plus grandes sources de production (respiration mitochondriale et
action des NADPH (Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduite) oxydases) sont
détaillées ici, mais d'autres exemples d'enzymes intervenant dans sa formation seront également
évoqués.

Le radical superoxyde peut étre formé de maniére intracellulaire au cours de la chaine
respiratoire mitochondriale, indispensable pour la production d'énergie des organismes aérobies.
Avant de donner plus de détails sur sa formation, il est nécessaire d'évoquer brievement
I'intervention d’O, au niveau du fonctionnement mitochondrial. Au niveau des membranes
internes des mitochondries, la réduction en H,O de chaque molécule O, permet de capter quatre
électrons venant du glucose, oxydé totalement en CO; et H,0 (phosphorylations oxydatives), tant

gue l'oxygene est présent (Schéma 7) :
O, + 4e° + 4H" —— 4H,0
Schéma 7 : Réduction de I'oxygéne en eau.
Cette réduction, indispensable pour le bon fonctionnement de la chaine respiratoire,
correspondant a une chaine de transport d'électrons (Figure 3). Elle s'effectue grace aux

cytochromes c oxydases'® du complexe IV. Ainsi, O, correspond a une sorte de "puits" a électrons

puisqu’il intervient en bout de chaine.
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Espace mitochondrial interne Cytoplasme

Membrane
mitochondriale
interne

Pi

NADH Matrice

Figure 3 :Production du radical superoxyde O,* au cours de la chaine respiratoire
mitochondriale.'8

Une certaine proportion du flux d'électrons, associée a cette chaine respiratoire, peut s'en
"échapper" et étre captée par une molécule O, en dehors de toute réaction de phosphorylation
oxydative (sorte de "fuite" électronique). Ainsi, le radical superoxyde est-il la premiére espéce

formée durant la réduction d’'une molécule O; (Schéma 8).

0, + te 05

Schéma 8 : Réduction mono-électronique de I'oxygéne en radical superoxyde.

Sa production s'effectue essentiellement au niveau des complexes | (dans la matrice) et IlI
(dans la matrice et l'espace intra-mitochondrial) (Figure 3). Il est estimé qu'l a 2 % de la

consommation d'oxygéne aboutit a la formation mitochondriale de 05°.*°

Une autre voie métabolique importante dans la formation du radical superoxyde fait
intervenir les NADPH oxydases (NOX) et les duals oxydases (DUOX).2° Selon leur nature et leur
spécificité, ces protéines ont différents roles biologiques importants au sein des cellules. Ce sont
des enzymes transmembranaires qui catalysent I'oxydation du NADPH (substrat intracellulaire) par

0., dong, la réduction de ce dernier, a I'origine des EOR (Schéma 9).
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NADPH + 20, NADP* + 20, + H*

Schéma 9 : Réduction de |'oxygéne a partir du NADPH.

Les électrons intervenant dans cette réduction sont tout d'abord transférés du NADPH au
cofacteur FAD (flavine adénine dinucléotide) du domaine cytosolique des enzymes (Figure 4). Ces
électrons sont ensuite transférés a des hémes (autres cofacteurs) responsables de la réduction
finale de I'oxygene en radical superoxyde, au niveau du cytosol ou de la matrice extracellulaire.
Selon le type cellulaire, O,*peut étre libéré de maniére préférentielle vers I'extérieur (cellules

phagocytaires) ou vers l'intérieur (cellules non phagocytaires) des cellules.

Roxt"™" [ buoxi
NOX1 Separate m o
NOX3 peroxidase
NOX4 (such as MPO) . R
Peroxidase
Rox domain e H,0,

H;0;

Haem —
domain

Flavin £
domain |§

Calcium-
binding domain

Figure 4 : Production du radical superoxyde par les NOX et DUOX.2°

Ces enzymes présentent ainsi une spécificité concernant la production d'EOR. Cela montre
I'importance de la formation de ces espéces au niveau de la signalisation et de I'homéostasie

cellulaire.

Enfin, chez les mammiféres, la production du radical superoxyde peut s'effectuer par

d'autres oxydoréductases :

e Les enzymes cytochromes P450 : via notamment la métabolisation de composés exogenes
toxiques (xénobiotiques). Ces enzymes sont situées au niveau du réticulum endoplasmique
des cellules principalement hépatiques.?!

e La xanthine oxydase (XO) : cette enzyme intervient lors de la métabolisation de
I'hypoxanthine (purine pouvant étre formée lors de la dégradation de I'ADN ou I'ARN) en

acide urique (Schéma 10). Elle est située principalement dans le foie.??
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Schéma 10 : Production du radical superoxyde par la xanthine oxydase.

e les PGH synthase?® (deux activités associées : cyclo-oxygénase (COX) et
hydroperoxygénase) et lipoxygénase (LOX) :?* interviennent dans I'oxydation des acides

gras polyinsaturés.

Il est important de noter que parmi les EOR, le radical superoxyde posséde une réactivité
moins importante vis a vis des substrats bio-organiques. Il présente une toxicité indirecte, de par
sa capacité a produire d'autres radicaux beaucoup plus réactifs comme le radical hydroperoxyle

HO,* (forme protonée de 0,*), qui réagit notamment avec les acides gras polyinsaturés®.

.2.1.2. Le peroxyde d'hydrogene H20: et le radical hydroxyle OH*

Le radical hydroxyle (OH®) peut étre généré lors de la décomposition de I'acide
peroxynitrigue (ONOOH) (paragraphe 2.1.4.), ou a partir du peroxyde d'hydrogéene (H;0,).Ce
dernier provient de la dismutation de 0%, sous sa forme perhydroxyle (HO,*), favorisée donc en
milieu acide, pouvant étre soit catalysée par les superoxydes dismutases (SOD) (Schéma 11,

réaction a), soit non catalysée. (Schéma 11, réaction b).

(a) Dismutation catalysée

205 + o+ 590

HO0, + O,

(b) Dismutation non catalysée

2 HO;

H,O, + O,

Schéma 11 : Deux voies de formation du peroxyde d'hydrogene.
La formation du radical hydroxyle OH* s'effectue ensuite selon la réaction d'Haber-Weiss,?®
faisant intervenir H,0,, 0;* et un métal de transition présent dans un état d'oxydoréduction lui

permettant d'intervenir en tant que réducteur, comme le fer par exemple (Schéma 12). Cette
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réaction bilan peut étre décomposée en deux sous réactions, dont I'une correspond a la réaction
de Fenton.?” Dans ce cas, la présence du fer est indispensable a la formation du radical OH®,

puisque la réaction entre H>0; et 0,* n'est pas thermodynamiquement favorisée.?®

0, + Fe¥* O, + Fe*

H,0, + Fe?* OH®" + OH + Fe® (Reaction de Fenton)

Fed3*/Fe?*

H0, + Oy OH® + OH + O,

Schéma 12 : Formation du radical hydroxyle par la réaction d'Haber-Weiss.

La formation de OH® en milieu biologique est expliquée principalement par ce mécanisme.
Cette formation peut aussi avoir lieu en présence de cuivre (Schéma 13), correspondant a une

variation de la réaction de Fenton :
H,0, + Cu®* —— OH" + OH + Cu®*

Schéma 13 : Formation du radical hydroxyle en présence de Cu*.

Cette réaction est assez rare puisque les ions Cu* sont difficilement libérés au sein des

cellules et du plasma ; en effet ils vont étre chélatés par un grand nombre de protéines.'*

Le radical OH*® est I'espéce oxygénée la plus réactive, avec une demi-vie de l'ordre du
milliardieme de seconde, d'ou sa non-spécificité vis a vis des cibles biologiques. Ainsi, dés et sur le
lieu méme de sa formation, il réagit avec n'importe quel substrat, tels que les protéines, acides

nucléiques, lipides et les glucides, a I'origine de dommages cellulaires irréversibles.

.2.1.3. Les hydroperoxydes RO2H, les radicaux peroxyles RO2* et alkoxyles RO*

Les alkylhydroperoxydes (RO;H) et les radicaux alkylperoxyles (ROz®) et alkoxyles (RO®)
sont des EOR secondaires. lls peuvent étre formés a partir de radicaux alkyles (centrés sur le
carbone, R°®) provenant de substrats biologiques préalablement oxydés par OH*®* (Schéma 14,

réaction a). Le radical alkylperoxyle ROz’est formé en premier, par addition de I'oxygéne sur R®
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(Schéma 14, réaction b). S'en suit une étape de propagation aboutissant a la formation de RO;H
(Schéma 14, réaction c), qui est finalement transformé en radical RO® selon une réaction similaire

a la réaction de Fenton (Schéma 14, réaction d).

OH" + RH ——— H,0 + R° (a)
R® + 0, — RO, (b)
RO + RH —— RO,H + R (c)

RO,H + Fe?* — — » RO" + OH + Fe3* (d)

Schéma 14 : Formation des alkylhydroperoxydesRO,H, radicaux alkylperoxyles RO2* et
alkoxyles RO".

Ces radicaux sont impliqués dans la peroxydation lipidique, mécanisme mis en évidence
dans de nombreuses pathologies. Les conséquences de ces derniers seront évoquées au

paragraphe I1.2.2. de ce chapitre.
[.2.1.4. Le radical monoxyde d'azote NO*

Le radical monoxyde d'azote (NO*®) est obtenu par oxydation de la L-arginine en L-citrulline
catalysée par I'enzyme oxyde nitrique synthase (NOS) en utilisant I'NADPH en tant que co-substrat

(Schéma 15).

---------------------------

NH,"* 0 E 0 0 0
I vos |1 |
H,N” N O HNT N O = HN" N o+ NO
H NH3+ 02’ NADPH i NH3+ i NH3+
L-arginine :l N-hydroxy-arginine ,i L-citruline

Schéma 15 : Formation radical monoxyde d'azote NO°.

Il existe trois isoformes de NOS :2° Les NOS neuronales (nNOS), situées au niveau du
systeme nerveux central et périphérique ; Les NOS inductibles (iNOS), d'abord mises en évidence
dans les macrophages, et sont en fait présentes dans tous les types cellulaires ; les NOS
endothéliales (eNOS), présentes au niveau de |'endothélium vasculaire, notamment, ou elles
régulent la pression artérielle (NO*® est un vasorelaxant par action directe sur les cellules

musculaires lisses des vaisseaux).
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Le NO* produit par les NOS, au sein de ces différents types cellulaires, intervient donc dans
plusieurs mécanismes importants de régulation comme par exemple la neurotransmission, la
régulation du tonus vasculaire ou de la transcription de géne, ou encore, la translation d'ARNm. I
peut présenter une toxicité aboutissant a l'altération de certains tissus, soit directement, soit
apres réaction avec le radical superoxyde et formation de peroxynitrite (ONOO") (Schéma 16,

réaction a).

NO® + O, ONOQO- (a)
ONOO™ + H* ONOOH (b)
ONOOH NO; + OH°® (c)

Schéma 16 : Formation du radical dioxyde d'azote NO>* et hydroxyle OH®.

Le peroxynitrite (ONOQ") est tres réactif et méme doublement toxique :

e son électrophilie le rend capable de nitrosyler des amines, des sulfures ou des carbones
nucléophiles d'amino-acides, de peptides ou de protéines, ou encore de nucléotides ou
des acides nucléiques ;

e son pouvoir oxydant, vis a vis des lipides principalement, est décuplé en milieu acide
puisqu'il conduit I'acide peroxynitrique (ONOOH) (Schéma 16, réaction b). Ce composé
instable se décompose facilement en radical dioxyde d'azote (NO*) et OH* (Schéma 16,

réaction c).

Les différentes fonctions biologiques de certaines EOR montrent l'importance de leur
présence au sein de |'organisme, mettant en évidence leur réle complexe, en fonction de leur
proportion. En effet, elles peuvent avoir un role délétére de par leur importante réactivité, mais
elles sont également indispensables a la régulation et a I'homéostasie cellulaire. Ainsi la balance
oxydo-réductrice est équilibrée grace a ces EOR lorsqu'elles sont formées en faible concentration,
et sont alors capables d'activer les défenses cellulaires nécessaires a leur détoxification.
Cependant leur production importante et incontrolée entraine un déséquilibre, aboutissant au
stress oxydant. Plusieurs mécanismes ont été mis en place au sein de l'organisme afin de contrer

leur surproduction : on parle de défenses antioxydantes.
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Plusieurs méthodes de détection et de quantification des EOR existent in vitro et in vivo,
permettant de mettre en évidence les EOR de maniére générale (exemple: test au DPPH (2,2-

diphényl-1-picrylhydrazyle)) ou d'un radical spécifique comme l'ion superoxyde par exemple.3°
.2.2. Les défenses antioxydantes : généralités

Les défenses antioxydantes ont un role primordial dans la balance rédox. En effet, elles
réagissent contre les espéces pro-oxydantes (comme les EOR) soit de maniére directe ou de
maniére indirecte. Les antioxydants sont définis comme étant "des substances qui, présentes a
faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent
significativement I'oxydation de ce substrat".3! L'importance relative des différents antioxydants

dépend du type d'EOR formées, leur origine et du type de lésion engendrée.3?
Les antioxydants peuvent étre de plusieurs natures :

e Les protéines (enzymatiques ou non enzymatiques) : elles correspondent aux antioxydants
endogenes. Quelques exemples sont présentés dans le Tableau 1. Parmi elles, deux types
d'enzymes antioxydantes permettent de transformer H;O; en H,O au sein d'une cellule :
les catalases (Schéma 17, réaction a), et les glutathion peroxydases (Schéma 17, réaction

b, ou le glutathion (GSH = le co-substrat) est le réducteur et donc s'oxyde en G-S-S-G).
2H202 > 2H20 + 02 (a)
2GSH + H,0p ——— G-S-S-G + 2H,0 (b)

Schéma 17 : Transformation du peroxyde d'hydrogéne en eau :
action de type (a) catalase et (b) glutathion peroxydase.

e Les molécules de faible poids moléculaire, pouvant étre endogénes (glutathion,
ubiquinones, bilirubine, acide urique), ou apportées par l'alimentation (Vitamines E et C,
caroténoides, polyphénols). Ces "petites molécules" peuvent agir de facon directe, en
piégeant les EOR, ou de facon indirecte, soit en tant que cofacteur des systémes
enzymatiques antioxydants, comme le glutathion, soit en activant les voies enzymatiques

antioxydantes.
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COOH

Gly Gly G‘Iy
Cys— SH CVS—S—S—Cy‘s
Glu Glu Glu
glutathion réduit glutathion oxydé bilirubine

MeQO
O
Oy
3o
H

mélatonine

vitamine E
a-tocophérol
9 h
H0¢\ﬁfo
HO  oH
vitamine C
caroténoide
B-caroténe
OH
(0]
H 0 MeO
HN -H” N
0 HN N B H
A | N/E H P | »-o0 MeO X
0” N 07 >N~ N
H H H H OH 10
acide urique forme urate

coenzyme Q10

Figure 5 : Structures de quelques antioxydants de bas poids moléculaire.
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Défenses antioxydantes présentes dans |'organisme

Systemes protéiques

Systémes enzymatiques

Métalloenzyme, découverte en 1968 par McCord et Fridovich,3? antioxydant majeur permettant la dismutation de0,*
Superoxyde dismutase (catalyse sa transformation en H2O; : cf. paragraphe 2.1.2.).
(SOD) Chez les mammiféres, il en existe 3 isoformes définies selon leur localisation :3* la Cu/Zn-SOD cytoplasmique (SOD1), la

Mn-SOD mitochondriale (SOD2), et la Cu/Zn-SOD extracellulaire (SOD3).

Egalement appelée hydroperoxydase, cette enzyme est située essentiellement dans les peroxysomes. Elle permet de
Catalase (CAT) transformer H,0; en H,0 et O,. Trois classes de protéines, différentes au niveau de leur séquence et de leur structure,
présentent une activité de type catalase.?
Sélénoenzyme de type peroxydase (réduit non seulement H,0, mais aussi les peroxydes lipidiques), découverte par
Mills en 1957dans les érythrocytes®® puis dans les tissus d'animaux,3’ catalyse la réaction de réduction au dépend de
son substrat spécifique, le glutathion réduit (cofacteur) transformé en glutathion oxydé. Il existe également la
glutathion réductase (GR) permettant de régénérer le glutathion réduit a partir du glutathion oxydé. Les glutathion
oxydoréducases existent sous 5 isoformes.

Glutathion peroxydases
(GPx)

Dans le milieu intracellulaire, ce systeme permet de maintenir les protéines sous forme réduite grace a l'intervention
Systeme thiorédoxine de la thiorédoxine. Cette derniere sera régénérée par le NADPH sous I'action de la thiorédoxine réductase (TrxR) qui
est une sélénoprotéine. La TrxR permet également la régénération de la déhydroascorbate en ascorbate.38

Systemes non enzymatiques

Albumine Présente dans le plasma, piége les cations Cu* permettant de limiter leurs potentiels dégats oxydants.3!

A travers son activité feroxydase en oxydant le Fe?* en Fe3* en réduisant simultanément Oz en H,0. Aucune espéce

Céruloplasmine T D . . PR . . .
P radicalaire réactive n'est libérée pendant cette réaction, car conservée en intégralité dans le site actif de la protéine.

Systéme non protéique (molécules de faible poids moléculaire)

Sources endogéne

C'est un tripeptide (Glu-Cys-Gly), présent sous forme essentiellement réduite (fonction thiol -SH) dans le milieu
intracellulaire (GSH). Il est capable de réagir in vitro avec les radiaux OH®, RO* et RO;*, mais également avec le
peroxynitrite ONOO". Il participe a I'activité enzymatique des glutathion oxydoréducases en tant que cofacteur. Il est
transformé en sa forme oxydé (GSSG) lors de son action antioxydante.

Elles font partie, des antioxydants liposolubles limitant la peroxydation lipidique, mais également I'oxydation des
protéines et de I'ADN.3°

Glutathion

Coenzymes Q (ubiquinol)
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Systeme non protéique (molécules de faible poids moléculaire)

Sources endogene

Bilirubine

Acide Urique

La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de I'héme. Elle est capable de piéger les radicaux RO;’et
I’'oxygéne singulet. Lorsqu'elle est liée a I'albumine? elle réagit avec les radicaux 02°, HO,® et OH".

Il est a pH physiologique majoritairement ionisé sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux (OH°®, RO:",
NOO"...). Les espéeces radicalaires ainsi formées seront a leur tour réduites par la vitamine C notamment.

Sources exogenes (pouvant étre apportées par |'alimentation)

Vitamine E (tocophérol)

Vitamine C
(acide ascorbique)

Caroténoides

Les oligoéléments

Mélatonine

Polyphénols
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Grace a son caractere lipophile, elle réagit efficacement avec le radical RO;* et limite la peroxydation lipidique au sein
des membranes cellulaires. Elle piege de maniere efficace les radicaux libres et est utilisée en tant que conservateur
(E306 et E309) pour éviter le rancissement des aliments. Elle existe sous 8 formes naturelles : 4 tocophérols (a, B, y, 8)
et 4 tocotriénols (a, B, y, 6). L'a et le y-tocophérols sont les plus intéressants d'un point de vue biologique. L'a-
tocophérol est la forme la plus active chez I'hnomme (potentiel de rétention dans I'organisme plus élevé).

Certains animaux sont capables de la synthétiser mais ce n'est pas le cas de I'Homme. Elle piege les radicaux 0,*, HO;
et OH®. Elle limite aussi la peroxydation lipidique indirectement via la régénération de la vitamine E a partir de sa forme
oxydée radicalaire. Elle participe également a la régénération du glutathion réduit.

Plus de 600 composés ont été isolés dans les sources naturelles. Certains présentent un potentiel antioxydant plus
élevé comme par exemple le B-caroténe (provitamine A), la lutéine et zéaxanthine (deux caroténoides xanthophylles).
L'oxygene singulet peut étre piégé par ces composés. lls font aussi partie des antioxydants liposolubles limitant la
peroxydation lipidique.

Le sélénium, le cuivre (bien qu'il intervienne dans la réaction de Fenton) ou le zinc servent de cofacteur pour les
enzymes antioxydantes (SOD, GPx).

Elle permet une protection des mitochondries, pouvant limiter la progression et le développement de certaines
pathologies neurodégénératives.*! Synthétisée dans la rétine, elle est capable de limiter les dommages provenant d'un
stress oxydant au sein de certaines cellules rétiniennes.®

Le role antioxydant des polyphénols est décrit dans le paragraphe3.

Tableau 1l : Les principaux systéemes antioxydants.
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Enfin, la Figure 6 permet de résumer les différentes especes pro et antioxydantes au

sein d'une cellule, évoquées lors de ce chapitre.

#F sources of ROI
() Breakdown of ROI

@ Targets of ROI

frosas

i

i§
. B

B

Wate

Hy0

OONO"=(#'NO

/ qm / \RSHU

OONOH NO3

*NOz + OH" NO3

Figure 6 :Les espéces pro et antioxyd

antes au sein d'une cellule.?®

Dans le cadre de ces travaux de these, nous nous sommes intéressés plus

particulierement aux polyphénols, composés

engendrer différents impacts positifs sur la sant
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de choix pour limiter le stress oxydant, et
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[.3. Les défenses antioxydantes de type polyphénolique

[.3.1. Définition du terme "polyphénol” et classification

Plusieurs définitions existent pour le terme "polyphénol". Au sens chimique du
terme, les polyphénols correspondent aux composés présentant plusieurs fonctions
hydroxyles sur des noyaux aromatiques. Quelques exemples de composés sont illustrés dans

la Figure 7, présentant pour la plupart au moins deux fonctions phénoliques.

OH OH OH
ij"” @
OH
OH

catéchol résorcinol hydroquinone
oH oH
OH ﬁ i OH
HOQ/\/ HO OH OH
OH
hydroxytyrosol phloroglucinol pyrogallol

Figure 7 : Composés polyphénoliques simples.

Le terme de "polyphénol" est cependant réservé aux composés issus du métabolisme
secondaire des plantes. Pourtant, le simple fait de posséder plusieurs fonctions phénoliques
dans sa structure chimique ne fait pas d'une molécule un polyphénol. La morphine ou la
papavérine par exemple (Figure 8), bien que pourvues de fonctions phénoliques, mais

renfermant des azotes, appartiennent a la famille des alcaloides.
MeO ! N
MeO N

l OMe

OMe

morphine papavérine

Figure 8 : Exemples de composés n'appartenant pas a la famille des polyphénols mais a celle
des alcaloides.

Une classification basée sur la biogénese des polyphénols au sein des plantes permet
de les classer en différentes familles, en fonction des voies métaboliques (aromageneése)
dont elles proviennent. Plus spécifiquement, les polyphénols (issus des plantes)sont issus de

deux voies métaboliques principales (Schéma 18) :4?
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e la voie des polyacétates (voie de I'acide acétique) (Schéma 18, fleches rouges) :
formant, entre autre, les acides orselliniques, les isocoumarines et les phlorotanins
(oligomeres du phloroglucinol).

e la voie shikimate (provenant de I'acide shikimique) (Schéma 18, fleches bleues) :
conduisant, entre autre, aux acides cinnamiques et caféiques, aux coumarines, aux
lignanes et aux acides phénoliques simples ;

e Une voie dite "mixte" existe également, correspondant a la combinaison des voies
polyacétate et shikimate (Schéma 18, fleches violettes) et constitue la voie la plus
productive en terme de polyphénols.*? Elle permet la biosynthése des flavonoides et

des stilbénoides.

photosynthése
N

AN
glycolyse voie oxydante du
‘ e " pentose phosphate
ceraldehyde-3-phosphate
gly¢ 1y phosp N CHO
l H OH
hosphoénolj it o1 p
phosphoénolpyruvate CH,0-P.
= oH
l HO
erythrose-4-phosphate
o o
A L
pyruvate S glycéraldéhyde-3-phosphate

/

voie des polyacétates voie shikimate

o
M con

acétyl-CoA

[~acide 3-dehydroquinique

acide 3-dehydroshikimique

|

Q COMH

[9)

HO S/COA

malonyl-CoA
HO™ > NoH
OH

/ acide shikimique

" X
phenylpropanoides tannins hydrolysables

OH OH O
co phénylalanine e COM
l dérivés
HO OH

&

HO' simples <——
acide orsellinique isocoumarine acide cinnamique de l'acide HO OH

gallique ol
acide Gallique

l H
acide p-coumarique l
o . acides phénoliques simples "‘0"093"‘?”9‘“0"59

COH :
s OH v
pentagalloylglucose

S
- I-CoA )
Voie mixte % acide salicylique / \
\ OH

m A OH gallotannins ellagitannins
HO (oo}

phioroglucinol N
coumarine COH
flavonoides stilbénoides acide caféique
flavanones
flavones OH
anthocyanidines OH OH
favan-3-ols
flavonols  Ho. o. HO. oS
chalcones O ] O
OH
OH O OH
quercétine resvératrol

Schéma 18 : Biogénese des polyphénols au sein des végétaux.
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Dans la nature, les polyphénols sont présents sous formes de conjugués (esters, éther
glycosides ou polymérique), plus communément liés a des sucres (poly ou monosaccharides,
le terme d'aglycone est ainsi utilisé pour désigner les polyphénols sous cette forme), mais
peuvent étre également liés a des acides carboxyliques, des amines ou des lipides. Ces
liaisons sont présentes au niveau des groupements hydroxyles, ou moins communément

directement sur le cycle aromatique.*

Quideau et al.*®* donnent une définition plus restrictive pour le terme "polyphénol" :
ce dernier devrait étre utilisé pour les métabolites secondaires de plantes issus de la voie des
polyacétates, du shikimate ou de la voie dite "mixte"(polyacétates + shikimate), et
comportant au moins deux noyaux phénoliques et dépourvu de toutes fonctions azotées
dans leur structure." D'apres cette définition, certains dérivés phénoliques simples (Figure 7)
ne devraient pas étre considérés comme des "polyphénols". Le phloroglucinol, par exemple,
ne possédant qu'un seul cycle aromatique ne serait pas considéré comme polyphénolique. Il
peut cependant étre présent sous forme monomérique ou oligomérique pour conduire aux
phlorotanins, a partir de certaines algues brunes (par exemple Cystophora retroflexa) ** Il est
issu de la voie des polyacétates et sera considéré comme un "polyphénol" dans ce

manuscrit.

Les polyphénols sont ubiquitaires dans les plantes méme si leur distribution n'est pas
uniforme. lls possedent plusieurs fonctions physiologiques importantes dans ces derniéres,
au niveau structural notamment mais également au niveau de la croissance, du
développement, de la pigmentation et de la pollinisation. lls interviennent dans la résistance
de la plante face a des agents pathogenes et aux parasites comme les insectes. En outre, de
par leur structure chimique, ils présentent des fonctions de protection contre l'irradiation
solaire (protection de I'ADN contre les UV), en absorbant I'énergie associée grace a la

présence de leur chromophore (cycle phénolique).*3
[.3.2. Activité antioxydante des polyphénols

Leur action antioxydante est liée a la leur capacité a limiter des radicaux libres (EOR
et dérivés), elle peut étre menée de maniére directe (par piégeage) ou indirecte (par

activation de voie enzymatique).*?
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[.3.2.1. Action antioxydante directe des polyphénols

Les polyphénols peuvent arréter la chaine d'oxydation initiée par des radicaux libres
R*par un simple piégeage. Deux types de mécanismes de désactivation ont été proposés
(Tableau 2). Le premier correspond a un mécanisme de transfert d'atome d’hydrogene (HAT,
hydrogen-atom transfer), conditionné par I'enthalpie de dissociation de liaison (BDE, Bound
dissociation enthalpy), ou le dérivé polyphénolique ArOH devient a son tour un radical ArO°.
Ce dernier, stabilisé par mésomérie, est beaucoup moins réactif que le radical de départ. Le
second mécanisme est un transfert monoélectronique (SET, single electron transfer)
conditionné par le potentiel d'ionisation (IP) du polyphénol, ArOH devenant ArOH**. La
fréquence relative des deux mécanismes dépend du composé polyphénolique engagé dans

cette réaction de terminaison.

[ H-atom transfer ]

R* + AlOH ————— RH + ArO" BDE

Antioxydants intervenant par HAT ‘ Commentaires

catéchol (Figure 7)

pyrogallol (Figure 7) Les liaisons hydrogénes (intramoléculaires) formées
hydroxytyrosol (Figure 7) entres hydroxyles adjacents diminuent la BDE de la
. . _ s . 46

acide caféique (Schéma 18) liaison -OH phénolique.

acide gallique (Schéma 18)

Efficace contre la peroxydation lipidique (bloque la
propagation du radical LOO®).*’Peut intervenir lors d'un
effet synergique en étant régénéré par le polyphénol.

o-TO" + ArOH o-TOH + ArO°

o-tocophérol (Figure 5)

[Single-electron transfer ]

R® + AA OH ———= R~ + ArOH™ IP

Antioxydant intervenant par SET ‘ Commentaires

théaflavine (issue du thé noir)

Le radical formé ArOH** formé se déprotonne
rapidement pour donner un radical neutre stabilisé par
mésomérie.*3

Tableau 2 : Mécanismes possibles de désactivation des radicaux libres par les polyphénols.
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Les valeurs des BDE et IP intervenant dans ce mécanisme antioxydant sont obtenues
grace a des méthodes de calcul issues de la modélisation moléculaire. Les mécanismes HAT
ou SET antioxydant mis en évidence pour les polyphénols sont donc supposés. Le type de

mécanisme intervenant est tres dépendant de la polarité et du pH du milieu.

Cependant, deux actions, anti ou pro-oxydantes, peuvent étre décrites en présence
d'ion métallique. Par exemple, certains flavonoides possédent une activité antioxydante
pouvant étre expliquée en partie par leur capacité a chélater les ions métalliques Cu?* et
Fe*permettant ainsi leur désactivation et donc la limitation de la réaction de Fenton. En
revanche, il a été montré que les composés comportant un motif catéchol ou pyrogallol
peuvent devenir pro-oxydants via la réduction de certains ions métalliques, comme le
Cu®*ou le Fe3*.*3 Les cations Cu* et Fe?* ainsi formés vont conduire a la formation de OH® 3
partir H,O, (réaction de Fenton), causant des dommages cellulaires importants. De plus, les
composés polyphénoligues issus de cette oxydation (semiquinone et quinone), électrophiles,

peuvent s’avérer cytotoxiques.*®

[.3.2.2. Biodisponibilité et action potentielle des polyphénols au sein de

I'organisme apres ingestion

L'efficacité "antioxydante" des polyphénols differe selon leur absorption dans
I'organisme. Lorsque les polyphénols sont ingérés, leur action potentielle au sein de
I'organisme dépend de leur biodisponibilité. Au niveau du tractus gastro-intestinal les
polyphénols peuvent s'accumuler en forte concentration et protéger notamment les acides
gras polyinsaturés de |'oxydation avant absorption*® (Schéma 19). Néanmoins, la
concentration plasmatique en polyphénols atteinte aprés ingestion est en générale faible.
Ceci est dO a une résorption limitée au sein du systeme digestif, et a leur catabolisme
important. Leur biodisponibilité est donc assez restreinte. Il apparait donc peu probable que
les bénéfices d'une alimentation riche en polyphénols ne reposent que sur leur capacité a
piéger les radicaux libres R*.Il a également été suggéré que leurs effets bénéfiques au sein de
I'organisme serait liés a l'action de leurs métabolites, obtenus par transformation dans
I'intestin gréle ou dans les cellules hépatiques (dérivés glucuronides, sulfates,

sulfoglucuronides, éthers méthyliques)ou par la microflore colique.® Les conjugués obtenus
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passent dans la circulation générale via une interaction avec la sérum-albumine jouant le
role de transporteur au sein des tissus, dans lesquels ils seront finalement absorbés pour

exercer leurs activités antioxydantes (Schéma 19).

EOR Produits d'oxydation inertes
R OH R/C[O/H
polyphénols Activité anti-oxydante directe:
. . O\ Dans les plantes, la nourriture,
’ M™/-2H /M("'z)+ le tractus gastro-intestinal
Métabolisation R o
dans l'organisme Complexes métalliques
(ex: foie) inertes
r
l Transport grace au sérum albumine et libération dans les tissus
OH
/@: Anti-oxydant cellulaire spécifique ou activité anti-inflammatoire:
R OR' > < Inhibition d'enzyme, régulation d'expression de géne
R' = Me, GlcU, SO5” Activité anti-oxydante résiduelle des métabolites
Restauration possible par déconjugaison

Schéma 19 : Bioactivités potentielles des polyphénols de type catéchol non métabolisés
et métabolisés.>?

[.3.2.3. Action antioxydante indirecte des polyphénols

L'action indirecte des polyphénols peut étre liée a leur interaction et/ou activation

des enzymes intervenant dans la balance rédox.

Certains flavonoides peuvent, par exemple, désactiver des enzymes pro-oxydantes,
comme la xanthine oxydase ou la NADPH oxydase>? responsables de la production du radical

superoxyde 0,

Les polyphénols peuvent induire la formation de protéines cytoprotectrices
antioxydantes. Cette induction est régularisée au niveau transcriptionnelle par trois
composés cellulaires : I'élément de réponse antioxydante®3(ARE), le facteur de transcription
nucléaire Nrf2 (NF-E2-related factor 2 en anglais) et la protéine Keapl (Kelch-like ECH-
associated protein 1 en anglais). lls constituent la voie de régulation Keapl/Nrf2/ARE

activant les défenses antioxydantes de la cellule (Schéma 20).
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Schéma 20 : Exemples de protéines antioxydantes produites grace a |'activation de
la voie Keap1/Nrf2/ARE.>*

Le mécanisme d'activation de la voie Keapl/Nrf2/ARE par les dérivés
polyphénoliques repose sur leur oxydation (dans le cas d'un stress oxydant "limité") en
dérivés quinones (Schéma 21). En tant qu'accepteur de Michaél, les dérivés quinoniques
vont soit réagir avec les fonctions thiol de Keapl (Schéma 21, fleche verte), soit effectuer
une oxydation de ces fonctions aboutissant a la formation de ponts disulfures (Schéma 21,
fleche bleue). Ces deux transformations chimiques vont induire des modifications
conformationnelles de Keapl aboutissant a la libération du facteur de transcription Nrf2. Ce
dernier est ensuite transloqué au noyau et active I'élément de réponse électrophile,
anciennement antioxydant (ARE), et déclenche I'expression des genes codant pour la
panoplie d’enzymes antioxydantes qu'il contient (une centaine, environ), comme la NQO1
(NADPH Quinone Oxydoréductase), la glutathion S-transférase (GST) ou la thiorédoxine
réductase (TrxR) (Schéma 21). Ainsi le "nucleophilic tone" est-il maintenu, correspondant a
un niveau de protection des cellules/tissus/organes, et méme de I'organisme, contre des
électrophiles (radicaux libres, oxydants et aldéhydes réactifs) grace a la présence de
nucléophiles (glutathion, thiorédoxine,...) régénérés par la voie Keapl/Nrf2/ARE. Cette
action des polyphénols peut étre qualifiée de "para-hormése" correspondant a un processus
par lequel des composés électrophiles (dans ce cas, les quinones) non toxiques présents en
faibles proportions maintiennent un systeme adapté de défense. Cette réponse similaire au
principe de I'hormése (partie |, chapitre I, I.1.) ne nécessite pas d'activation ou d'initiation

par un stress.>3
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II. Le stress carbonylé

[1.1. Les stresseurs carbonylés

Les composés carbonylés (Figure 9) peuvent provenir de source endogene ou exogéne et
sont largement présents au sein d'un organisme. Ils peuvent avoir, comme pour les EOR, un role
délétere comme bénéfique, en respectant aussi ici le concept d'équilibre de la balance pro- et
anti-stress carbonylé (a I'état basal). En effet, ils peuvent étre indispensables en tant que
molécules de signalisation controlant les défenses cellulaires, comme pour le cas des globules
blancs phagocytaires qui les utilisent pour lutter contre des agents pathogénes.> A l'inverse, leurs
productions ou accumulations en proportions anormales peuvent entrainer le développement de
certaines pathologies (cancer, maladies cardiovasculaires et neurodégénératives comme la
maladie d'Alzheimer ou de Parkinson). lls réagissent avec des composés cellulaires nucléophiles, et
entrainent ainsi leur dénaturation et leur dysfonctionnement. Les origines des ECR détectées in
vivo sont diverses (Tableau 3, Figure 9) : elles peuvent s'accumuler dans I'organisme suite a une
alimentation ou a une exposition a des ECR exogénes (cigarette, produit chimique, fumée, ...).
Elles peuvent étre endogénes, formées de maniére non enzymatique (peroxydation lipidique,
glycation, glycoxydation, oxydation des acides aminés (AA) ou enzymatique (voie des polyols,
glycolyse)(Tableau 3),>> mais, sont parfois la conséquence d'un stress oxydant important comme

par exemple dans le cas de I'oxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI) (Tableau 3).

Sources enzymatiques Sources non enzymatiques
Sources Glycolyse Voie polyol Oxydation d'AA Glycation Pelrig?((;/ic(iqaut;on
acétaldéhyde |3-déoxyglucosone| glyoxal (GO) GO malondialdéhyde
méthylglyoxal MG MG (MDA)
(MG) acroléine glucosone 4-hydroxy-2-nonenal
glycolaldéhyde| 3.d¢oxyglucosone (HNE)
ECR acroléine 4-hydroxy-2-hexenal
(HHE)
MG
acroléine
crotonaldéhyde

Tableau 3 : les ECR présents in vivo.
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Figure 9 : les ECR présents in vivo.

La dénaturation (alkylation) des composés biologiques apres réaction avec les ECR, souvent
qualifiée de « glycation », méme si le stresseur carbonylé n’est pas un sucre, correspond au "stress

carbonylé".

[1.2. Relation entre stress oxydant et carbonylé

[1.2.1. Le stress carbonylé provenant du glucose

Le "stress carbonylé" correspond a I'attaque d’un nucléophile sur un composé électrophile
carbonylé, appelé "espéce carbonylée réactive" (ECR). La réaction de Maillard>® (Schéma 22) est
un bon exemple de réaction de "stress carbonylé" entre le glucose (ECR, dans sa forme ouverte,
linéaire) et une fonction amine nucléophile (d’'une protéine, par exemple). Connue depuis 1912,
mais élucidée seulement en 1953,>’ elle survient durant la cuisson, le brunissement des aliments a

température élevée (a partir de 100-115°C) en est la manifestation la plus visible. On le sait depuis
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moins longtemps, mais elle survient aussi, dans l'organisme, a la température du corps.”® La
premiere étape de cette réaction est la "condensation de Maillard", aboutissant a une imine par
déshydratation). Cette base de Schiff est en équilibre avec I’énamine (prototropie [1,3]). Du fait
gu’on est en série "sucrée", la présence d’un hydroxyle sur le carbone 2, fait que cette énamine
est aussi un enol, qui lui est en équilibre tres favorable avec la cétone (nouvelle prototropie [1,3]).
L’amino-cétone formée correspond au produit dit du "réarrangement d'Amadori". Il est beaucoup
plus stable que la base de Schiff et la liaison du sucre a la protéine est quasi définitive : c’est le
point de départ a ce qu’on appelle les "AGE", en anglais (pour "advanced glycation endproducts"),

ex. : la pentosidine.

Réarrangement d'Amadori

H OH
0 N _H _N__H H H
R RT S R, /K R, /K !
H=OH  Rr_NH H——OH H——OH N7\ ~OH N 0o | _—> AGE
2 '

HO— HO——H HO——H HO——H HO——H ! W\OIOH
H——OH H——OH ! H——OH H——OH H——OH L AN NH,
H——OH Condensaton ~ H—"OH  _H,0 H——OH H——OH H——OH PNy tosidi

CH,OH de Maillard CH,0H CH,OH CH,OH CH,OH N=( pentosidine

D-glucose imine énamine amino-cétone

= = = ; o]
base de Schiff énol produit d'Amadori | oy

Schéma 22 : Formation de I'amino-cétone a partir de I'adduit de Maillard.

Le glucose (Glc) est donc souvent impliqué dans des réactions de "glycation" (des protéines
enzymatiques ou de structure, des fibres de la matrice extra cellulaire, etc). Selon la théorie HSAB
(Hard and Soft Acides and Bases),”® c’est un électrophile « mou » (= soft), qui peut donc étre un
stresseur carbonylé efficace pour des fonctions nucléophiles de mollesse/dureté comparable
(amines, thiols, ...). Dans le cas des sucres "réducteurs", comme le glucose, le stress carbonylé est
souvent accompagné d’un stress oxydant. Le sucre, libre ou engagé dans des adduits de Maillard
(base de Schiff, produits d’Amadori), peut subir une réaction de "glycoxydation". Par exemple,
I’oxydation par I'oxygéne du produit d'Amadori (Schéma 23, voie a) fournit I'anion superoxyde 0;*
(EOR), tout en devenant une glucosone. Une glucosone peut également se former, sans
glycoxydation, par simples énolisations (Schéma 23, voie b). Ces glucosones, composés o-
dicarbonylés, électrophiles ("stresseurs carbonylés") beaucoup plus puissants que le sucre de

départ, vont favoriser la formation des AGE.
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Schéma 23 : Formation d'ECR, les glucosones a partir du produit d'Amadori.

Les stress oxydant et carbonylé sont donc liés. Ainsi I'augmentation de la production des

ECR est une conséquence du stress oxydant, et I'augmentation de la production des EOR peut

résulter du stress carbonylé. Un cercle vicieux est alors présent, dans lequel les stress oxydant et

carbonylé sont indissociables.

Finalement, ces réactions de glycation et glycoxydation conduisent a des dégats

irréversibles via la modification des fonctions des protéines entrainant leur dénaturation et

affectant l'intégrité cellulaire. Les dérivés protéiques ainsi obtenus sont des AGE.° Ils s'accumulent

et forment des produits de couplage par des réactions inter et intra-protéiques (Schéma 24), et

peuvent également étre responsables de la production d'EOR.%!
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Schéma 24 : Voies de formation in vivo des AGE (advanced glycation endproducts) provenant du
produit d'Amadori.

I1.2.2. Le stress carbonylé provenant de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est un mécanisme pouvant intervenir au sein des membranes des
cellules, a travers une oxydation des phospholipides. Une dénaturation des membranes
caractérisée par une perte de fluidité par exemple est possible suite 8 ce mécanisme.®? Il peut
également entrainer une perte d'intégrité cellulaire de par l'importante formation de dérivés
déléteres provenant de I'oxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI). Ces composés toxiques
formés correspondent a des ECR, pouvant réagir notamment sur les protéines et I'ADN. Ainsi, la
peroxydation lipidique peut étre associée a |'étiologie de certaines pathologies

neurodégénératives tels que la maladie d'Alzheimer®? ou de Parkinson.®*

A titre d'exemple, les AGPl oméga-3 (w3) et 6 (w6) (Figure 10) sont particulierement
sensibles a I'oxydation. lls sont constitués de longues chaines carbonées (de C18 a 22 atomes de
carbone) comportant des motifs pentadienyles (-CH=CH-CH,-CH=CH-). La position dite "bis-
allylique" correspond au -CH,- (cercles rouges, Figure 10). La sensibilité d'un AGPI a I'oxydation est
liée a son nombre de positions bis-allyliques oxydables. L'acide a-linolénique (ALA, C18:3), I'acide

docosahexaénoique (DHA, C22:6) et I'acide eicosapentaenoique (EPA, C20:5) appartiennent a la
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famille des AGPl oméga-3, tandis que |'acide linolénique (LA, C18 :2) et |'acide arachidonique (Ara,
C20:4) sont des AGPI oméga-6. lls sont oxydables au vue du nombre de positions bis-allyliques

qu'ils présentent (de 1 pour le LA a 5 pour le DHA).

Oméga 3 Omeéga 6
o COH = CO,H
ALA (C18:3, 3) LA (C18:2, 6)
CO,H

EPA (C20:5, »3) DHA (C22:6, 13) Ara (C20:4, ©6)

Figure 10 : AGPl oméga-3 : l'acide a-linoléique (ALA, C18:3), l'acide eicosapentaénoique (EPA,
C20:5) et l'acide docosahexaenoique (DHA, C22:6) ; et AGPlI oméga-6 : l'acide
linolénique (LA, C18 :2).

En effet, la premiére étape de la peroxydation des AGPI au sein des membranes
correspond a l'abstraction d'hydrogene en position bis-allylique par un radical R* (Schéma 25),
suivi de la formation d'un radical peroxyde en présence d'oxygene et d'une étape de propagation

formant une chaine de peroxydation lipidique.

H INITIATION
H = (ex: HO®)
R Z R ;. *
R RH
[ ]
| AN L, LoH

R' \ PROPAGATION R’

Espéces carbonylées réactives
HHE, HNE, MDA, etc

Schéma 25 : Les premiéres étapes de la peroxydation lipidique.”?

Le terme d'ALE (advanced lipoxidation endproducts) est utilisé pour caractériser une
variété d'adduits, générés lors de la formation d'ECR issus de la peroxydation lipidique et

réagissant sur les sites nucléophiles des macromolécules comme les protéines, I'ADN et les
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aminophospholipides (entrainant ainsi des modifications irréversibles).®® Les ALE les plus étudiés
sont formés a partir des ECR et des résidus nucléophiles des protéines (principalement les résidus
cystéine, lysine, histidine et arginine). Ces ECR provenant de la peroxydation lipidique peuvent

étre divisées en trois classes (Schéma 26) :

e |es aldéhydes a,B-insaturés : le 4-hydroxy-2-nonenal (HNE), le 4-hydroxy-2-hexenal (HHE),
le nonenal, I'acroléine (ACR) ;

e Les dialdéhydes : malondialdéhyde (MDA), glyoxal (GO) ;

e Les cétoaldéhydes : méthylglyoxal (MG), 4-oxo-nonenal (ONE) et les isocétals également
appelés isolévuglandines tels que la isoLGD; (provenant de la voie "isoprostane"

d'oxydation de I'acide arachidonique).

Lipidoxidation break-down products

k//\‘

short chain RCS oxidized truncated
& phospholipids
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Schéma 26 : Structure des ECR provenant de la peroxydation lipidique.®°

Le glyoxal et le méthylglyoxal ainsi formés par la peroxydation lipidique des AGPI vont
conduire a la formation d'ALE®® (Schéma 27), correspondant a des couplages protéine-protéine,

responsables de leur agrégation et leur dénaturation.
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Schéma 27 : Voies de formation in vivo des ALE a partir des ECR : GO et MG.

Il a été rapporté que la nature des ALE provenant des aldéhydes a,B-insaturés, comme par
exemple le HNE, dépendait du type de réaction mise en jeu (Schéma 28). En effet, I'amine du
résidu lysine réagit pour former une base de Schiff, tandis que d'autres nucléophiles réagissent
selon une addition 1,4 de Mickaél. Des modifications irréversibles des substrats biologiques sont

ainsi engendrées, entrainant leur dénaturation et expliquant la cytotoxicité décrite du HNE.®>

Nu
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H,0 I R,=OH
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‘ Y,
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Schéma 28 : Voies de formation in vivo des ALE a partir de l'aldéhyde a,B-insaturé : le HNE
provenant de la peroxydation lipidique des AGPI oméga-6.%°

Plusieurs mécanismes de formation du HNE® sont possibles a partir des AGPI oméga-6 et

sont transposables a I'oxydation des AGPI oméga-3 (Schéma 29).
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Schéma 29 : Mécanismes possible de formation du HNE 3 partir d'AGPI oxydés.®®

Les voies A, B et C du Schéma 29 correspondent aux étapes pouvant intervenir dans la
formation du dérivé HNE. La voie A est associée a un réarrangement de Hock en présence de
I'hydroperoxyde protoné, suivie d'une attaque par une molécule d'eau et d’un clivage de Hock. La
voie B fait intervenir un intermédiaire dioxétane provenant du radical peroxyde, et conduisant au
dérivé HNE apres clivage. Au niveau de la voie C, un dihydroperoxyde est transformé en radical
alkoxyles en présence de Fe?*, similairement a la réaction de Fenton, suivi d'une réaction de B-

scission.
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Ces différents mécanismes peuvent, par exemple, justifier la formation d'HNE et de

différentes ECR aprés peroxydation lipidique du LA (Schéma 30).
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Schéma 30 : Voies de formation des ECR aprés peroxydation lipidique du LA.%°

I1.2.3. Autres stresseurs carbonylés

Tout comme le glucose, certains aldéhydes endogénes peuvent s'accumuler anormalement
dans la cellule et sont alors considérés comme des stresseurs carbonylés, de par leur réactivité et
la toxicité qu'ils engendrent. C'est le cas du rétinal tout-trans (Figure 11), molécule essentielle du

cycle visuel et localisée dans les photorécepteurs.

N Ve YN

rétinal tout-trans

Figure 11 : Le rétinal tout-trans, ECR présente dans les cellules visuelles.
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L'accumulation anormale du rétinal tout-trans au sein des cellules visuelles va engendrer
une réaction de stress carbonylé (formation de bases de Schiff), et aboutir aprés oxydation a la
formation et l'accumulation de dérivés lipidiques cytotoxiques, ayant pour conséguence une
dégénérescence de I'épithélium pigmentaire rétinien.3® Ces produits issus du rétinal tout-trans
ayant été modifié par la combinaison des stress carbonylé et oxydant peuvent aussi étre qualifiés
d'AGE de la macula. Plus de détails seront donnés dans le chapitre Il suivant, consacré aux
mécanismes de toxicité impliqués dans les pathologies rétiniennes (dégénérescence maculaire liée

a I'age et maladie de Stargardt).

[1.2.4. Schéma général résumant les sources de formation et les conséquences des

ECR au niveau de l'organisme

Différentes sources d'ECR sont décrites, d'origine endogéne ou exogéne. La réponse de
I'organisme face a ces stresseurs carbonylés dépend de leur formation. En faible quantité, les
cellules pourront faire face a ces ECR en mettant en place des mécanismes de défenses (tels que
I'activation de la voie Keap1/Nrf2/ARE) entrainant leur détoxification. En revanche, lorsque les ECR
sont produites en quantité excessive, elles vont entrainer des modifications irréversibles de
substrats cellulaires (protéines, lipides, ADN) conduisant a l'altération de l'intégrité cellulaire
(dénaturation des membranes, apoptose, ...) et intervenir dans la physiopathologie de certaines
maladies (Figure 12).En effet, |'altération de protéines par des ECR conduit a une production
d'EOR et au déclanchement de processus inflammatoires. Le stress oxydant devient donc une

conséquence du stress carbonylé.

Industrial and pharmaceutical Enzymatic: Nonenzymatic:
chemistry, exhaust fumes, cigarette
smoke, food additives, and browned

food

Glycalysis Lipooxidation
Polyol pathway Glycation/glycoxidation

Oxidation of amino acids

Exogenous sources: H L Endogenous sources

T
Nonenzymatic modification of TOR / \
proteins, lipids, and amino and nucleic acids

- | [ SAPK/INK ] [ Keapl-Nrf2 ]
ROS T
Aging ¥ RCs [ AGEs/ALEs
/

pathological \—.L .
= / NEKB | RACE| [ AP1 [ EpRE/ARE J

TNF-a, TGF-f3, VEGF, ET-1, ‘

disorders

ROS/RCS generating
enzymes, inflammation,

s

p2I™. p38
MAP kinases,
PKC, cdc42/rac

adaptation to to different
different stresses stresses

7 R
Proliferation, Adaptation
apoptosis, and necrosis

Figure 12 :Vision d'ensemble de la production des ECR/EOR et conséquences du
déséquilibre.>®
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Les espéces carbonylées constituent ainsi des cibles thérapeutiques majeures. Différents

composés existent pour piéger les ECR et ainsi éviter leurs réactions déléteres.

I1.3. Les composés limitant le stress carbonylé

[1.3.1. Molécules connues

Pour limiter la formation des AGE/ALE et leur effet, plusieurs approches peuvent

étre envisagées :%°

e prévenir leur formation en bloquant les ECR ou les espéces précurseurs d'EOR ;

o faire réagir les AGE formés pour les désactiver et diminuer leur concentration.
Les antioxydants, chélateurs de métaux et les espéces nucléophiles réagissant directement avec
les ECR électrophiles représentent les voies les plus étudiées pour inhiber la formation des
AGE/ALE, dans les conditions in vitro et in vivo.
Quelques exemples de composés limitant la formation des AGE sont présentés dans le tableau

suivant (Tableau 4).6°
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Composés ‘ Mode d'action
Limitation indirecte
H
NS Joue le rble d'antioxydant en piégeant les radicaux libres
y intermédiaires formés pendant la glycoxydation. Ne permet pas
N d'éviter le produit d'Amadori.
stobadine
I/COOH COOH
HOOC N~~~ N._COOH C'est un chélateur de métaux, en particulier du fer. Il inhibe
HOOCJ I'auto-oxydation du glucose, la glycoxydation, permettant la

acide diethylenetriaminepentacétique
(DETAPAC)

diminution des AGE.

Limitation directe (piégeage des ECR)

Composés monoréactifs (une seule fonction réactive)

Les composés contenant des
fonctions thiols :

(GSH, p-penicillamine)
o)

HO/U\‘><SH

NH,

D-penicillamine

Dérivés guanine et hydrazine

NH, JNLH N \H
HZN)\\N T/ SN
|
_N
metformine
(aminoguanine) hydralazine

e Le GSH possede des fonctions thiols pouvant réagir sur
un électrophile comme les aldéhydes a,B-insaturés. Il
peut également servir de cofacteur de I'enzyme
glyoxalase responsable de la détoxification des composés
dicarbonylés.

e La Dp-penicillamine réagit avec les composés dicarbonylés.

e La metformine est un antidiabétique permettant de
diminuer les ECR et les AGE en plus de son effet anti-
hyperglycémique.

e L'hydralazine piege les aldéhydes a,B-insaturés,
précurseurs des AGE et ALE. L'inconvénient de ce
composé est son manque de sélectivité.

Composés multiréactifs (plusieurs fonctions différentes réactives)

Composés hétérocycliques

N

HOOC | >
V,

/\\/EN

N_o
OMNHZ Ho oy

e Lacarnosine réagit avec les ECR en faisant intervenir non
seulement sa fonction amine libre mais également le
groupement imidazole.

Le tenilsetam réagit directement avec les ECR mais aussi
avec la protéine ayant subi la glycation. Cette derniere
action permet d'éviter les réactions de couplage

carnosine tenilsetam
protéine/protéine.
Dérivé amine
Ny Son effet de protection est multiple : il permet la chélation de métaux,
N~ P O la neutralisation des especes radicalaires grace a l'acidité du benzyle
NH, alcool, mais aussi de piéger les ECR de maniere efficace.

pyridoxamine

Tableau 4 : Exemples de composés limitant le stress carbonylé.%®
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[1.3.2. Cas particulier des polyphénols

Les polyphénols sont non seulement intéressants pour leurs propriétés antioxydantes, mais
(selon leur structure) également pour leur capacité a piéger certaines ECR. Les piégeages de
composés dicarbonylés®” (glyoxal (GO) et méthylglyoxal (MG)) et des aldéhydes o,B-insaturés
(acroléine et HNE) ont été rapportés en condition non cellulaire et permettent d'évaluer le

potentiel anti stress-carbonylé des polyphénols.

I1.3.2.1. Piégeage des composés dicarbonylés : glyoxal (GO) et méthylglyoxal (MG)

Lo et al.?’? reportent le piégeage du MG de maniére efficace en conditions physiologiques
(37°C, a pH=7.4 dans un tampon phosphate) par le pyrogallol ou le phloroglucinol (Schéma 31). Le
mécanisme de piégeage correspond a une attaque nucléophile du carbone le plus électronégatif
du groupement phényle sur le carbone de la fonction carbonyle (correspondant a une substitution
électrophile aromatique).®® Le composé mono-carbonylé a également la possibilité de réagir sur
une autre molécule de MG, formant ainsi un di-adduit. Ce piégeage est également rapporté pour
le GO.%8 A noter que le phloroglucinol est un meilleur piégeur d'ECR comparé au pyrogallol car
celui-ci présente une fonctionnalisation optimale. Cela peut s'expliquer par les positions des
groupements hydroxyles activant, qui permettent d'augmenter de maniere égale la nucléophilie

des trois carbones aromatiques -CH du phloroglucinol (contre deux -CH pour le pyrogallol).

C OH 0|) (0] OH 3 OH OH OH OH OH
(> H/ o Equilibre o ¢ o o
I Attaque nucléophile céto-énolique MG
= = A7 e _— >
HO OH MG HO OH HO OH HO OH
phloroglucinol Mono-adduit Di-adduit
(0]
|
OH OH OH o OH OH
OH 4 Attaque nucléophile 0 OH MG OoH
OH 2) Equilibre céto-énolique OH HO OH
pyrogallol Mono-adduit Di-adduit

(o)

Schéma 31 :Attaque du phloroglucinol® et du pyrogallol®® sur le méthylglyoxal et adduits formés
en conditions physiologiques (37°C, a pH=7.4).
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Dans les travaux de Shao et al®’®, le piégeage du MG et du GO en conditions
physiologiques peut également s'effectuer par la phlorétine et son analogue glucosylé, la
phloridzine (flavonoides majoritairement présents dans les pommes et dérivés), bien que
possédant un groupement carbonyle désactivant (Schéma 32). Des adduits mono et di-MGO ou

GO sont également formés.

OH S
OH o HO OH O
OH | 1) Attaque nucléophile O
4 Y

HO
O o 2) Equilibre céto-énolique o o

R
Mono-adduit

R
H : phlorétine
H

R=
R = HO

o : phloridzine

Schéma 32 :Attaque de la phlorétine et la phloridzine®”® sur le méthylglyoxal et adduits
formés en conditions physiologiques (37°C, a pH=7.4).

Un autre exemple peut étre cité pour I'(-)-épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) rapporté par
Sang et al.®’c pour le piégeage du MG et GO en conditions physiologiques (Schéma 33). Pour ce
dernier, les positions 6 et 8 du cycle A semblent étre les sites majoritaires de piégeage des

composés dicarbonylés.
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a/

1) Attaque(s) nucléophile(s
) Attaque(s) nuciéophie(s) »“©EOH
2) Equilibre céto-énolique HO @ )
6 “0

EGCG

Mono-adduits
OH

Di-adduit OH

Schéma 33 : Attaque de I' EGCG®’¢ sur le méthylglyoxal et adduits formés en conditions

physiologiques (37°C, a pH=7.4).

De plus, dans les travaux de Wu et al.,%”® un modéle basé sur le mélange BSA - MG (en

anglais : bovine serum albumine - methylglyoxal) permet de rendre compte de I'efficacité des

polyphénols pour limiter la formation des AGE/ALE, formés a partir de protéines. Par exemple, la

lutéoline (Schéma 34) permet de limiter de maniére efficace cette formation. Ces polyphénols

présentent une réactivité plus importante sur le MG, comparés aux résidus lysine ou arginine,

expliquant la limitation de I'apparition d'AGE/ALE dans ces conditions.

OH O

lutéoline

Schéma 34 :Structure de la lutéoline permettant de limiter la formation d'AGE/ALE dans les

conditions BSA - MG.%7d
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[1.3.2.2. Inhibition de la glycation par piégeage du glucose

Dans les travaux de Matsuda et al.,’® plusieurs flavonoides et isoflavonoides ont été
évalués pour leur capacité a inhiber la glycation de la BSA (en présence de glucose) grace a une
méthode de mesure de fluorescence des AGE formés. Les relations structure/efficacité d'inhibition
ont mis en évidence que (Schéma 35) : 1) lorsque le nombre de groupement hydroxyle est présent
au niveau des positions 3', 4', 5 et 7 l'activité inhibitrice devient plus efficace ; 2) I'activité des
flavones est supérieure comparée a celles des flavonols, flavanones et isoflavones ;3) la
méthylation ou la glucosylation de I'hydroxyle en position 4' des flavones, flavonols, et flavanones
réduit I'activité ;4) la méthylation ou la glucosylation de I'hydroxyle en position 3' des flavonols
semble améliorer l'activité ; (5) la glucosylation de I'hydroxyle en position 7 des flavones et

isoflavones diminue I'activité.

flavonols flavanones isoflavones flavones

Schéma 35 :Structure générale des flavonoides et isoflavonoides permettant de limiter la
formation d'AGE formés a partir de BSA.”°
I1.3.2.3. Piégeage d'aldéhydes a,3-insaturés

Zhu et al.”* ont rapporté le piégeage d'aldéhyde a,B-insaturés (acroléine et HNE) par la

théaflavine et de maniere efficace par la phlorétine (Schéma 36).

théaflavine

phlorétine

Schéma 36 : Polyphénols réactifs face aux aldéhydes o,B-insaturés.”*72
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Le mécanisme engagé pour ce piégeage (Schéma 37, a) correspond a une addition de
Michaél du carbone le plus électronégatif du groupement phényle sur le carbone en position B de
I'aldéhyde o,B-insaturés, suivi d'une condensation intramoléculaire conduisant a des dérivés
chromenes stables (Schéma 37, b). Il est rapporté que le motif phloroglucinol présent au niveau
des composés est important pour ce piégeage. Il permet ainsi d'éliminer les ECR issus de la
peroxydation lipidique. La protection par la phlorétine contre |'acroléine a été mise en évidence in

vitro sur des neuroblastes (cellules nerveuses).”?

a. Mécanisme général de piégeage des composés aldéhydes o,B-insaturés pour la phlorétine

(0]

OH R
(/—/'u OH R OH R
- - _—
HOY OH /Cf\/‘) m -H0 m
@ HO OH HO 07 “OH HO o

OH O

chroméne

phlorétine

b. Piégeage de I'acroléine et HNE pour la phlorétine et adduits formés

OH OH
HO OH —_ HO\‘Z?;/‘/ . s HO
acrolelne

OH O

\,;‘/,/OH Mono-adduit
OH
OH O
phlorétine OH
O — O

OH O OH O OH O
Mono-adduit Mono-adduit aprés deshydratation

Schéma 37 : Mécanisme de formation des adduits formés apres piégeage de la phlorétine des
aldéhydes a,B-insaturés : a) mécanisme général et b) mécanisme pour I'acroléine et
le HNE).”%72

Le piégeage par le phloroglucinol du rétinal tout-trans, stresseur carbonylé et responsable
de la formation des AGE de la macula, a été rapporté par Crauste et al.,* travaux réalisé au sein du
laboratoire, dans I'éthanol acidifié par de I'acide acétique (Schéma 38). Contrairement a ce qui est
décrit pour les composés a,B-insaturés (acroléine et HNE) dans le cas de la phlorétine,’! Crauste et
al.* ont mis en évidence ici que le dérivé 2H-chroméne est obtenu grace a une addition 1,2 et non
1,4 sGrement due a la géne stérique présente au niveau du carbone en position B du rétinal tout-

trans.
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OH

OH
AcOH ‘ o
NN ﬁ/a/o + HO/©\OH EtOH NN g O
g0 OH

Y phloroglucinol
2H-chroméne

R

Mécanisme proposé pour la formation du 2H-chromeéne:

RB

I\ o

\»

\/H

OH H
o OH o e 5 OH H.0 OH OH
-2
R e e W e o
H < — & -
R—R* R
OH HO OH HO OH :0 OH (¢} OH (] OH

H H 2H-chromeéne

Schéma 38 : Action anti-stress carbonylé du phloroglucinol sur le rétinal tout-trans.*

De plus, Cia et al.”® ont également mis en évidence dans des cellules primaires murines de
I'épithélium pigmentaire rétinien, le potentiel "anti-stress carbonylé" de phloroglucinol face a la

toxicité induite par le rétinal tout-trans (stresseur carbonylé).

III. Conclusion générale sur les stress oxydant et carbonylé et exemples de

maladies concernées

Les mécanismes de stress oxydant carbonylé sont complexes de part une grande variabilité
des espéces a partir desquelles ils sont générés. lls sont responsables de I'apparition et I'évolution
de certaines pathologies. A défaut de pouvoir contrer les EOR, ECR et ainsi la formation
d'AGE/ALE, I'organisme accumule ces composés, engendrant de ce fait des dégats irréversibles
responsables de la progression de différentes pathologies. A titre d'exemple, la maladie
d'Alzheimer ou le diabete sont deux pathologies dans lesquels ces deux stress participent a la
progression de la maladie. Dans le cas de la maladie d'Alzheimer, la peroxydation lipidique
participe aux mécanismes physiopathologiques décrits. Cette derniére aboutie a la formation
d'HNE correspondant a une ECR pouvant réagir avec des protéines selon une réaction de stress
carbonylé, altérant ainsi leur conformation et leur fonction.®® Dans le cas du diabéte, suite a
I'hyperglycémie, la glycoxydation des protéines est le mécanisme biochimique intervenant dans

I'évolution et la progression de la maladie.”*

Nous nous intéressons plus particulierement dans le prochain chapitre aux maladies
rétiniennes correspondant a des dégénérescences maculaires, liées a I'age (DMLA) ou d'ordre

génétique (la maladie de Stargardt) faisant également intervenir les stress oxydant et carbonylé.
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Chapitre II. Les maladies rétiniennes : la dégénérescence maculaire liée a
I'dge (DMLA) et la maladie de Stargardt

L. Origine et conséquence

Afin de mieux appréhender et comprendre les dégénérescences maculaires, liées a |'age
(DMLA) ou d'ordre génétique (la maladie de Stargardt), ce chapitre bibliographique sera dans un

premier temps orienté sur I'anatomie et le fonctionnement du tissu rétinien.

[.1. Description de 1'ceil

[.1.1. Anatomie de 'ceil

L'ceil correspond a l'organe de la vue, appartenant aux cing sens (avec l'ouie, le toucher,
I'audition et I'odorat) indispensables pour appréhender le monde et adapter notre comportement
vis-a-vis de I'environnement. Globalement sphérique, I'ceil humain mesure 2,5 cm de diamétre et
avec une masse de 7 g environ. Il se compose de trois milieux transparents (la cavité antérieure, le
cristallin et la cavité postérieure) et de trois tuniques (Figure 13) :

Chambre postérieure Corps ciliire
Cavité antérieure A{
Chambre antérieure

Scléere
Choroide

Rétine =rétine neurale + EPR
_ Vitré

Humeur Macula
agueuse \
‘ /
Pupille 7{ = Papille
(tdche aveugle)
Vaisseaux sanguins
Cornée
Cristallin

Zonule Nerf optique

de Zinn

Figure 13 : Anatomie de I'ceil. (http ://www.opticienperrier.com/actualites/anatomie-de-loeil-et-
defauts-visuels/)

e La tunique fibreuse est constituée de deux composantes : la cornée correspondant a un
tissu conjonctif dense qui permet la convergence des rayons lumineux vers la rétine ; la
sclere, constituée de fibres de collagene et protéoglycanes, correspondant a la tunique la

plus résistante de I'ceil, qui possede ainsi une fonction de protection.
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e La tunique uvéale est constituée de trois composantes : l'iris, innervée par des fibres du
systeme nerveux autonome, et possédant un trou en son centre qui correspond a la pupille
; le corps ciliaire permettant, entre autre, le maintien du cristallin ; et la choroide qui est
une couche riche en vaisseaux sanguins et en mélanocytes, participant aux apports en
oxygene et nutriments nécessaires aux cellules de la rétine.

e La tunique nerveuse se compose de la rétine neurale et I'épithélium pigmentaire rétinien

(EPR).

Plus de détails seront évoqués sur la tunique nerveuse car elle correspond a la cible

thérapeutique visée par ces travaux.

[.1.2.La rétine neurale

La rétine neurale est la partie de I'ceil responsable de la transformation des rayons
lumineux en influx nerveux (phototransduction). Son épaisseurs est d'environ 0,25 mm et elle est
constituée de divers types cellulaires répartis de maniere a former trois couches distinctes (Figure
14) : la couche des cellules ganglionnaires dont les 1,2 million d’axones forment le nerf optique au
niveau de la papille qui conduit I'influx nerveux jusqu’aux corps géniculés latéraux du systéme
nerveux central ; la couche nucléaire interne (constituée des cellules bipolaires, amacrines et
horizontales) et la couche nucléaire externe (constituée de photorécepteurs). Chacune de ces
couches posséde une organisation structurale et une physiologie propre. La lumiére qui provient
des cavités antérieure et postérieure (chambre vitrée) doit traverser la rétine neurale pour

atteindre la couche externe des photorécepteurs.

Lumiére

Vitré

Cellules ganglionnaires

Couche plexiforme interne
> Cellules bipolaires
+#— Cellules amacrines

- Cellules horizontales
Rétine neurale =

Couche externe

- Cones
i ]-Photorécepteurs
-+ Batonnets

Epithélium pigmentaire rétinien

Choroide

Figure 14 : Organisation cellulaire de la rétine.””
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La couche nucléaire externe est constituée de deux types de photorécepteurs : les
batonnets et les cones, permettant la vision nocturne (ou scotopique) et diurne (ou photopique)
respectivement. Ils possédent une structure similaire (Figure 15) mais se distinguent |'un par
rapport a l'autre par la forme caractéristique de leurs segments externes : cylindriques pour les
batonnets et coniques pour les cOnes. Leurs segments internes contiennent la machinerie
cellulaire nécessaire au métabolisme comme les mitochondries ou les complexes de Golgi. Leurs
segments externes contiennent essentiellement des photopigments enchassés dans les
membranes correspondant aux disques pour les batonnets ou a des replis de la membrane
plasmique pour les cones. Le segment externe est continuellement renouvelé grace a un équilibre
entre sa croissance depuis le segment interne et la phagocytose de son extrémité effectuée par
|'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) et les cellules de Miiller (ces dernieres s'étendant sur toute
I'épaisseur de la rétine).
=R (ARYOIUPSYNPONCIEY A

B ' ann <

EPITHELIUM \
PIGMENTAIRE x,

Les anciens disques

du sommet sont phagocytés
par les cellules de I’épithélium
pigmentaire.

=
L]

L o
G les de mélanin:
ranules de mélani *{\

‘|

9 0/,
3 'QD. =
SEGMENT EXTERNE \ :

Pigments visuels dans
la membrane des disques

SEGMENT INTERNE

Localisation des principaux .
organites et des activités Complexe de Golgi
métaboliques, comme

la synthése des photopigments G_J—Noyaux
et la production d’ATP -

Mitochondries—

TERMINAISON SYNAPTIQUE S~ -
Synapses avec des \A\// o

cellules bipolaires

Cellulaire bipolaire—f[ )
{ 2

LUMIERE

Figure 15 :Structure des photorécepteurs et relation avec |'épithélium pigmentaire rétinien.”®
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Chez I'Homme la rétine contient en moyenne 4,6 millions de cones, et 92 millions de
batonnets dont les segments externes peuvent contenir 700 a 1100 disques chacun. Les 100
millions de photorécepteurs représentent un nombre bien supérieur par rapport aux 1,2 million
d’axones des cellules ganglionnaires. Il y a donc convergence, une cellule ganglionnaire intégrant
I'activité de plusieurs photorécepteurs (champ récepteur). La répartition des photorécepteurs
n'est pas homogéne sur toute la rétine (Figure 16). En effet, au centre de la rétine se trouve une
région d'environ 3 mm de diamétre caractérisée par une concentration maximale de cones, la
macula lutea. Cette derniere contient en son centre une petite dépression appelée fovéa (Figure
13 et Figure 16) qui est exclusivement constituée de cones, correspondant a la zone d'acuité

visuelle maximale et confére ainsi la vision diurne la plus précise des détails et des couleurs.

Densité des photorécepteurs (10.> mm-2)

80 60 40 20 0 20 40 60 80

Excentricité par rapport a la fovéa (degrés) — Batonnets
-~ Cones

Figure 16 : Densité des photorécepteurs dans la rétine.”’

[.1.3. Le cycle visuel

Comme indiqué dans le paragraphe précédent, la rétine neurale est responsable de la
transformation du signal lumineux en message nerveux. Ce dernier est généré au niveau des
photorécepteurs grace a l'activation des photopigments (pigments visuels ou rhodopsine pour les

batonnets) contenus dans leurs segments externes (Figure 17).
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Figure 17 : Localisation du photopigment (rhodopsine liée au rétinal tout-trans) dans les
batonnets.”%% 770

Il existe quatre types de photopigments, ils font partie des protéines membranaires de la
famille des récepteurs couplés aux protéines G de transduction (RCPG). Ces photopigments sont
nommeés "opsines" dans les cones (on en compte 3 types différents) et "rhodopsine" dans les
batonnets. Ces opsines sont liées a un chromophore, le rétinal 11-cis, sous forme de rétinylidéne
11-cis (Figure 18). Les quatre opsines different par leur structure primaire (séquence d'acide
aminé) ce qui a une influence sur leurs longueurs d'onde d'absorption de la lumiéere. Les batonnets
sont ainsi sensibles a de faibles intensités lumineuses (vision nocturne) mais ne permettent pas de
distinguer les couleurs, tandis que I'activation des cones nécessite de fortes intensités lumineuses

(vision diurne) et permettent la vision en couleur.
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Le rétinal 11-cis est synthétisé a partir de la vitamine A, un rétinol tout-trans, qui est

produit a partir de carotene pro-vitaminique provenant de l'alimentation. Le rétinal 11-cis lié a

I'opsine (correspondant au photopigment, Figure 18) représente le point de départ de l'influx

lumineux, puisqu'il est isomérisé en rétinal tout-trans en présence d'un signal lumineux. Sa

régénération est effectuée au cours du cycle visuel et fut initialement décrite par Wald’® en 1968.

Le cycle visuel décrit ci-dessous correspond a celui intervenant dans les batonnets (Figure 18). Un

procédé différent et moins connu a lieu au niveau des cones et des cellules de Miiller (mais ne

sera pas présenté ici).
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Figure 18 : Biochimie du cycle visuel dans les photorécepteurs (batonnets).
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Description détaillée du cycle visuel des photorécepteurs (batonnets) :

Dans le segment externe des disques des batonnets (Figure 18), I'action de la lumiére sur le
photopigment cause la photoisomérisation du rétinylidene 11-cisenrétinylidene tout-trans. Cette
isomérisation conduit a sa séparation de la rhodopsine, libérant ainsi le rétinal tout-trans. Ce
dernier se condense a la phosphatidyléthanolamine (PE), présente dans la couche
phospholipidique constitutive de la membrane des disques, pour former une base de Schiff
correspondant au N-rétinylidene-phosphatidyléthanolamine (N-ret-PE). La N-ret-PE, jouant le role
de substrat, est ensuite prise en charge par le transporteur membranaire ABCA4 (ATP-binding
cassette, sub family A, member 4). Le role important de ce transporteur est détaillé dans ce
paragraphe puisqu'une mutation de ce dernier intervient dans les causes du développement de
dégénérescence maculaire d'ordre génétique, correspondant a la maladie de Stargardt. I
correspond a une protéine transmembranaire située dans la bicouche lipidique du segment
externe des photorécepteurs. C'est un transporteur permettant la clairance du rétinal tout-trans
(sous forme de N-ret-PE) de l'espace intra-discal ("intracellulaire" sur la Figure 18) vers le
compartiment cytoplasmique ("extracellulaire" sur la Figure 18) du photorécepteur. Ensuite, ce
dernier est réduit en rétinol tout-trans (vitamine A) par l'enzyme RDH tout-trans (retinal
dehydrogenase) ou RDH 8. Il est par la suite pris en charge par I'IRBP (interphotoreceptor retinoid-
binding protein) et intégre I'EPR dans lequel il est estérifié en rétinyle ester tout-trans par la LRAT
(lecithin-retinol acyl transferase). Le complexe protéique faisant intervenir la RPE 65 (retinal
pigment epithelium-specific protein 65kDa), la CRALBP (cellular retinal binding protein), et la RDH
11-cis (ou RDH 5) permet une isomérisation trans/cis de la position 11 et une hydrolyse de I'ester
formant ainsi le rétinoll1-cis. Finalement, ce dernier est oxydé par la RDH 11-cis (ou RDH 5) en
rétinalll-cis. Il est enfin réintégré au sein du photorécepteur via I'IRBP pour régénérer le
photopigment par liaison a la rhodopsine, et ainsi fermer la boucle du cycle visuel en étant a

nouveau isomérisable sous l'action de I'influx lumineux.
[.1.4. L'épithélium pigmentaire rétinien (EPR)

L'EPR est une monocouche cellulaire protectrice et nourriciére des photorécepteurs,
épaisse de 10 a 20 um, qui est insérée entre la rétine neurale et la choroide. Elle repose sur un

tissu conjonctif appelé la membrane de Bruch (Figure 19).
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Photorécepteurs

Epithélium pigmentaire
rétinien (EPR)

Choroide

Figure 19 : Localisation de I'EPR, tissu protecteur et nutritif de la rétine.

Les cellules de I'EPR sont liées entre elles par des jonctions serrées qui permettent de
former la barriere hémato-rétinienne externe entre la rétine et la choroide (circulation sanguine).

L'EPR possede plusieurs fonctions importantes au sein de la rétine.

e |l constitue le tissu nourricier des photorécepteurs en participant a 90% des apports
nécessaires a leur survie et leur fonctionnement via une régulation du transport de
nutriments et d'oxygéne provenant de la choroide.

e |l contribue également au maintien de I'alignement des photorécepteurs, a la phagocytose
de l'extrémité de leur segment externe’” et au recyclage du pigment visuel des
photorécepteurs.

e Les cellules pigmentées constitutives de I'EPR contiennent de la mélanine permettant

d'absorber les radiations UV et ayant une action antioxydante.®

Finalement, I'EPR est un élément essentiel au maintien de I'homéostasie générale de la rétine8!
participant ainsi a son intégrité structurale et fonctionnelle. Ainsi, un dysfonctionnement de I'EPR
engendre des conséquences déléteres sur les fonctions rétiniennes, entrainant une altération de la
vision. La dégénérescence de I'EPR intervient notamment dans la physiopathologie de certaines
rétinopathies telles que la dégénérescence maculaire liée a I'dge (DMLA) ou la maladie de

Stargardt.
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[.2. Description et Origine de la dégénérescence maculaire liée a 1'dge (DMLA) et la
maladie de Stargardt

[.2.1. La dégénérescence maculaire liée a 1'age (DMLA)

La dégénérescence maculaire liée a I’dge (DMLA) est une maladie dégénérative rétinienne
chronique, évolutive et invalidante, débutant en général aprés I'dge de 50 ans.?? Cette derniére est
caractérisée par une perte progressive de la vision centrale entrainant ainsi une baisse d’acuité
visuelle, a travers une légére déformation de certains objets et a des difficultés de lecture par
exemple. A un stade plus avancé des taches noires apparaissent dans le champ de vision central et

la vision est déformée (Figure 20).

Vision d'un patient sain Vision d'un patient atteint de DMLA

Figure 20 : Différence entre la vision d'un patient sain et d'un patient atteint de DMLA.

La DMLA est la premiere cause de malvoyance apres 50 ans dans les pays industrialisés. La
prévalence mondiale de la maladie est de 8% aprés 55 ans, soit environ 1,5 million de personnes
en France. Cette prévalence globale augmente avec I'age, en effet celle-ci est égale a 1% avant 55
ans et progressivementa25% apreés 75 ans. En 2020, il est estimé que 196 millions de personnes
seront concernées par cette maladie. Cette derniére posséde une origine multifactorielle, et ses
facteurs de risque, principalement liés a I'dge, peuvent également étre a la fois génétiques et
environnementaux (consommation de tabac par exemple). Du fait du vieillissement de la
population mondiale, la prévalence pourrait considérablement augmenter dans les prochaines

décennies.

Theése de doctorat Mélissa RoseLL 2017



Partie |l - Chapitre I1. Les maladies rétiniennes : la dégénérescence maculaire liée a I'dge (DMLA) et la maladie de Stargardt

La DMLA atteint de maniére sélective la macula (région centrale de la rétine, Figure 13) en
provoquant une dégénérescence des photorécepteurs via une altération des cellules de I'EPR.

Trois formes sont décrites dont une forme précoce et deux formes évolutives :

e La forme précoce ou maculopathie liée a I'age (MLA) au stade précoce (environ 40% des
cas). Ce stade n'est pas ou peu symptomatique. Il est caractérisé par une altération de
I'EPR et/ou des dépots de drusen (dépdts amorphes) dans le fond de I'ceil. Une MLA peut

évoluer vers une des deux formes dites "évolutives", mais ce n'est pas systématique.

Les formes évolutives correspondent a deux formes de dégénérescence maculaire liée a I'age
(DMLA) :

e La forme atrophique appelée également "seche" (environ 80% des cas),
caractérisée par une altération de ['épithélium pigmentaire entrainant la
dégénérescence et donc I'atrophie des photorécepteurs et ainsi un amincissement
de la macula. L'impact sur la vision est inévitable mais la progression de la
pathologie est lente. De plus, I'apparition de drusen peut étre également présente,
observable dans le fond de I'ceil (Figure 21). D'un point de vue biochimique, cette
forme est également caractérisée par lI'accumulation de pigments bruns lipidiques
fluorescents et photo-toxiques, appelés "granules de lipofuscine"”, présents au
niveau de I'EPR et accumulés au cours du vieillissement.® Ainsi la dégénérescence
de I'EPR entraine celle des photorécepteurs.

e La forme exsudative appelée également "humide" (environ 20% des cas),
caractérisée par le développement de néovaisseaux choroidiens, localisés sous la
macula et responsables d'cedémes ou encore d'hémorragies rétiniennes (Figure
21). L’évolution de cette forme peut étre tres rapide, faisant perdre la vision

centrale en quelques semaines ou mois.

b)

DMLA: forme séche DMLA: forme séche DMLA: forme humide
avec dépéts de drusen avec une atrophie géographique avec une hémorragie rétinienne

Figure 21 : Photographie du fond de I'ceil de patients atteint de DMLA, a) et b) forme séche, c)
forme humide.?*
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Il existe actuellement des traitements permettant de réduire la progression de la forme
humide de la DMLA, a travers la destruction de la membrane néovasculaire choroidienne (comme
par exemple un traitement chirurgical, ou anti-VEGF (vascular endothelial growth factor)...). Les
patients atteints de DMLA humide peuvent prétendre a un traitement adapté, ce qui n'est pas le
cas de ceux atteints par la forme seche. En effet, Il n’existe actuellement aucun traitement médical
sur le marché ayant démontré son efficacité dans la forme seche de la DMLA, dont I’évolution se
fait inexorablement vers une cécité totale du patient. Dans ce contexte, la prévention et le
développement de traitements efficaces sont devenus depuis quelques années un enjeu majeur

de santé publique, et font I'objet de cette thése.
[.2.2. La maladie de Stargardt (de type 1, juvénile récessive)

La maladie de Stargardt,®> également appelée dystrophie maculaire de Stargardt ou
dégénérescence maculaire juvénile est une maladie dégénérative rétinienne aiglie caractérisée
par une altération progressive (dystrophie, Figure 22) de la macula et ainsi une perte de la vision
centrale.?> Elle correspond a la dystrophie maculaire héréditaire la plus fréquente chez I'enfant. Sa
prévalence est de 1/20 000 a 1/30 000 quels qu'en soit le sexe et la géographie. Cette derniére
débute chez l'adolescent ou I'adulte jeune, fille ou garcon, sans circonstances déclenchantes
particulieres. Deux symptoémes majeurs sont présents :une baisse d'acuité visuelle et une

sensibilité a la lumiére importante.®®

Patient sain Patient atteint de la maladie de Stargardt
- { v

i ‘::" : -~ DéDatS -
3 ST lipofuscine

Nerf optique |'Macuia Atropﬁie maculaire

Figure 22 : Photographie du fond de I'ceil d'un patient sain (a gauche) et d'un patient atteint de
la maladie de Stargardt. (alkeuspharma.com)

Cette maladie posséde un point commun avec la forme seche de la DMLA. En effet, elle
représente également une atrophie de la macula via la dégénérescence des photorécepteurs et de

I'EPR, avec présence de dépodts de lipofuscine (Figure 22). A la différence de la DMLA, cette
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dégénérescence maculaire est essentiellement consécutive a des mutations dans le gene codant
pour le transporteur ABCA4, ayant une importance primordiale dans le cycle visuel, impliqué dans

la régénération du pigment visuel (Partie |, chapitre Il, .1.3.).

1.2.3. Physiopathologie de ces deux maladies : un mécanisme de dégénérescence

commun lié au stress oxydant et carbonylé

D'une maniere générale, I'ceil est un terrain sensible, prédisposé a subir des dommages liés
au stress oxydant. En effet, la rétine, de par son exposition fréquente a la lumiere, sa
consommation importante en oxygene, et sa haute teneur en AGPI, est beaucoup plus sensible au
stress oxydant et au phénoméne de photo-oxydation.> Ce dernier peut ainsi étre a I'origine d'une
altération chronique ou aiglie de la rétine, et constituer une menace pour la vision centrale. Chez
un modele murin, les effets délétéres d'une exposition trop importante a la lumiére ont été mis en
évidence par Noell et al.8” 3 travers I'étude des dommages irréversibles engendrés sur I'EPR et les
photorécepteurs. De plus, le stress oxydant intervient de maniére importante dans le cas de la

DMLA, via la formation d'EOR, entrainant des dommages oxydants cellulaires conséquents.®®

L'étiologie des rétinopathies telles que la forme séche de la DMLA et la maladie de
Stargardt, a mis en évidence la présence d'une physiopathologie commune liée au cycle visuel. En
effet les mécanismes biochimiques concernés dans leur physiopathologie font intervenir la
combinaison des stress oxydant et carbonylé dans la transformation du rétinal tout-trans. Le
rétinal tout-trans, une molécule essentielle du cycle visuel, peut étre considéré comme un
stresseur carbonylé de par la réactivité de sa fonction aldéhyde électrophile (partie |, chapitre |,

paragraphe 11.2.2.2.) et présente une toxicité directe et indirecte.

Maeda et al.?? ont mis en évidence que la cytotoxicité directe du rétinal tout-trans,
présente de maniére dose-dépendante et accentuée en présence de lumiére, pouvait étre une des
causes de développement de dystrophie maculaire. Le mécanisme biochimique de toxicité du
rétinal tout-trans peut étre liée a sa propriété de poison mitochondrial, activant ainsi I'apoptose
cellulaire. De plus, le rétinal tout-trans peut également promouvoir |'activité de la NADPH oxydase
(NOX), responsable d'une surproduction intracellulaire d'EOR.*® En outre, les dommages causés
par le stress photo-oxydant semblent étre accentués en présence du rétinal tout-trans. En effet, ce

dernier est un potentiel pro-photosensibilisant pouvant générer, en présence d'oxygéne et de
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lumiére, des EOR tels que l'oxygéne singulet, I'anion superoxyde ou le peroxyde d'hydrogene

entrainant un stress oxydant et ainsi des dommages sur les lipides, protéines et I'ADN®! de la

cellule.

La toxicité indirecte du rétinal

tout-trans est liée a sa métabolisation en dérivés

cytotoxiques lipidiques, par le biais d'un mécanisme faisant intervenir un doubles stress oxydant et

carbonylé (Figure 23).
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Figure 23 : Formation de I'AE2 et dérivés toxiques au sein des cellules de I'EPR a partir du rétinal

tout-trans.
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En effet, Le rétinal tout-trans s'accumule sous plusieurs formes toxiques de maniere
anormale (en échappant au cycle visuel) au sein des photorécepteurs. Cette accumulation est
progressive au cours du temps dans le cas de la DMLA. Concernant la maladie de Stargardt, une
accumulation importante et rapide a lieu, liée a un défaut du transporteur ABCA4 (consécutif a
une mutation génétique) (Figure 18). Le rétinal tout-trans s'accumule alors sous forme de N-ret-
PE, a l'intérieur des photorécepteurs (segment externe) par attaque nucléophile de la PE
provenant des phospholipides® sur la fonction aldéhyde du rétinal tout-trans(réaction de type
stress carbonylé). Une autre attaque nucléophile ensuite lieu entre la N-ret-PE et une deuxieme
molécule de rétinal tout-trans. Aprés condensation, réarrangement et oxydation, une molécule de
di-rétinoide-pyridinium-phosphatidyléthanolamine(A2PE) s'accumule dans les photorécepteurs.
Les segments externes des photorécepteurs étant continuellement renouvelés par phagocytose
des cellules de I'EPR, I'A2PE est hydrolysé lors de cette derniere en di-rétinoide-pyridinium-
éthanolamine, appelé A2E. A noter que la production de ce dernier est également présente chez le

patient sain car il s'agit d'une fuite normal du cycle visuel (de I'ordre de 10%).

L'accumulation de I'A2E est présente au niveau des cellules de I'EPR car la phagocytose
exercée par ces dernieres ne permet pas de le dégrader. Il agit comme un détergent et présente
donc une toxicité propre, en altérant l'intégrité des membranes cellulaires et entrainant ainsi des
dommages irréversibles.’® De plus, I'A2E, trés sensible a la photo-oxydation,®* peut former via
cette derniére des radicaux (par transfert électronique) ou de I'oxygene singulet (par transfert
d'énergie a 03) sensibilisant d'autant plus I'EPR au stress oxydant.®> Il peut également exercer un
effet toxique indirect par le biais de I'ensemble des métabolites issus de son oxydation : des
époxydes, oxydes furanoiques, peroxydes cycliques, HNE, MG, etc.’® (Figure 23), dérivés
carbonylés toxiques et photo-toxiques a l'origine de la dégénérescence des cellules de I'EPR.
D'autres dérivés bis-rétinoides et dimeéres du rétinal sont également formés par le méme type de
mécanisme, tels que l'iso-A2E, l'iiso-A2E, I'A2PE (aprés hydrolyse incomplete), I'A2-GPE ou le

dimére du rétinal tout-trans®’ (Figure 24).
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Figure 24 : Dérivés toxiques bis-rétinoides et dimeres du rétinal constitutifs de la lipofuscine,
caractéristique de la DMLA et la maladie de Stargardt.®’

Ainsi, I'accumulation de I'A2E et ses métabolites entraine la dégénérescence des cellules de
I'EPR3® et par la suite celle des photorécepteurs. L'A2E est un constituant majeur des dépéts de

lipofuscine, caractéristiques des dystrophies maculaires énoncées précédemment.

Malgré un mécanisme physiopathologique commun, les deux maladies rétiniennes
énoncées présentent cependant une différence : la forme seche de la DMLA est une pathologie
chronique, tandis que la maladie de Stargardt est considérée comme plus aiglie. En effet, dans le
cas de la DMLA, l'accumulation de la lipofuscine est progressive dans le temps. Lorsque
I'accumulation est trop importante, I'EPR n'a plus la possibilité de faire face a cette derniére et
dégénére, entrainant la perte des photorécepteurs. Dans le cas de la maladie de Stargardt, les
effets sont précoces et séveres de par I'accumulation rapide du rétinal tout-trans, entrainant une
dégénérescence directe des photorécepteurs mais également celle de I'EPR via la formation

importante et rapide d'A2E (suivi de sa photo-oxydation).
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A ce jour, la DMLA atrophique et la maladie de Stargardt ne présentent aucun traitement
thérapeutique sur le marché. Seul des traitements en cours d'essais cliniques sont en

développement. (www.clinicaltrials.gov)

II. Traitements thérapeutiques actuels et conclusion (Tableau 5 récapitulatif)

Les traitements thérapeutiques précédemment étudiés ou en cours d'évaluation pour la
forme seche de la DMLA et la maladie de Stargardt peuvent étre décomposés en trois axes : la
pharmacologie, la thérapie génique et la transplantation cellulaire. N'ayant pas d'information sur
"le" traitement qui pourra étre le plus efficace, il est important de concentrer les efforts de la
recherche dans ces 3 axes différents. En effet, la pharmacologie pourrait agir en tant que soin
préventif et curatif tandis que la thérapie génique interviendrait de maniére plus importante en
soin curatif. La transplantation cellulaire pourrait s'effectuer en tant que soin curatif et également

en soin palliatif, lorsque I'atrophie maculaire est a un stade trés avancée.

Le Tableau 5 suivant résume, de maniére non exhaustive, les principaux traitements
thérapeutiques précédemment envisagés mais n'ayant pas abouti a une AMM (autorisation de

mise sur le marché), et les traitements actuellement en cours d'essais cliniques.
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Axe 1 : Pharmacologique®’-%

Action sur le cycle visuel (ralentissement, diminution des bis-rétinoides)

Seseess

(2E, 6E)-N-hexadecyl-3,7,11-
triméthyldodéca-2,6,10-trienamine 0o
(TDH)

E
F
X SN F
O, OH
(@) OH H
isotrétinoide N\H/N\&

A1120

+

L,
<

a-phenyl-N-tert-butylnitrone
(PNB)

WQ

fenretinide

C20-D3 vitamine A acétate
ALK-001

rétinylamine
(Ret-NH,)

o

(12E, 16E)-13,17,21-triméthyldocosa-
12,16,10-triéen-11-one
(TDT)

O/\O
hydrochlorure d'emixustat
(ACU-4429)

Molécules Cible thérapeutique potentielle

Phase d'avancement

Cible : RPE65 et les RDH
Cible : RPE65 et tout-trans rétinal libre

Isotrétinoide (Roaccutane®)®?
Rétinylamine (Ret-NH,)°
Cible : RBP (responsable du transport sanguin du

fenretinide®? e o
rétinol jusqu'a I'ceil)
TDHY RPE65
TDTY RPE65
PNB®’ RPE65
A1120% Cible : RBP (responsable du transport sanguin du

rétinol jusqu'a I'ceil)

ACU-4429102 RPEG65S et piégeage du rétinal tout-trans

Diminution de la formation de N-ret-PE et de la

-0n1103
ALK-001 formation d'A2E
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Testé en modele murin
Testé en modeéle murin

Phase Il pour la forme séche de la DMLA (étude
terminée mais non poursuivie)

Recherche exploratoire
Recherche exploratoire
Recherche exploratoire

Recherche exploratoire

Phase IIb/Ill pour la forme séche de la DMLA (étude
récemment terminée, résultats non encore publiés)

Phase Il pour les deux maladies



Partie | - Chapitre I1. Les maladies rétiniennes : la dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA) et la maladie de Stargardt

Les composés testés et développés ayant une activité sur le cycle visuel (axe pharmacologique) ont montré dans certains cas une toxicité, une

inefficacité ou un ralentissement trop important du cycle visuel (insensibilité a la lumiere du jour par exemple). A ce jour, seul ACU-4429 et ALK-001

sont en cours d'étude. La deuxieme partie développée pour I'axe pharmacologique correspond a une potentialisation des mécanismes de protections

endogenes, grace a des composés antioxydants (directs ou indirects). Parmi ces composés, des traitements utilisant les polyphénols ont été

envisageés.
Potentialisation des mécanismes de protection endogenes
H
N
o 7 \OH
O 0 s
1 <
HN\<O X X X N S e C
mélatonine géranylgéranylacétone (GGA) sulforaphane
OH
O
HO \\\\\\\\\\\OH
HO zéaxanthine ° norbixine
Molécules Effet direct ou indirect Protections rapportées et phase d'avancement
mélatoninel®? Augmentation de |'activité de la SOD ou de la Protection des disques externes contre les radicaux

thiorédoxinel%

GGAIOG

sulforaphanel®’
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glutathion S transférase

libres

Diminution du stress photo-oxydant et préservation des photorécepteurs

Régulation positive du systeme thiorédoxine

Protection de la fonction rétinienne et diminution
de I'apoptose

Amélioration de la fonction phagocytaire de I'EPR
(meilleur dégradation des dérivés bis-rétinoides) et

protection des photorécepteurs

Activation de la glutathion S transférase et de la

thiorédoxine réductase
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Potentialisation des mécanismes de protection endogénes (suite)

polyphénols : Diminution des mécanismes de toxification de
anthocyanes'®, flavonoides I'A2E (antioxydant) Protection de I'EPR contre la photo-oxydation et le
(myricétinel®, quercétine!l?), Potentielle conservation du "nucleophilic tone" par stress oxydant

resvératrol'1! I'activation de la voie Keap1/Nrf2/ARE

Supplémentations : compléments

alimentaires de composition suivante : o  Propriétés spécifiques de la lutéine et Etude AREDS2 (Age Related Eye Disease Study),
e vitamineE, C etA: zéaxanthine : inhibition de la photo- phase ”_I (€tude completee)lgn preventl'on e
T ! oxydation de I'A2PE et de I'A2E protection contre la DMLA.*** Formulation
e caroténoides xanthophylles!? commercialisée sous les noms de :
(lutéine et zéaxanthine) ; e Propriétés générales des autres composés :

e PreserVision Eye Vitamins AREDS 2Formula
Soft Gels® (Bausch + Lomb, Madison, NJ) ;
e Lipotriad Visionary® (Lipotriad LLC, Edison, NJ)

protection de I'EPR contre la photo-

e oligoéléments (zn, Cu) ; oxydation et le stress oxydant

e AGPl w3 : EPA et DHA.

e Filtration de la lumiere bleue responsable
de la toxification de I'A2E et réduction de

g AnC114
norbixinell4 I'A2E dans les cellules de I'EPR o Détoxification de I'A2E
(Macuneos®) e Activation de défense antioxydante . Acti{vité antioxydante et anti-inflammatoire
enzymatique supposée (via la voie Phase IIb (étude en cours)
Keap1/Nrf2/ARE)
peroxydase de raifort Correspond a une source exogéne. Dégradation enzymatique de I'A2E (constitutif de la lipofuscine) présent
(ou Horseradish Peroxidase (HRP))'1® dans I'EPR
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Les études AREDS2 ont abouti a la commercialisation d'un mélange de compléments alimentaires. Malgré des résultats positifs sur la

prévention et la protection contre la DMLA, cette supplémentation comporte certaines limites.!'3 En effet, les patients avaient déja recu une

supplémentation multivitaminique avant de participer a I'étude AREDS2. De plus, durant cette derniére, ils recevaient une alimentation équilibrée et

adaptée, qui pouvait également avoir des conséquences sur les résultats de |'étude.

Autres molécules testées Phase Il ou Il pour la DMLA

OHOHO

O
Eﬁ@ el

brimonidine

mmocycllne tandospirone (AL-8309B)

Molécules

Mode d'action et essais cliniques

brimonidinel®

minocycline'®

AL-8309B 1%/

lampalizumab?®
(fragment de liaison antigéne)
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Neuroprotection (effet sur des récepteurs synaptiques) ; phase Il (étude en cours)

Neuroprotection (inhibition de caspase) ; phase Il (étude en cours)

Evaluation de la diminution de la dystrophie maculaire ; phase Ill (étude terminée, traitement inefficace)

Inhibition du facteur D intervenant dans la cascade du complément, impliquée dans la pathogénese de
I'atrophie géographique; en phase Il (étude en cours)
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Axe 2 : thérapie génique

Description Phase d'avancement
StarGen™

Vecteur lentivirus comportant le géne ABCA4 et pouvant ainsi

le libérer dans les cellules pour remplacer le géne défectueux Phase I/Il (étude en cours)

responsable de la maladie de Stargardt®>

AAV2.sCD59
Inhibition d'un complexe (par le facteur CD59) responsable de

la perte d'intégrité membranaire pour la forme seche de la Phase | (étude en cours)
DMLA?®

Axe 3 : Transplantation cellulaire
Description Phase d'avancement
Transplantation subrétinale de cellules souches embryonnaires
humaines dérivées en EPR
(correspond aux "human embryonic stemCells-derived RPE" Phase I/Il (étude en cours)
(hESC-RPE)!18

Transplantation de cellules souches pluripotentes induites
(correspond aux "induced pluripotent stem cells" (iPSCs))18 Phase | (étude en cours)

Tableau 5 : Récapitulatif des traitements thérapeutiques précédemment étudié ou en cours d'évaluation (liste non exhaustive).
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Pour conclure, ce tableau récapitulatif des différents traitements en cours de
développement met en évidence les différentes cibles thérapeutiques. En effet, il est important de
réduire les mécanismes physiopathologiques intervenant dans ces maladies, notamment
I'accumulation du rétinal tout-trans conduisant a des métabolites délétéres (A2E et autre) par le
biais du stress oxydant et carbonylé. Les 2 derniers dérivés développés dans I'axe
pharmacologique vont d'ailleurs dans cette direction en ayant pour cible le rétinal tout-trans ou la
formation d'A2E. Les composés développés au sein du laboratoire et dans le cadre de ces travaux
de thése s'inscrivent dans I'axe pharmacologique et ont pour objectif de limiter les mécanismes
physiopathologiques impliqués dans les dégénérescences maculaires. Ainsi, des dérivés
polyphénoliques appelés lipophénols ont été développés pour leur double action anti stress

oxydant et carbonylé.
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Partie Il - Introduction

Introduction

Dans le cadre de la recherche de traitement de la forme seche de la DMLA et de la maladie
de Stargardt, des composés de type "lipophénolique" ont été synthétisés et développés au sein du
laboratoire afin de combattre a la fois les stress oxydant et carbonylé observés dans la
physiopathologie de la dégénérescence maculaire. La définition chimique d'un composé
lipophénolique, ou lipophénol, correspond a un composé pouvant étre divisé en deux parties : une
partie polyphénolique et lipidique, toutes deux liées par une liaison chimique covalente pouvant
correspondre a une liaison éther, ester, amide ou carbone-carbone. Ces composés peuvent étre
naturellement présents dans les plantes ou obtenus de maniére synthétique. Dans le cadre de ces
travaux, nous avons travaillé sur le développement d'un lipophénol a base de DHA, acide gras
oméga-3, majoritairement présent dans le tissu rétinien afin de vectoriser le polyphénol au sein
des cellules visuelles. Seul les lipophénols d'origine naturelle ou synthétiqgue composé d'AGPI
oméga-3 et présentant une activité anti-stress oxydant seront donc présentés dans ce chapitre

bibliographique.l*®
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Chapitre L. Les lipophénols ®3 d'origine naturelle et synthétique

[. Intérét des deux composantes d'un lipophénol

Le développement des lipophénols au sein du laboratoire est basé sur des travaux
préliminaires?® montrant I'intérét des deux composantes au sein d'une méme molécule, la partie
lipidique et la partie polyphénolique. Les composés correspondant a des polyphénols couplés a
des AGPloméga-3 ont fait I'objet d’une recherche bibliographique et seront rapportés dans ce
paragraphe. Les AGPl oméga-3 présentent des effets bénéfiques sur la santé,*?! les plus communs
des AGPI étant l'acide a-linolénique (ALA, C18:3), l'acide eicosapentaenoique (EPA, C20:5) et
I'acide docosahexaeénoique (DHA, C22:6) (Figure 25).

VW002H

ALA (C18:3, ©3)

CO,H

EPA (C20:5, »3) DHA (C22:6, ©3)

Figure 25 : AGPl oméga-3 : l'acide a-linolénique (ALA, C18:3), I'acide eicosapentaenoique (EPA,
C20:5) et I'acide docosahexaenoique (DHA, C22:6).
Chez 'homme, I'ALA est qualifié "d'acide gras essentiel", composé indispensable a I'organisme, ce
dernier n'étant pas capable de le synthétiser, il doit étre apporté par I'alimentation. L'organisme
est alors capable de le transformer en EPA ou DHA mais en faible proportion, c'est pourquoi ces
derniers doivent également étre apportés par l'alimentation. lls présentent également plusieurs
intéréts thérapeutiques, notamment dans la réduction de l'inflammation, et peuvent diminuer les
risques de maladies chroniques comme le cancer, |'arthrose ou les maladies cardiaques. De plus,
ils sont impliqués dans les fonctions cognitives'?? (neurotransmission, diminution de la neuro-
inflammation, ...) du fait de leur concentration importante dans le tissu cérébral. Le DHA

notamment joue un réle central dans la constitution de la rétine et les fonctions rétiniennes.”

Nous pouvons supposer que les avantages du couplage entre ces deux composantes
peuvent étre multiples. En effet, le couplage entre un composé polyphénolique hydrophile et un
AGPI oméga-3 permettrait d'augmenter la lipophilie du polyphénol, et d'améliorer sa pénétration
dans les cellules ainsi que sa biodisponibilité. En outre, la conjugaison avec un AGPI permettrait

d'améliorer la solubilité dans le sang grace a la capacité de liaison des lipides avec I'albumine du
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sérum humain.'?3 La vectorisation des lipophénols pourrait également étre favorisée au niveau de
tissus spécifiques, tels que la rétine ou le cerveau, dans lesquels le DHA et I'EPA s'accumulent et
sont naturellement présents en concentration importante.'?> 124 Malheureusement, I'inconvénient
majeur des AGPI reste leur susceptibilité a I'oxydation, notamment au mécanisme de peroxydation
lipidique (partie |, chapitre |, paragraphe 11.2.2.). Leur liaison avec un composé polyphénolique,
dont le potentiel antioxydant important a déja été détaillée dans la partie | (chapitre I,
paragraphel.3.2.), permettrait de limiter la peroxydation lipidique de I'AGPI et ainsi d'éviter la
formation des métabolites délétéres d'oxydation des lipides. De plus, |'estérification de dérivés
polyphénoliques avec un AGPI serait également une alternative pour masquer leur fonction
hydroxyle, permettant ainsi de réduire leur biotransformation et leur élimination. En outre, la
présence d'un AGPI conjugué contribuerait a lI'amélioration des propriétés antioxydantes du
polyphénol dans un milieu lipidique dans lequel il serait plus soluble. Selon la pathologie étudiée,
un effet synergique entre I'AGPI et le lipophénol pourrait étre observé. Dans ce cas, la partie
lipidique du lipophénol permettrait non seulement la libération de ce dernier dans les tissus ciblés
mais posséderait également une activité propre a celle des AGPI oméga-3 (incluant l'activité de

leurs métabolites).

[I. Lipophénols ®3 naturels et synthétiques : potentiels antioxydants

La plupart des lipophénols ®3 que I'on trouve dans la littérature ont été développés pour
deux principales raison : (1) pour augmenter |'effet de conservation des matrices alimentaires
lipidiques contre I'oxydation ;1200 125> (2) pour augmenter la faible perméabilité cellulaire des
polyphénols, mais également leur faible solubilité et biodisponibilité (mises en évidence dans le
domaine dermocosmétique, nutritionnel ou pour des applications thérapeutiques). Plusieurs types
de tests ont été décrits pour évaluer la capacité antioxydante d'un lipophénol, permettant parfois
de la comparer au polyphénol de départ. Cependant, il n'existe pas a ce jour de lipophénols

étudiés et développés pour réduire le stress carbonylé, a I'exception des travaux du laboratoire.

[I.1. Descriptions succinctes des tests d'évaluation de la capacité antioxydante des
lipophénols ®3

De nombreux tests in vitro (en tube a essais ou sur des cellules, Tableau 6) sont disponibles
pour détecter, quantifier et comparer les activités antioxydantes et la capacité de certains

composés a protéger un substrat de |'oxydation. Malheureusement aucun de ces tests n'est
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universel. Les résultats obtenus par ces différents tests ne vont pas dépendre uniquement de
I'activité directe du composé phénolique étudié, mais de plusieurs parametres qui sont a prendre
en considération lors de la comparaison des activités antioxydantes de différents composés. En
effet, la capacité antioxydante d'un polyphénol ou d'un lipophénol dépendra également de sa
solubilité, celle du substrat a protéger de |'oxydation, et donc de la nature lipophile ou hydrophile
du milieu utilisé pour réaliser les essais. Ainsi, la comparaison des capacités antioxydantes
obtenues par deux méthodes différentes, seront difficilement comparables.?® Plusieurs tests sont
rapportés dans la littérature pour évaluer les capacités antioxydantes des lipophénols et sont

présentés dans le Tableau 6.
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Test In vitro sans cellule

= Z “ <
ow NN N
| A N [ N
N __N B-caroténe

OH /N\3*Fe//
O,N NO, oH O:I/S\ S N:<N NI B N/ \N z |
©\ i f\ o =N s 5o | AN N/)\E\'j S /\WW/\/C%H
N SN 22N
N~ ‘ N (0o} P _ s _ . CO,Me
NO, HO N/)\SH ) acide linoléique (LA) W\/\/\/\/ 2
DPPH acide thiobarbiturique ABTS Fe**(TPTZ), Svsts tene linoléat linoléate de méthyle
(TBARS) (FRAP) (Systéme f-caroténe linoléate) (Auto-oxydation)
Type de test ‘ Méthode d'analyse (quelques exemples)
DPPH 1) Evaluation par résonance paramagnétique électronique (RPE) de la formation des radicaux libres
S . (électrons célibataires), via la mesure d'un signal dont l'intensité est proportionnelle a leur formation.
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)
Initiateur de radicaux 2) Mesure de I'absorbance du DPPH (a 517 nm).*?’

Mesure de |'absorbance (532-535 nm)ou d'intensité de fluorescence (excitation a 532 nm et émission a 554
nm) du composé issu de la condensation entre I'acide thiobarbiturique et le MDA.?® Le MDA peut étre formé
lors de la peroxydation lipidique et correspond a une "substance réagissant" avec le TBA.

TBARS (thiobarbituric acid reactive substances)

ABTS
(acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique)

Mesure de I'absorbance du radical ABTS"* (a 734 nm). Le terme de TEAC (Trolox equivalent antioxidant
capacity) peut étre employé pour cette mesure, lorsque le trolox est pris comme standard.'?’

Suivi colorimétrique de la réduction du complexe Fe**(TPTZ); (tripyridyltriazine) incolore en complexe

_ ) FRAI? ) Fe?*(TPTZ), bleu (absorbance a 593 nm) réalisé a pH faibles. Cela correspond a une mesure de la capacité
(ferric reducing antioxidant power) réductrice de I'antioxydant (proportionnelle a la quantité de complexe (Fe?*-TPTZ) formée).'?°
. . Mélange d'acide linoléique et de B-caroténe. Mesure de I'absorbance (a 470 nm) du B-carotene, diminuée
Systéme B-caroténe lorsque ce dernier est dégradé par oxydation thermique du mélange, entrainant une peroxydation lipidique
linoléate du LA 1200
Auto-oxydation du linoléate de méthyle Mesure de la formation des peroxydes formés aprés oxydation lipidique (via une méthode iodométrique).**°
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Test en culture cellulaire

Type de test

Formule chimique Méthode d'analyse (quelques exemples)

CAA (cellular antioxidant activity)

CLPAA (cellular lipid peroxidation antioxidant
activity)

DCFH/DCF (2',7'-Dichlorofluorescine)

I COOH I COOH

al i o ox © O \ c  Mesure de l'intensité de fluorescence de la sonde, proportionnelle a
Ho O o O oH ~ o ° o laprésence d'EOR (réaction avec la sonde, cette derniére ayant au
bCFH préalable traversé la membrane cellulaire).**!

pas fluorescent DCE

fluorescent

C11-BODIPY>#Y/% (bore-dipyrométhéne)

Mesure d'une intensité de fluorescence grace a la sonde, cette
derniere s'incorporant dans les membranes cellulaires. La mesure
obtenue est proportionnelle au mécanisme de peroxydation
lipidique s'effectuant dans la membrane des cellules.3!

Tableau 6 : Les différents tests utilisés dans la littérature pour évaluer les capacités antioxydantes d'un lipophénol.
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Les tests effectués in vitro mais sans la présence de cellule ne permettent
malheureusement pas de prendre en compte I'éventuel clivage enzymatique de la liaison (souvent
de type ester) entre le polyphénol et I'AGPI, pouvant étre a l'origine d'un rétablissement ou d'une

augmentation de I'activité antioxydante par la libération d'une fonction polyphénolique.

[1.2. Lipophénols w3présentant une capacité antioxydante

L'activité antioxydante des lipophénols est trés souvent comparée a celle des polyphénols
non couplés a I'AGPI, et souvent évaluée via un test de piégeage de radicaux initiés par le DPPH.
Tous les lipophénols oméga-3 rapportés dans la littérature montrent une activité antioxydante,
mise en évidence par le test de piégeage des radicaux avec le DPPH.1200.125,127,1293,132 || n'y 3 pour
I'instant, pas de corrélation concrete entre l'introduction de la partie lipidique et I'augmentation
ou la diminution de la capacité de piégeage des radicaux de la partie polyphénolique. Les
différentes activités antioxydantes des lipophénols mises en évidence vont dépendre de son
caractére lipophile (important pour le test utilisé), de la nature de I'AGPI et du polyphénol, mais

également de la position de |'accrochage du lipide.
I1.2.1. Activité des lipophénols d'origine synthétique

Les évaluations des capacités antioxydantes de plusieurs lipophénols, obtenus de maniere

synthétique, sont rapportées dans la littérature.

D'aprés les travaux de Zhong et al.'3%2 les lipophénols composés d'EGCG tétra esters d'EPA
ou de DHA 1 (Schéma 39), obtenus aprés couplage avec un chlorure d'acide gras suivi d'une
séparation par HPLC-préparative (high performance liquid chromatography), possédent une
meilleure activité antioxydante dans le test au DPPH, comparé a I'EGCG libre. Les auteurs
suggerent que la partie lipidique du lipophénol lui confére un caractere lipophile plus important,
améliorant I'accessibilité au radical lipophile DPPH comparé au flavonoide libre plus hydrophile. De
plus, il est également suggéré que l'acylation des positions 3', 5', 3" et 5" pourrait réduire la
densité électronique de la liaison oxygene/hydrogéne des hydroxyles en positions 4' et 4",
permettant ainsi d'augmenter la capacité de piégeage des radicaux libres au niveau de ces

positions.
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0
1) Couplage Cl)kAGPI

2) Séparation sur HPLC-préparative

polyphénol initial: EGCG

Schéma 39 :EGCG tétra esters d'EPA ou de DHA d'origine synthétique et évalués lors du test
DPPH.1322

A l'inverse, la quercétine (penta, tetra, et tri) couplée a I'ALA par une liaison ester'?’ 2
(Schéma 40) (obtenu aprés couplage avec le chlorure d'AGPI et purification), présentent une
activité antioxydante moins importante comparée a la quercétine libre, dans les tests DPPH (ICsp :
4,72 pg.ml™t pour la quercétine contre 107,26 ug.ml™ pour les triesters) et ABTS (TEAC :1930
mg.g~! pour la quercétine contre 1,33 mg.g™! pour les triesters). Cependant, les triesters pour
lesquels I'hydroxyle en positions 5 et 3 sont libres présentent une meilleure activité antioxydante
que le penta-ester présentant uniquement I'hydroxyle en position 5 libre. Ce travail met en
évidence l'importance de la présence de la fonction hydroxyle libre (ici en position 3) afin de
conserver une activité antioxydante. Il est également présenté dans ce travail que l'activité

antioxydante des AGPI couplés a la quercétine augmente avec le nombre d'insaturation de I'AGPI.

OH o OR
oH 1) Couplage CI)J\ALA RO O © g OR

2) Séparation sur colonne

5 3 OR
OH O OR O o
olyphénol initial: quercétine 2
polyp q n o )kALA

Schéma 40 : Quercétines penta, tetra, et triesters d'ALA d'origine synthétique et évaluées lors
des tests DPPH et ABTS.'?’

De maniere similaire, le DHCA (acide dihydrocaféique) libre présente une meilleure
capacité antioxydante (62%), dans le test de piégeage des radicaux DPPH, comparé a celle de son

conjugué lipidique (19%, ALA-acyle glycérol 3, Schéma 41).13%® Ce dernier est obtenu via une
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transéstérification catalysée par une lipase en présence du DHCA et du triacyle glycérol d'ALA

provenant d'huile de lin.

RO
ro-|
RO

(0]

triacyle glycérol
HOWOH (huile de lin) o o i
Novozym 435 (o) _

HO (lipase) W R= ALA
polyphénol initial: DHCA RO

Schéma 41 : DHCA lipidique ALA-acyle glycérol d'origine synthétique et évalué lors du test
DPPH.132b

Une observation comparable est rapportée par Mbatia et al.1?> avec les dérivés (Schéma
42) ALA, EPA et DHA esters de vanilline 7, pour lesquels la capacité de piégeage des radicaux dans
le test DPPH est plus faible comparée a l'alcool vanillique libre. Une augmentation importante de
I'hydrophobicité pourrait impacter la solubilité des AGPI ester de vanilline dans le milieu utilisé
pour ce test. Similairement avec les dérives AGP| (Schéma 42) de la rutine 4, de la phloridzine 5 et
de l'isoquercitrine 6, des composés présentant I'AGPI lié a la partie carbohydrate (n'étant pas
considérée comme une partie importante de la molécule pour la capacité antioxydante), seuls les
AGPI esters de la rutine 4 présentent une activité antioxydante similaire!?> ou légérement plus
faible'?% dans le test DPPH. Les activités antioxydantes des AGPI (ALA, EPA et DHA) esters de la
phloridzine 5 et l'isoquercitrine6 (Schéma 42), mises en évidence avec les tests DPPH et FRAP sont
quant a elles moins élevées que celles des polyphénols libres correspondant.'?® Selon les auteurs,
cet effet pourrait étre attribué a la géne stérique occasionné par I'AGPI puisque le nombre de

doubles liaisons semble avoir un impact sur I'évolution de la capacité antioxydante.
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RO
OH © °© 0
OH 5
(phloridzine)

0 L
-

D/\OR R = )kAGF,l DHA
HO

(polyphénol initial entre parenthése)

7

(isoquércitrine) (alcool vanilline)

Synthése générale des quatre dérivés polyphénoliques:

. Novozym 435
polyphénol 4 AGPI —y> lipophénol
(lipase)

Schéma 42 : Lipophénols d'origine synthétique et évalué lors du test DPPH (composés 4, 5, 6 et 7),
FRAP (composés 5 et 6), TBARS (composés 4 et 7), linoléate B-caroténe (composé 4),
huile de tournesol (composé 4).120b, 125

Dans les tests effectués en milieu lipidique, des résultats différents peuvent étre obtenus.
En effet, I'ALA ester de rutine 4 présente une meilleure inhibition de la peroxydation lipidique que
la rutine, similaire a celle du BHT,'?% évaluée dans le systéme linoléate B-caroténe. Cette
limitation est proche de celle obtenue avec le dérivé palmitate ou stéarate de la rutine. Des
résultats comparables sont mis en évidence dans les travaux de Viskupicova et al.,*?®® montrant
gue I'hydrophobicité a un impact sur la capacité antioxydante des dérivés lipophiles de la rutine 4
dans des systémes lipidiques alimentaires (huile de tournesol) : une meilleure protection est
observée pour des acides gras a longue chaine (C16 a C18) comparé a ceux possédant une chaine
plus courte (C4 a C10) (non représentés sur le Schéma 42). Dans ce cas, le nombre d'insaturation

pour les AG de chaine C18 ne présente aucune influence sur l'activité.

En fonction de la matrice lipidique utilisée pour mettre en ceuvre le test antioxydant , les

résultats peuvent différer : lors du test de protection de |'oxydation d'acyles glycérols enrichis en
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AGPI dans un milieu lipophile (émulsion d'huile de poisson) évalué via le test TBARS, les AGPI
esters de rutine 4 présentent cette fois une capacité antioxydante inférieure a celle du BHT mais

supérieure a celle de a-tocophérol lipidique.'®

Tous ces dérivés sont obtenus par réaction de la lipase Novozym 435 en présence du

polyphénol et de I'AGPI.
I1.2.2. Activité des lipophénols d'origine naturelle

D'apres la littérature, certains lipophénols d'origine naturelle ont également été évalués

pour leur capacité antioxydante (Figure 26).

Le linolénate de Z-p-coumaryle 8, isolé au niveau des épluchures de pomme (de type annurca),
présente une activité antioxydante similaire (50%) comparé a son analogue linoléate concernant

l'inhibition de peroxyde dans le test d'auto-oxydation du linoléate de méthyle.1302

Hom i
N N N N NN (e11 )
8

Z-p-coumaryl linolenate

Figure 26 : Lipophénol d'origine naturelle présentant une activité antioxydante dans le test
d'auto-oxydation du linoléate de méthyle.1303

L'EPA chromone 9, isolé d'une algue brune (Zonaria spiralis), et dont la synthése totale a
été décrite par Mohamed et al. en 5 étapes a partir de L'EPA ester d'éthyle (Schéma 43), protege
des cellules HepG2 contre la peroxydation lipidique (test CLPAA), et contre les EOR (test CAA).%3?
Son activité est similaire a celle de la quercétine dans le test CLPAA (respectivement ICso : 14 and

10 uM) mais moins importante dans le test CAA (respectivement ICsp :160 and 71uM).
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RO OR

N
(o ==\_""—\_—\ 1)DIBAL-H, 97% N e a n-BuLi 0 R=MOM
"~/ 2)LDA, TMSCHN,, 58% AN 60% OR

EPA ester d'éthyle

1) MnO,, CH,Cl,, 88%

2) HCI, EtOH

HO R
3) K,CO3, acetone, 49%

9

chromone

(C19:5)

Schéma 43 : Synthese totale du chromone 9, isolé de Zonaria spiralis, et présentant des activités
antioxydantes dans les tests CLPAA et CAA.13!

[1.2.3. Conclusion et observation sur I'activité antioxydante des lipophénols w3

La plupart des résultats obtenus avec le test DPPH montrent une baisse de la capacité de
piégeage des radicaux libres du lipophénol comparé au polyphénol libre. Cependant, différentes
expériences effectuées sur des suspensions microsomales, dans des systemes d'émulsion
semblent contredire cette observation. En effet, la capacité antioxydante du lipophénol comparé
au polyphénol libre parait étre maintenue, et voire meilleure dans un systeme biologique ou dans
un milieu alimentaire. Des tests in vitro et cellulaires spécifiques sont nécessaires pour répondre
totalement a l'interrogation portant sur l'activité antioxydante des lipophénols, et doivent étre

choisis en fonction du domaine d'application visé.

L'intérét de I'utilisation des lipophénols a des fins thérapeutiques réside dans la
combinaison des capacités antioxydante de la partie polyphénolique et lipidique, la potentielle
amélioration de la biodisponibilité du polyphénol couplé a un AGPI, et la synergie d'action entre
les deux molécules. Dans le cadre de notre étude visant a développer des molécules actives contre
les stress oxydant et carbonylé dans les pathologies rétiniennes, des lipophénols ont été
préalablement synthétisés au sein du laboratoire. Leurs évaluations in vitro et in vivo ont permis

d'identifier le phloroglucinol-OiPr-ODHA comme molécule d'intérét.
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Chapitre II. Utilisation de lipophénols contre les stress oxydant et
carbonylé, dans le cadre des maladies rétiniennes

[. Résultats précédents de 1'équipe: activité du phloroglucinol, partie

polyphénoligue du lipophénol

La capacité antioxydante des polyphénols®® 133 et leur capacité a piéger des espéces
carbonylés électrophiles toxiques (potentiel anti-stress carbonylé) sont deux propriétés justifiant
leur développement dans le cadre des maladies rétiniennes. Un polyphénol de la famille des
phlorotanins, le phloroglucinol a précédemment été sélectionné au sein du laboratoire, pour son

134 mais également pour son activité contre la neurodégénérescence. En

activité antioxydante,
effet, le phloroglucinol, en plus de son activité antioxydante a également été décrit pour atténuer
des déficits au niveau des fonctions motrices et cognitives sur des animaux modeles des maladies

de Parkinson et Alzheimer.13°

De plus, sa capacité anti-stresseur carbonylé a également été mise
en évidence en condition physiologique, notamment au niveau des composés a-dicarbonylés
(methylglyoxal)®” et du piégeage des aldéhydes a,B-insaturés(comme le 4-HNE (4-hydroxynonénal)
ou l'acroléine)’! (partie |, chapitre |, paragraphe 3.2.1. et 2.). Cette double activité en fait donc un
candidat de choix pour réduire les stress oxydant et carbonylé dans les pathologies rétiniennes.

Cependant, a cause de sa faible biodisponibilité, un dérivé lipophénolique a di étre développé au

sein du laboratoire afin d'augmenter son activité.

La biodisponibilité de certains polyphénols au sein du tissu rétinien a été évaluée grace a
des tests de perméabilité in vitro.*3® Liu et al. décrivent un modéle utilisé permettant de mimer la
barriere hémato-rétinienne (BHR), correspondant a la combinaison de cellules de I'EPR (lignée
ARPE-19) cultivées sur une plaque comportant un polymére perméable. La BHR présente une
meilleure perméabilité pour les acides phénoliques (acides gallique et coumarique), de que pour
les flavonoides (lutéoline, quercétine, epi-catéchine), et méme, les anthocyanines. Le

phloroglucinol n'a pas été testé dans cette étude.
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[.1. Propriété anti-stress carbonylé du phloroglucinol in vitro dans un systéme sans
cellule

.1.1. Capacité anti-stress carbonylé du phloroglucinol mise en évidence lors des

travaux préliminaires

Le phloroglucinol posséde une capacité anti-stress carbonylé contre le rétinal tout-trans*
(Schéma 44). Comme présenté dans la partie | (chapitre Il, paragraphel.2.3.) de ce manuscrit, ce
dernier s'accumule de maniere anormale, de facon chronique ou aiglie dans le cadre des
rétinopathies visées, la forme séche de la DMLA et la maladie de Stargardt, et conduit a la

formation d'A2E toxique aprés photo-oxydation.

OH

\»

(Sans cellule) OH
AcOH o
P by /
NN HO OH EtOH, t.a., 24h Z N N
41% p-o OH
%(—J phloroglucinol
2H-chroméne
R
Mécanisme proposé pour la formation du 2H-chroméne:
P
=0 H, H

OH OH &
0o
OH e /) OH -H,0
—_— R / — R / R e =z —_— =
H - - & -
R—F R
OH HO OH HO OH 0 OH Q OH o OH
H

2H-chromeéne

Structures de types chroménes alternatives, n'ayant pas été isolées:

OH
R OH B OH
fﬁ@ Y N L
(o) OH R = R7%o o \R}

4H-chromene Di-adduit asymétrique Di-adduit symétrique

Schéma 44 : Mise en évidence de l'activité anti-stress carbonylé du phloroglucinol contre le
rétinal tout-trans a travers la formation du 2H-chroméne.*

Cette capacité de piégeage du rétinal tout-trans a été mise en évidence en incubant ce
dernier en présence d'1 éq. de phloroglucinol a température ambiante, dans I'éthanol acidifié par
de I'acide acétique. La formation du 2H-chromeéne, produit de condensation du rétinal tout-trans
et du phloroglucinol, est observée aprés 24 h de réaction. Ce dernier est obtenu via une C-addition
1,2 du carbone libre, présent sur le motif résorcinol du phloroglucinol, sur le rétinal tout-trans
suivi d'une O-addition intramoléculaire sur la double liaison du benzyle alcool allylique. Le produit
secondaire correspondant au régioisomere 4H-chroméne n'est pas observé dans ces conditions,

probablement d( a I'encombrement stérique du carbone en position B de la double liaison évitant
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ainsi I'addition 1,4 de type Michaél. De plus, le 2H-chroméne présente également un motif
résorcinol, lui permettant en théorie de pouvoir réagir avec une autre molécule de rétinal tout-

trans. Cependant, aucun di-adduit symétrique ou asymétrique n'est isolé dans ces conditions.
[.1.2. Inhibition de la formation de I'A2E dans un systeme sans cellule

Le bis-rétinoide A2E, principal constituant de la lipofuscine, est un composé caractéristique
des maladies rétiniennes évoquées. Son accumulation importante suivie et sa photo-oxydation
conduit a la formation de dérivés toxiques entrainant la dégénérescence de I'EPR (partie |, chapitre
Il, paragraphe 1.2.3.). Cet A2E est formé physiologiquement a partir du rétinal tout-trans en
présence d'une molécule de phosphatidyléthanolamine ou éthanolamine®®’ (Schéma 45). La
premiéere étape correspond a une réaction de type stress-carbonylé entre le rétinal tout-trans et
une molécule de phosphatidyléthanolamine conduisant a la molécule 10 issu de cette
condensation. Ensuite, I'équilibre tautomérique permet la formation de la N-ret-PE 11 (si R=
phospholipide), suivi d'une deuxiéme condensation avec le rétinal tout-trans conduisant a
I'ammonium 12. Une réaction de type Diels-Alder (cycloaddition [4+2]) permet de former I'adduit

13, dont I'oxydation et I'hydrolyse (effectuée au cours de la phagocytose) conduit a I'A2E.

OR Equilibre
_0 HN"T _ tautomérique
NN -z . N NS
R=H Y
H*/\L

ou

rétinal tout-trans hospholipi
phospholipide OR OR

(phosphatidyle) 11

10

N-ret-PE R = phospholipide
(phosphatidyle)

rétinal tout-trans

1) Oxydation

-H*-2e
Y., (en A2PE si
N N R= phosphol|p|de) Diels-Alder
= 1 2) Hydrolyse

cycloaddition

si R=phospholipide [4+2]
=
=
=
di-rétinoide-pyridinium-éthanolamine
(A2E) 13 12

Schéma 45 : Mécanisme de formation de I'A2E a partir du rétinal tout-trans.*3”
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Ce mécanisme de formation permet de mettre en évidence les étapes nécessaires a la formation
de I'A2E, nécessitant I'action de deux molécules de rétinal tout-trans. Le piégeage de ce dernier,
lorsqu'il est présent en exces, par une molécule exogene pourrait ainsi limiter la formation de
I'A2E. De ce fait, des expériences de compétition in vitro, sans présence de cellules ont été
menées’3 pour étudier la capacité de piégeage du rétinal tout-trans par le phloroglucinol en

présence d'éthanolamine (Schéma 46).

OH
CJ 10
NN
OH fiye] OH
(Sans cellule) 2H-chromeéne
pr o T /@ + ~_OH AcOH
ZN Y HO OH HN _— +
EtOH, t.a., 2j

rétinal tout-trans phloroglucinol ethanolamine

di-rétinoide-pyridinium-éthanolamine
(A2E)

Schéma 46: Compétition du piégeage du rétinal tout-trans par le phloroglucinol ou
I'éthanolamine’?

Equivalent de

2H-chromeéne

i | 1o | rine | morogng | (moyemesaty | ™"
tout-trans yenne £ SEM) (moyenne + SEM)
1 1 1 0 1833 +303 0
2 1 1 1 49 + 19 10+4
3 1 1 2 817 318 £ 25

Tableau 7 : Résultats de compétition du piégeage du rétinal tout-trans par le phloroglucinol et
I'éthanolamine, obtenus par quantifications’® de I'A2E et du 2H-chroméne par HPLC-UV

Les résultats obtenus (Tableau 7) ont montré une réduction de la synthese d'A2E en
présence d'l ou 2 éq. de phloroglucinol. Les auteurs suggerent que la fonction carbonyle
électrophile du rétinal tout-trans est préférentiellement attaquée par le phloroglucinol comparé a

I'éthanolamine, conduisant a une réduction significative de la production d'A2E durant ces essais.
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[.2. Propriétés protectrices contre les stress oxydant et carbonylé du phloroglucinol sur
les cultures primaires d'EPR et de photorécepteurs

Les propriétés protectrices du phloroglucinol ont été évaluées sur des cellules de I'EPR ou
de photorécepteurs, issu de cultures primaires de rat.”® Ces cultures sont dites primaires car elles
proviennent directement d'un tissu, obtenu aprés sacrifice de I'animal. Plusieurs types de test ont
été effectués pour mettre en évidence les propriétés protectrices du phloroglucinol en présence

d'un stresseur carbonylé ou oxydant.”3

[.2.1. Limitation par le phloroglucinol de la cytotoxicité induite par un stresseur

carbonylé et oxydant en culture primaire

L'effet de la pré-incubation du phloroglucinol sur les cultures primaires de I'EPR, suivi de
I'incubation des stresseurs chimiques, soit le rétinal tout-trans (atRAL, stresseur carbonylé), soit le
peroxyde d'hydrogene (H20,, stresseur oxydant), a été évalué grace a un test de survie cellulaire
(MTT : bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium) (Figure 27).
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Figure 27 : Evaluation de I'effet protecteur du phloroglucinol : incubation des cultures primaires
d'EPR avec le phloroglucinol a) sans stresseur chimique, b) avec H.0; (450 uM), c) avec
le rétinal tout-trans (atRAL) (50uM).”3
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En présence de rétinal tout-trans (50 uM, Figure 27, b), la survie cellulaire passe de 49 + 9%
(sans phloroglucinol) a 70 + 7% lorsque les cellules ont été pré-incubées avec 5 pg/ml (40 uM) de
phloroglucinol (Figure 27, b). Avec le traitement en présence H,0; (450 uM, Figure 27, c), la survie
cellulaire passe de 45 = 10 % (sans phloroglucinol) a 76 + 16 % avec la méme incubation de
phloroglucinol des cellules. Ainsi, la pré-incubation des cultures primaires de I'EPR par le
phloroglucinol a permis une protection contre le rétinal tout-trans (atRAL) et H.O; avec une

efficacité du méme ordre de grandeur.

De plus, l'effet du phloroglucinol en présence de rétinal tout-trans (atRAL) sur des cultures
primaires de photorécepteurs cette fois-ci, a été également évalué grace a un test de survie
cellulaire (Figure 28).
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Figure 28 : Evaluation de I'effet protecteur du phloroglucinol : incubation des cultures primaires
de photorécepteurs avec le phloroglucinol et le rétinal tout-trans (atRAL a 25, 50 et 75
HM)-73

Le phloroglucinol montre un effet protecteur et ce pour plusieurs concentrations en rétinal
tout-trans, jusqu'a 100 uM. La protection des photorécepteurs a également été mise en évidence
via la conservation des cellules de rhodopsine (la rhodopsine-IR* (immunoréactivité)) évaluée par

immunofluorescence.

Pour conclure, le phloroglucinol a montré dans cette étude un effet protecteur contre le
stress oxydant (H203). De plus, il a montré une protection contre le rétinal tout-trans (atRAL) non

seulement au niveau des cultures primaires de I'EPR mais également sur les photorécepteurs.
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[.2.2. Activité anti-stress oxydant et carbonylé du phloroglucinol en culture

primaire

[.2.2.1. Limitation des EOR induites par H202

La capacité du phloroglucinol a piéger les EOR a été évaluée grace a une sonde
fluorescente, le DCFDA (2',7'-dichlorofluorescine diacetate, Tableau 6), permettant de quantifier la

formation d'EOR (Figure 29) au sein des cultures primaires de I'EPR.
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Figure 29 : Limitation de la production des EOR par le phloroglucinol : incubation des cultures
primaires d'EPR avec le phloroglucinol (50 pug/ml) et le rétinal tout-trans (atRAL) (25 uM)
puis mesure de l'intensité de fluorescence de la sonde DCFDA.”3

L'incubation des cellules en présence de rétinal tout-trans (atRAL a 25 uM) montre une
augmentation significative de la formation d'EOR (intensité de fluorescence plus élevée) dans ces
conditions, comparé aux cellules non traitées. L'incubation avec le phloroglucinol (50 pug/ml) et le
rétinal tout-trans (atRAL) montre une diminution de l'intensité de fluorescence associée a une

réduction de la formation d'EOR.
[.2.2.1. Réduction des concentrations en rétinal tout-trans

Les cultures primaires de I'EPR ont été traitées par le rétinal tout-trans (atRAL a 25 uM),
avec ou sans incubation du phloroglucinol (50 pug/ml) (Figure 30). Le rétinal tout-trans libre est
ensuite analysé et quantifié dans le milieu de culture et le lysat cellulaire par HPLC afin d'évaluer

sa disparition en présence du phloroglucinol.
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Figure 30 : Piégeage du rétinal tout-trans (atRAL) : incubation des cultures primaires d'EPR avec le
rétinal tout-trans (atRAL) (25 uM) (rectangles gris) ou co-incubation avec le
phloroglucinol (50 pg/ml) (rectangles noirs) suivi de la quantification du rétinal tout-
trans (atRAL) libre par HPLC-UV dans le milieu de culture (a gauche) et le lysa cellulaire
(a droite).”

Les données montrent clairement une diminution du rétinal tout-trans libre dans les deux
échantillons analysés en présence du phloroglucinol. Un contrdle avec une co-incubation du
rétinal tout-trans avec le phloroglucinol dans le milieu de culture, sans cellule a également été
effectué. Ce dernier ne montre aucun piégeage du rétinal tout-trans, sous entendant que la
présence des cellules est indispensable pour le piégeage, faisant probablement intervenir un
compartiment intracellulaire a identifier et présentant un pH acide (nécessaire pour le piégeage,

comme mis en évidence dans la partie Il, chapitre 1,1.1.1.).

Malgré des résultats in vitro encourageant le phloroglucinol présente des limitations dans
le traitement de ces maladies de par sa faible solubilit¢ en milieu lipidique et sa pauvre
biodisponibilité. Par analogie avec certains travaux rapportés dans la littérature sur les
polyphénols naturels,120% 1322 138 |es propriétés du phloroglucinol ont pu étre améliorées en
couplant ce dernier avec une partie lipidique, probablement en augmentant sa biodisponibilité et
sa pénétration cellulaire. La conception d'un lipophénol basé sur le motif du phloroglucinol a donc
été développée dans le cadre des maladies rétiniennes visées. Une amélioration de I'efficacité a
également été apportée en éthérifiant les hydroxyles du phloroglucinol afin de moduler Ia

nucléophilie du cycle aromatique.
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II. Mise en évidence d'un lipophénol lead : le phloro-OiPr-ODHA 17

Le choix de la partie lipidique® a coupler au phloroglucinol s'est porté sur un acides gras
polyinsaturé : l'acide docosahexaénoique (DHA, C22:6, w3) (Figure 31). Ce dernier a été choisi

pour plusieurs raisons :

e |l représente 50% des AG présents dans la membrane des photorécepteurs (segments
externes),” ainsi une vectorisation au sein des tissus rétiniens grace aux systémes de
transport du DHA pourrait étre envisageable.

e Une supplémentation en DHA des tissus rétiniens défectueux serait un avantage car ce
dernier est essentiel pour la fonction visuelle comme le montre une étude clinique récente

menée par Sears et coll. sur la forme séche de la DMLA.**°

CO,H

DHA (C22, n-6, »3)

Figure 31 : Structure de I'acide docosahexaénoique (DHA, C22:6, w3).

I1.1. Evaluation in vitro, en lignée cellulaire de 'EPR (ARPE-19), de I'activité protectrice
des lipophénols contre un stresseur carbonylé (rétinal tout-trans)

L'évaluation biologique rapportée* des lipophénols développés (Figure 32) et synthétisés
au sein du laboratoire a été réalisée sur une lignée cellulaire de I'EPR : les ARPE-19 (Tableau 8).
Une lignée cellulaire correspond a une population homogene de cellules, stables apres

des mitoses successives, et ayant en théorie une capacité illimitée de division.

Lors de cette étude une alkylation du phloroglucinol a également été réalisée afin
d'augmenter le caractére nucléophile du phloroglucinol et son potentiel piégeage du rétinal tout-

trans.
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OH
phloroglucinol phloroglucinol-ODHA

15 16

phloroglucinol-OMe-ODHA phloroglucinol-di-OMe-ODHA phloroglucinol-OiPr-ODHA

/ko OH
/ko/ij\o /Ao OH

18 19
phloroglucinol-di-OiPr-ODHA phloroglucinol-OiPr

Figure 32 :Les lipophénols du phloroglucinol synthétisés et testés* sur la lignée cellulaire ARPE-19.

Ces tests in vitro ont été réalisés par évaluation de la survie cellulaire (test MTT) via un
traitement préalable avec le lipophénol (a 10 ou 40 uM), suivi d'un stress carbonylé toxique
caractérisé par un traitement au rétinal tout-trans (noté AtR) (25 uM). Les résultats ont permis de
mettre en évidence l'intérét de I'alkylation et de la liaison a un AGPI, permettant d'augmenter

considérablement la protection vis a vis du rétinal tout-trans.

Survie cellulaire (%) : Cellules non traitées (controles) 100 AtR 29,1+5,4

Essais Composés Survie cellulaire Survie cellulaire
a 10 uM (%) a 40 uM (%)

1 phloroglucinol 35,5+3,3 41,6 9,2

2 14 25,8+3,7 21,9+3,8

3 15 32,6 3,7 449+1,9

4 16 26,5+4,5 26,2+2,5

5 phloroglucinol-OiPr-ODHA 17 432+7,5 66,8 + 8,6

6 18 31,9+1,3 45,7 + 3,3

7 19 30,6 £1,2 32,7+1,8

8 DHA 23,5+2,7 7,3+5,0

9 DHA + 19 29,0+1,7 10£2,6

Tableau 8 : Evaluation de la survie cellulaire : effet protecteur des lipophénols sur la lignée
cellulaire ARPE-19 en présence du rétinal tout-trans (noté AtR) (25 uM).*
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Le traitement des cellules avec 25 uM de rétinal tout-trans toxique ont réduit la survie
cellulaire a environ 40 % par rapport aux cellules contréle non traitées. Le phloroglucinol présente
une faible activité de protection a 40 uM (essai 1), avec un gain de +10 % d'augmentation de
survie cellulaire. L'incorporation d'une seule chaine de DHA sur le motif phloroglucinol (le
phloroglucinol-ODHA n°14, essai 2 ne permet pas d'augmenter la survie cellulaire. L'incorporation
d'une fonction méthyle au niveau d'une position hydroxyle (phloroglucinol-OMe-ODHA n°15, essai
3 ne permet pas d'améliorer I'activité de protection du phloroglucinol. La meilleure protection
(Tableau 8, essai 5), associée a environ 70% de survie cellulaire a 40 uM (augmentation de +30%
par rapport au phloroglucinol) est obtenue pour le phloroglucinol-OiPr-ODHA n°17, possédant un
groupement isopropyle sur une des fonctions phénoliques, et est confirmée par un effet dose-
réponse (Figure 33).

80 - 17 T
70 BAIR - 25 pM T T

60 - '|'

50 -

30 -
20 -
10 -

% of cell survival

0 10uM 20uM 30uM 40uM

Figure 33 : Evaluation de la survie cellulaire : effet protecteur du phloroglucinol-OiPr-ODHA n°17
sur la lignée cellulaire ARPE-19 en présence du rétinal tout-trans (noté AtR) (25 uM).*

Une activité inférieure (essai 6) est obtenue pour le dérivé di-isopropylé, le phloroglucinol-
di-(OiPr)-ODHA n°18, comparé au composél? (Tableau 8, essai 5). Pour valider I'activité du
lipophénol phloroglucinol-OiPr-ODHA n° 17, un mélange de DHA et de phloroglucinol-OiPr n°19
(Tableau 8, essai 7) a été évalué dans les mémes conditions (pré-traitement des cellules). Ce
mélange présente une toxicité tout comme le traitement par le DHA seul (Tableau 8, essais 8),
alors que le phloroglucinol-OiPr n°19 ne présente aucune activité. Ce résultat tend a confirmer de
maniére certaine que le potentiel cytoprotecteur est obtenu grace a l'introduction du DHA, lié de
maniére covalente (liaison ester) sur le phloroglucinol mono-isopropylé. L'explication de la
protection obtenue par le composé lead 17 comparé a son analogue sans DHA, le phloroglucinol-

OiPr n°19, peut étre liée a I'augmentation de la lipophilie et de la pénétration membranaire, mais
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également a l'action du DHA pouvant faciliter I'orientation du phloroglucinol en I'amenant a
proximité du rétinal tout-trans et faciliter ainsi la formation du 2H-chromene. Cependant, cette
détoxification du rétinal tout-trans n'est pas observée avec le composé sans groupement
isopropyle correspondant au phloroglucinol-ODHA 14 (Tableau 8, essai 2). A ce jour le mécanisme
d'action du phloroglucinol-OiPr-ODHA n°17 pourrait passer soit par une protection effectuée de
maniere directe, par réaction du motif phloroglucinol sur le rétinal tout-trans pour former le 2H-
chroméne, ou de maniere indirecte via l'activation des systémes de défense enzymatique

cellulaire.

11.2. Evaluation in vitro, en lignée cellulaire de I'EPR (ARPE-19), de la capacité
antioxydant (piégeage d'EOR) du composé lead 17

Au vu des résultats précédent sur le piégeage du rétinal tout-trans, |'évaluation du
potentiel anti-stress oxydant du composé lead, le phloroglucinol-OiPr-ODHA n°17, a été effectuée
grace a l'utilisation de la sonde fluorescente, le DCFDA, utilisée pour étudier la formation des EOR

en milieu cellulaire (Figure 34).

= H20;: (0 uM)
250 -

H20; (450 pM) T
200 T H:0: (600 pM) _[
. ® H;0; (700 pM)
150 A

Intensité de fluorescence relative (34)

100 4
50 +
0

Phloroglucinel  Phloroglucinol-OiPr-ODHA
(80 pM) (80 uM)

Figure 34 : Piégeage des EOR : Incubation des cellules ARPE-19 avec le phloroglucinol, ou le
phloroglucinol-OiPr-ODHA n°17 (80 uM), et avec traitement a H,O; (450, 600 et 700
UM), puis mesure de l'intensité de fluorescence de la sonde DCFDA.
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En présence de phloroglucinol, l'intensité de fluorescence diminue correspondant a une
limitation de production ou un piégeage d'EOR, confirmant ainsi les effets antioxydants de ce
polyphénol sur le modele cellulaire ARPE-19. Malheureusement, le potentiel antioxydant du
composé lead, le phloroglucinol-OiPr-ODHA n°17, apparait dans cet essai relativement faible voire

inexistant.

Le stress oxydant joue un rOle central dans la physiopathologie des maladies rétiniennes
visées. En effet, le stress oxydant est un des deux mécanismes central dans la DMLA et la maladie
de Stargardt entrainant la dégénérescence de la macula. Afin de développer un dérivé actif sur le
doubles stress oxydant et carbonylé impliqué dans la formation et la toxicité de I'A2E, il apparait
primordial d'améliorer les propriétés antioxydantes de la molécule lead 17. L'objectif de ces
travaux de these est donc d'apporter une amélioration nécessaire et indispensable vis a vis des
propriétés antioxydantes du composé lead 17, tout en conservant son activité vis a vis du stress

carbonylé.

11.3. Evaluation in vivo de l'activité protectrice du composé lead 17

Le composé Lead, le phloroglucinol-OiPr-ODHA 17, est actuellement en cours de test in vivo
au sein de I'équipe du Dr. Philippe Brabet (INM, Montpellier) au travers d'injections IV (en
complexation avec la BSA) sur des souris correspondant a des animaux modeéles de la maladie de
Stargardt (ABCA4 KO). Dans ce modéle, les animaux subissent une injection avec le composé lead
(Figure 35), suivi d'une exposition a la lumiére, puis une remise dans |'obscurité. L'éblouissement a
la lumiere induit dans ces souris ABCA4 KO, une dégénérescence des photorécepteurs en 5 jours.
Les résultats obtenus montrent une protection du tissu rétinien des souris traitées avec le composé

lead 17 via une préservation fonctionnelle et structurale de la rétine.

Adaptation a Injection
I’obscurite 25 mg/kg Obscurité OCT
® 2h @ I5Smn @ 5a2lomn @  2h ® i ® i ©
Dilatation des Exposition ERG
pupilles P

lumiere

Figure 35 : Protocole d'exposition des souris ABCA4 KO dans le but d'évaluer |'effet protecteur du
phloroglucinol-OiPr-ODHA n°17 sur l'intégrité structurale et fonctionnelle de la rétine.
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La préservation de l'intégrité de la rétine par le composé lead 17 a été évaluée par
différentes techniques : I'ERG (électrorétinogramme), I'OCT (tomographie par cohérence optique)
et des coupes histologiques. L'ERG (électrorétinogramme) correspondant a un examen
électrophysiologique qui permet d’analyser la réponse électrique (UV) de la rétine a des stimuli
lumineux a mis ainsi en évidence la conservation de l'intégrité fonctionnelle de la rétine (grace au
traitement avec une quantité de 25 mg/kg du composé 17). L'OCT, correspondant a une technique
qui utilise un laser a rayons infrarouges (IR, A = 860 + 90 nm) pour cartographier la rétine en
profondeur, et les coupes histologiques permettant d'effectuer une exploration anatomique de la
rétine ont permis de montrer une préservation de la couche des photorécepteurs grace a ce

méme pré-traitement par le composé lead 17.
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Conclusion

Les propriétés antioxydantes des lipophénols oméga-3 décrites dans la littérature
apparaissent contrastées et dépendent de la matrice étudiée. Ce résultat s'observe également

avec l'activité antioxydante du phloroglucinol-OiPr-ODHA17, développé au sein du laboratoire.

Au vu des résultats in vitro et in vivo prometteur de ce lipophénol, I'objectif est d'améliorer
son activité antioxydante. En effet, son potentiel anti-stress carbonylé a été prouvé in vitro en
présence de concentrations toxiques de rétinal tout-trans grace a une protection des cellules de
I'épithélium pigmentaire rétinien. La limitation de la dégénérescence des photorécepteurs par ce
composé est également en cours d'étude in vivo sur un modeéle murin ABCA4 KO.
Malheureusement, cette molécule lead présente des propriétés antioxydantes faibles, qui
pourraient étre améliorées, et une fonction AGPI hautement oxydable. En effet, les limitations
possibles des propriétés antioxydantes du lipophénol pourraient également étre associées a une
potentielle toxicité du DHA. En effet, cet AGPI sensible a I'oxydation pourrait, via un mécanisme de
peroxydation lipidique, conduire a la formation de métabolites déléteres (ECR énoncé dans la
partie |, chapitre |, paragraphe 11.2.2.). Cet effet du DHA met en évidence son paradoxe présenté
dans la partie suivante. Ainsi I'objectif de ce travail de thése serait de synthétiser un DHA moins
sensible a la peroxydation lipidique, afin de réduire sa potentielle toxicité, et d'augmenter son
caractére antioxydant. Une solution rapportée dans la littérature sur les AGPI de type ALA (C18:3,
w3) et LA (C18 :2, w6) a été mise en évidence : l'incorporation de deutériums au niveau des
positions oxydables bis-allyliques permettrait de contrer le mécanisme de peroxydation lipidique
au sein des membranes et de limiter la toxicité des AGPI en condition d'oxydation, apportant ainsi

une amélioration a la molécule lead.

These de doctorat Mélissa RoseLL 2017 131






Partie III : Conséquences de la
peroxydation lipidique de lipophénol
conjugué au DHA et intérét des AGPI

deutérés

Thése de doctorat Mélissa RoSELL 2017 133






Partie Ill - Chapitre . La peroxydation lipidique du DHA
Chapitre 1. La peroxydation lipidique du DHA

I. Introduction

Le stress photo-oxydant, trés présent au sein de I'ceil, engendre la production d'EOR via les
réactions photochimiques ou par l'action de la machinerie métabolique. En effet, les
photorécepteurs présentent un métabolisme aérobie tres développé, se traduisant par une
consommation importante de O, et ainsi par une haute activité mitochondriale, également
responsable de la production d'EOR. Le renouvellement de leur segment externe, grace a la
phagocytose effectuée par les cellules de I'EPR, permet d'éliminer une partie des lipides et des
protéines oxydés. Ce mécanisme de détoxification peut subir un dysfonctionnement lors d'une
exposition accrue a la lumiére par exemple.> De plus, cette production importante d'EOR au sein
de I'eeil, ayant pour origine une exposition aux radiations, aux produits chimiques ou au tabac,
peut étre responsable du dysfonctionnement mitochondrial a I'origine de I'apoptose des cellules
de I'EPR ou des photorécepteurs.'® Dans le cas de la dégénérescence maculaire liée 3 I'dge et de
la maladie de Stargardt, le stress oxydant intervient lors de la formation de I'A2E. Ce dernier est

ensuite transformé en dérivés toxiques via un stress photo-oxydant.

Les acides gras polyinsaturés sont sensibles a I'oxydation, de par leur position bis-allyliques
oxydables, et peuvent former un certain nombre de métabolites déléteres (HHE, HNE, ...) comme
évoqué dans la partie | (chapitre |, paragraphell.2.2.). Un AGPI particulier, le DHA, a été utilisé pour
développer un lipophénol capable de réduire les stress oxydant et carbonylé au sein du tissu
rétinien. Cet oméga-3 représente 25% et 50% des acides gras totaux constitutifs respectivement
de la rétine et des phospholipides estérifiés formant les segments externes des photorécepteurs.®
Il représente donc un paradoxe au sein de la rétine puisqu'il est indispensable a son bon
fonctionnement mais son caractére hautement oxydable peut le rendre délétére. L'action
cytotoxique du DHA peut étre présente dans certaines conditions de stress oxydant,
particulierement important au sein de I'ceil. Ainsi, limiter ce stress et ses conséquences sur les
lipides constitue un enjeu thérapeutique important dans le cadre des maladies rétiniennes

évoquées précédemment. La solution envisageable pour réduire ce stress correspondait a

['utilisation d'AGPI deutérés.
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II. Le paradoxe de l'oxydation du DHA

Le réle du DHA dans les maladies rétiniennes dégénératives reste controversé. La
concentration de DHA diminue dans le plasma et les segments externes chez des patients atteints
par ces maladies, suggérant qu'un lien de cause a effet est présent. Plusieurs hypotheses sont

alors formulées expliquant I'origine de la diminution de la concentration en DHA :°

e une cause directe de la dégénérescence de la rétine,

e une réponse s'adaptant a I'augmentation du stress oxydant métabolique, I'objectif étant de
réduire la possible peroxydation lipidique et ainsi la formation de métabolites déléteres,

e une augmentation de la peroxydation lipidique présente dans la rétine, le consommant

directement.

La supplémentation en DHA dans le cadre de la DMLA a fait I'objet de plusieurs études. En modéle
animal elle semble étre bénéfique car liée a la réduction des risques de cette maladie.*! Dans le
cas de I'étude clinique sur I'homme menée par Sears et coll.**°, une supplémentation quotidienne
en AGPI oméga-3 durant 6 mois a montré une amélioration de I'acuité visuelle sur des patients
atteints de la forme séche de la DMLA. Les quantités d'AGPI oméga-3 supplémentées
correspondent a 3,4g d'EPA et 1,6g de DHA. Néanmoins, I'étude clinique AREDS2 menée durant
plusieurs année (environ 6 ans) sur des patients atteints de DMLA, correspondant a une
supplémentation quotidienne en EPA (650 mg) et DHA (350 mg) n'a pas montré d'améliorations
significatives. De plus, une autre étude récente menée sur I'homme (supplémentation de 100 a
200 mg d'EPA et DHA en dose quotidienne) ne reporte pas d'effet significatif direct’*? sur la

réduction de la progression de cette maladie.

[11. Effets bénéfiqgues du DHA

Le DHA est un acide gras indispensable au fonctionnement du cerveau et de la rétine pour

les mammiféres.

[II.1.1. Role au sein de la rétine

Le DHA a tout d'abord un role déterminant au niveau des propriétés biophysiques de
I'environnement membranaire des photorécepteurs, permettant notamment le fonctionnement
correct du cycle visuel.> Il est aussi essentiel au bon développement post-natal des

photorécepteurs. De plus, au sein de la rétine, un mécanisme de recyclage du DHA vers les
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photorécepteurs est présent aprés leur phagocytose par les cellules de I'EPR. Cet AGPI est
également responsable de I'activation de voies de signalisation intracellulaire pour protéger les
photorécepteurs et moduler leur voie apoptotique. Le DHA présente, d'une maniéere générale, un
réle antioxydant au sein de la rétine,'*® a travers l'activation d'enzymes antioxydantes. A titre
d'exemple, German et al. ont montré une augmentation de l'activité de la GPx (glutathion
peroxydase) et la diminution de la formation d'EOR en présence du DHA en culture cellulaire de
photorécepteurs, lors d'un stress oxydant initié par H,0,.> De plus, les travaux de Lluis et al. ont
mis en évidence une augmentation des activités de la SOD et de la GPx en modeéle murin** lors
d'une supplémentation en DHA, liée a la diminution des EOR et a la limitation de |'accumulation

des protéines oxydées.

III.1.2. Oxydation enzymatique du DHA : cas particulier de la neuroprotectine D1

(NPD1)

L'oxydation enzymatique du DHA permet la formation du 10,17-docosatriéne,
découvert en 2003 par Serhan et al.’#>, et renommée neuroprotectine D1 (NPD1) (Schéma 47) en
2004 de par son activité biologique neuroprotectrice.'*® En effet, cette derniére présente des
activités de neuroprotection,**’ de désactivation des voies de signalisation pro-apoptotique, mais
également des activités antioxydantes au sein des cellules rétiniennes. De plus, elle possede une
action contre l'inflammation*® puisqu'elle appartient a la famille des médiateurs pro-résolvines
ayant une activité anti-inflammatoire!*® (en anglais : anti-inflammatory specialized proresolving
mediators ou SPM). Elle constitue le premier médiateur neuroprotecteur du DHA ayant été
identifié. La NPD1 présente une large gamme d'activités biologiques, non uniquement restreintes
au systéme nerveux, c'est pour cette raison qu'elle est parfois renommeée protectine 1 (PD1) dans

certains travaux.

La NPD1 est biosynthétisée a partir du DHA (Schéma 47) par la 15-LOX-1 via |'abstraction
d'un hydrogene bis-allylique en position 15 formant [|'hydroperoxyde 17(S)-HpDHA. Son
époxydation conduit a I'époxyde 16,17(S)-DHA, dont I'hydrolyse permet d'accéder a la NPD1.
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Schéma 47 : Oxydation enzymatique du DHA en NPD1.°

L'équipe de Bazan reporte plusieurs fonctions importantes de la NPD1 au sein du tissu
rétinien.® Au sein des cellules de I'EPR, la synthése et la libération de la NPD1 peuvent étre

150 correspondant a des facteurs de croissance essentiels a la

induites grace aux neurotrophines,
conservation de l'intégrité de la rétine, ainsi qu'a la survie des photorécepteurs. L'augmentation
de la disponibilité endogéne du DHA pour les cellules de I'EPR, pouvant étre présente lors de la
phagocytose réguliére des segments externes des photorécepteurs, entraine la biosynthese de la
NPD1 par la 15-LOX-1. Les cellules de I'EPR, qui modulent I'assimilation, la conservation et la
libération du DHA au sein des photorécepteurs, présentent également un groupement de
phospholipides riches en DHA servant de précurseurs pour la synthese de la NPD1. Cette
production de la NPD1 est également liée a une réponse endogéne générée par le stress oxydant,
comme rapporté en culture cellulaire d'ARPE-19. De plus, les cellules de I'EPR présentant une

déficience en 15-LOX-1 sont d'autant plus sensibles a I'apoptose en présence d'un stress oxydant.

Ceci s'explique par un défaut de signalisation cellulaire, activé habituellement par la NPD1.

Aprés phagocytose des segments externes des photorécepteurs par les cellules de I'EPR,
ces dernieres sont protégées par la NPD1 via une action de diminution des voies cellulaires pro-
apoptotique, comme rapporté en culture cellulaire d'ARPE-19%°! ou de photorécepteurs.’>? De
plus, la NPD1 diminue également la production de lipofuscine®? (A2E) induite par un stress

oxydant, restore l'intégrité des cellules de I'EPR et leur lien avec les photorécepteurs. L'activité
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anti-apoptotique et anti-inflammatoire de la NPD1 pourrait étre liée en partie a sa capacité a
moduler I'expression de génes responsables de la production de protéines pro-apoptotique et

inflammatoire suite a un stress oxydant.

La NPD1 et 15-LOX-1 humaine ne sont pas commercialement disponibles. Trois synthéses
multi-étapes de la NPD1 sont reportées dans la littérature.*® et ont permis son utilisation dans de
nombreux travaux. Cependant puisqu'aucun accés par voie enzymatique n'est actuellement

développé, elle n'est pas commercialement accessible.

A noter également qu'un autre métabolite, la protectine DX (PDX), peut étre formé
(Schéma 48) via l'action consécutive de deux réactions de type lipoxygénase sur le DHA en

position 15 puis en position 12.14°

COH ——————~= 4 CO,H
H H 15-LOX H H
15 15 12
Oz
17(S) OH 10(S) OH HOQ
Z AN CO,H N CO,H
E Z E Lipoxygénase 15 12

Schéma 48 : Oxydation enzymatique du DHA en PDX.14°

Cette derniere présente une activité biologique bénéfique sur les cellules de I'EPR d'aprées
les travaux de Dai et al.,*>* a travers une activité anti-inflammatoire et anti-stress oxydant, de par
la diminution de la formation d'EOR, I'activation de la SOD et par l'augmentation de la capacité

totale antioxydante intracellulaire.>*

Il est également important de noter qu'une confusion est régulierement effectuée dans la
littérature entre la NPD1 et la PDX. En effet certains articles reportent une activité suite a |

'évaluation de la "NPD1" qui est en réalité mise en évidence pour la PDX commerciale.14®
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[II.1.2. Oxydation radicalaire du DHA : les neuroprostanes

L'oxydation radicalaire du DHA in vivo peut générer des isoprostanoides communément
appelés neuroprostanes (NeuroPs).!>> Ce sont des biomarqueurs spécifiques de la peroxydation
lipidique du DHA et peuvent présenter des activités biologiques.’®® Elles sont produites via
I'oxydation radicalaire du DHA, la premiére étape correspondant a |'abstraction d'un hydrogene en
position bis-allylique. Le groupe le Morrow et Roberts'> fut un des premiers a identifier les
NeuroPs in vivo, mettant également en évidence I'activité biologique de la 14-As-NeuroP (Figure
36), notamment en tant que médiateur anti-inflammatoire sur des lignées cellulaires murines de

macrophage.

14-A,-NeuroP 4(RS)-4-F st-NeuroP

Figure 36 : Métabolites formés lors de |'oxydation radicalaire du DHA.

Des études plus récentes sur l'activité des NeuroP ont été menées sur le systéme
cardiovasculaire.®® |l est suggéré que I'oxydation du DHA en 4(RS)-4-Fs-NeuroP (Figure 36) soit
impliquée dans la limitation de l'arythmie ischémique induite dans des souris possédant un
infarctus du myocarde. Dans des conditions de stress oxydant présent dans les maladies
ischémiques, la 4(RS)-4-Fs-NeuroP serait responsable de I'activité anti-arrhythmique!>® via une
interaction avec un récepteur de la ryanodine (RyR2) permettant sa protection contre les EOR
formées.’> Le Guennec et al. ont également mis en évidence in vitro, sur des cellules isolées
ventriculaires de souris, les propriétés anti-arrhythmiques®>®60 de la 4(RS)-4-F4-NeuroP. A ce jour

aucune étude ne montre d'activité des NeuroPs sur le tissu rétinien.
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[V. Aspect négatif du DHA

Le DHA possédant 5 positions bis-allyliques, est d'autant plus sensible a I'oxydation
radicalaire comparé aux autres AGPI présents dans la rétine. De plus, sa concentration importante

au sein de ce tissu augmente la sensibilité rétinienne face aux dommages oxydatifs.>

La peroxydation lipidiqgue du DHA (oméga-3), entraine la formation de stresseurs

161 est

carbonylés comme le 4-hydroxy-hex-2-énal (HHE, Schéma 49). Son mécanisme de formation
similaire a celui responsable de la formation du trans-4-hydroxy-2-nonenal (HNE) provenant des
AGPI oméga-6, via l'abstraction d'un hydrogéne en position C18 et C15 suivi par la formation

d'hydroperoxydes en C20 et C16.

20 16
\/:\/_W\W Oxydation NN
CO,H radicalaire /\NO
18 15 OH
HHE

(4-hydroxy-hex-2-enal)
TDommages - . . . e l GSH
ADN

’«

/ "\ \\
v T Adduits protéiques et
T EOR et EAR ' \ phospholipidiques

. Cytotoxicité
{ T iNOS { Tet apoptoseJ

Schéma 49 :Peroxydation lipidique du DHA : formation du HHE et effets biologiques.6?

Ce type d'aldéhyde peut étre impliqué dans des réactions de substitution
nucléophile en présence de certains composants cellulaires, comme I'ADN ou les protéines,
formant des ALE (advanced lipoxidation endproducts) causant ainsi des dommages irréversibles.6?
Ses effets biologiques sont caractérisés,'®! par exemple, par une augmentation de la production
d'EOR et d'EAR, une diminution de la GSH, et une cytotoxicité (Schéma 49). De plus, cet aldéhyde,
évalué en culture cellulaire sur la lignée ARPE-19 présente une toxicité liée a une induction de
I'apoptose.’®® Cependant, le mécanisme de défense cellulaire activé en présence de HHE
semblerait également étre impliqué dans la stimulation de défense antioxydante via |'activation de

la voie'®* Keap1/Nrf2/ARE.
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L'oxydation radicalaire du DHA (Schéma 50) peut également conduire a la formation de
dérivés de type HOHA (acide 4-hydroxy-7-oxohept-5-énoique).! L'initiation de cette peroxydation
lipidique s'effectue de maniére la plus probable via I'abstraction d'hydrogénes en position 6, ou 6
et 9 (Schéma 50).Ces aldéhydes a,B-insaturés, réagissent ensuite avec les résidus protéiques e-
amino lysine pour former les composés 2-w-carboxyéthylpyrroles (adduit CEP). Ces derniers sont
impliqués dans l'induction de I'angiogenése au sein de la rétine, une conséquence pathologique
associée aux stades avancés de la DMLA,' mais peuvent également étre reliés a la réponse
inflammatoire en présence d'un stress oxydant!®® et constituent des marqueurs du stress oxydant

au sein de cette maladie.1®

CO,H

9 6 9 6 9 6
VYV VY =N ==
R M M CO,H R M COH R M CO,H
l H H i H H l
OOH OOH HOO OOH
RF\/—WCOZH R — AN COLM RFYWCQZH
H H H H H H H H

ou
clivage de Hock l l

(0]
/\/—& /\/—gj
o7 COR NS
6 o 5

dérivés HOHA

f

Proteine /\
N e N
Lysine |
\

[Adduits CEP: angiogenése ]

B-scission l i
Formation dioxetane l clivage de Hock

Schéma 50 : Peroxydation lipidique du DHA : les différentes voies possibles de formation®> 167
des dérivés HOHA (4-hydroxy-7-oxo hept-5-enoic acid) et CEP (2-w-
carboxyethylpyrroles).
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De maniéere plus exhaustive, le mécanisme suivant de formation du dérivé HOHA peut étre
proposé, impliquant I'abstraction d'hydrogéenes en positions 6 et 9 (Schéma 51).

— — — . — — = — —_ N
CO,H R N COLH H
HOH H 6 H 2 - 2 2 - - CO,
L N Abstraction AN A AL A

en position 6
DHA (C22:6, »3)
0,
RH

Réduction en alcool
---., avec Fe?*

(oH.* OOH  (OOH} OOH
(70’ 2 OH — y .\
=\ Y CoH _ s COzH
COH = a—

— — — Abstraction
— — — en position 9

Hydroperoxyde protoné

Réarrangement
de Hock

H,0 N
OH /;\ o OH
_ OW — [o) 7 — =0 OHC__~ OH
7 4 CO,H 7 COLH Y
= = + (CH,),COOH
AN — == = =" = HOHA

Cleavage de Hock Stresseur carbonylé Stresseur carbonylé

Schéma 51 : Proposition de mécanisme pour la formation des dérivés HOHA.

Tout d'abord deux hydroperoxydes sont formés préalablement via l'abstraction d'un
hydrogene en positions bis-allyliques 6 et 9 par un radical. Un des deux hydroperoxydes peut étre
réduit en alcool en présence de Fe?*, tandis que I'autre est protoné permettant le réarrangement
de Hock.%> La derniére étape correspond au clivage de Hock conduisant au dérivé HOHA. Dans ce
mécanisme les positions bis-allyliques 6 et 9 sont impliquées dans les premiéres étapes, et
semblent donc jouer un réle important dans la toxicité du DHA en condition oxydante, au sein du

tissu rétinien.
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V. Conclusion

Le paradoxe du DHA au sein des maladies rétiniennes se traduit par la présence de
plusieurs effets biologiques. Des dommages superficiels en condition de stress photo-oxydant
peuvent entrainer l'activation de défense du DHA de maniere directe ou indirecte (NPD1).
Cependant, des conditions de stress accrues, vont conduire au développement d'un stress
oxydant, capable d'entrainer une peroxydation lipidique avancée du DHA. Sa métabolisation en
composés toxiques (peroxydes et aldéhydes réactifs (HHE, HOHA) sera alors responsable de

dommages irréversibles et toxiques pour le tissu rétinien.

La toxicité du DHA couplé au lipophénol peut donc étre présente dans certaines conditions
d'oxydation via la formation des composés déléteres présentés précédemment. La diminution de
la sensibilité du DHA face a la peroxydation lipidique est un aspect important a améliorer et a
développer dans le cadre des maladies rétiniennes. Cette amélioration du DHA, pourrait étre
apportée par l'incorporation de deutérium en positions bis-allyliques, mais ne devra pas empécher
son oxydation enzymatique en NPD1, métabolite antioxydant important responsable d'un effet

bénéfique du DHA.
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Chapitre II. Action des deutériums en positions bis-allyliques sur la
limitation de la peroxvdation lipidique des AGPI

Dans le cadre de ces travaux de thése, et en vue de I'amélioration de I'activité antioxydante
du dérivé lipophénolique lead (le phloroglucinol-OiPr-ODHA (17)) précédemment étudié au sein
du laboratoire (partie Il, chapitre Il, paragraphe Il) et de la diminution de la sensibilité du DHA a
I'oxydation radicalaire, nous nous intéressons aux AGPI deutérés en positions bis-allyliques. Dans
les travaux de Shchepinov et coll., certains AGPI deutérés ont montré une action protectrice

contre |'effet de la peroxydation lipidique, et seront présentés dans ce chapitre.

[. Mécanisme d'action des AGPI deutérés en positions bis-allyliques

[.1. Effet cinétique isotopique primaire

Les EOR oxydent les substrats biologiques par un mécanisme impliquant l'abstraction d'un
hydrogéne (étape cinétiquement limitante).'®8Les sites sensibles a I'oxydation de ces biomolécules
peuvent étre protégés en présence d'isotope plus "lourds", en remplagant I'hydrogene labile par
un atome de deutérium (2H ou D) ou un carbone 2C par un 13C. Les matrices cellulaires deviennent
plus résistantes et stables en présence d'EOR, grace a l'incorporation d'acides aminés, de lipides et
constituant d'acides nucléiques enrichit en ces isotopes (Schéma 52). Cette résistance au stress

oxydant est ainsi due a un effet dit "isotopique".16®
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Schéma 52 : a) Modifications des nucléos(t)ides puriques par action des EOR et ENR ;

b) nucléosides (A :adénosine, G : guanosine, et T : thimidine) protégés de I'oxydation
par incorporation d'atome de D, ou de 13C (marqué par *).168
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La présence de cet "effet cinétique isotopique" (ECI) nécessite au préalable une explication
théorique succincte des différents parameétres impliqués dans cet effet. Les isotopes sont
composés du méme élément chimique, mais different par leur masse atomique a travers leur
nombre de nucléons, et plus particulierement leur nombre de neutrons. La fréquence de vibration
d'une liaison chimique entre deux atomes dépend de leur masse. Pour des atomes ayant la méme
configuration électronique (méme élément chimique) ce parametre de vibration sera différent
uniguement si ce sont des isotopes différents, et donc si leur masse est différente. Ce parameétre
aura ainsi une influence sur la vitesse de la rupture de la liaison dans laquelle ils sont impliqués :
les isotopes plus "lourds" forment des liaisons plus fortes. Cela correspond a l'effet cinétique
isotopique primaire (ECIP), communément utilisé pour élucider des mécanismes et des étapes
cinétiquement limitantes lors de réactions chimiques ou biochimiques. Ainsi la vitesse de la
réaction correspondant au clivage du lien C-H est 5 a 10 fois (20 pour certains cas) supérieure a la
vitesse associée a la rupture de la liaison C-D. Ce phénomeéne s'explique par la différence de masse
atomique entre les deux isotopes, I'atome de deutérium étant deux fois plus lourd que I'atome
d'hydrogene. La différence de vitesse est d'autant plus importante en présence d'un atome de
tritium (3H ou T). Cette effet est également présent en comparant les vitesses de rupture des
liaisons'>C-H et 13C-H, mais reste plus faible®® comparé a celui du deutérium car l'isotope 3C est

seulement 1,08 fois plus lourd que l'isotope *2C.

L'abstraction d'un hydrogene est |'étape cinétiquement limitante lors de l'initiation et la
propagation du mécanisme de peroxydation lipidique. L'oxydation effectuée par des EOR permet
ainsi d'évaluer I'ECI lors du remplacement d'un hydrogéne par un atome de deutérium. Les
substrats cellulaires présentant des atomes de deutérium sur les positions les plus labiles sont
donc plus résistants a I'oxydation. Shchepinov et coll. ont étudié cette effet en utilisant certains

AGPI deutérés en positions bis-allyliques.
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[.2. Effet sur les AGPI deutérés en positions bis-allyliques : vitesse d'abstraction de
I'hydrogene comparé a celle du deutérium

L'ECI a été étudié en utilisant des AGPI deutérés en positions bis-allyliques, tels que I'acide
linoléique (LA) et I'acide linolénique (ALA), et en les comparant a leurs analogues naturels (Figure

10).

ALA: acide a-linolénique (C18:3,03)
LA: acide linoléique (C18:2, w6)

VS = = CO,H
D" >DD” D
ALA (11,11,14,14-D,)-ALA

NN DNANANH g AN

D D
LA (11,11-D,)-LA

Figure 37 : Acide linolénique et linoléique deutérés étudiés lors de I'évaluation de I'ECI
(utilisation du systeme TMP).

Cette étude a été menée par Lamberson et al.1’?, en évaluant la vitesse d'abstraction des
hydrogenes et des deutériums en présence d'un radical tocophéryle, en solution. Cette oxydation,
via un systeme impliquant le tocophérol (en anglais : tocopherol mediated peroxydation (TMP)),
constitue I'étape cinétiquement limitante (Schéma 53) lors de la peroxydation des lipides présents
dans les lipoprotéines de basse densité, un procédé ayant un lien avec des maladies de I'artere

coronaire entre autre.

Tocophérol
0 mediated peroxydation (ou D) HO
(TMP)
L—H (ouD) <4 o >R r +
Lipide (étape .cinétiquement
limitante de la
peroxydation lipidique)
kyou kp

Schéma 53 :Etape cinétiquement limitante de I'oxydation des lipides par le radical
tocophéryle permettant d'évaluer I'ECI.170

Il a été montré que la substitution des hydrogenes au niveau des positions bis-allyliques par

des deutériums réduit considérablement la vitesse d'abstraction, donc d'oxydation, par le radical
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tocophéryle. En effet, la vitesse d'arrachage de l'atome de deutérium est environ 36 fois moins

importante que celle de I'hydrogéne pour les deux AGPI : (ECI = ku/kp = 36).17°

Cette mise en évidence de la résistance des AGPI deutérés en positions bis-allyliques a
également été démontrée par Tikhonov et al.,'’* via I'évaluation de I'acide linoléique deutéré
(sous forme d'ester d'éthyle ou méthyle). En présence d'hydroperoxyde de tert-butyle (tBuOOH)
ou d'hydroperoxyde de cuméne (CumOOH), la protection face a l'oxydation est 3 fois plus

importante grace a l'incorporation d'atomes de deutérium.

L'intérét de I'utilisation d'AGPI deutérés (LA et ALA) afin de limiter la peroxydation lipidique
et ses dégats cellulaires, a ensuite été évalué dans des modeles biologiques visant a réduire la

peroxydation lipidique, associé a certaines pathologies.

I. Protection des AGPI deutérés en milieu biologique

[1.1. Résultats biologiques in vitro

L'intérét de l'incorporation des deutériums a été évalué in vitro par I'équipe de Shchepinov
et coll., grace a différents AGPI deutérés (LA et ALA, Figure 38). Les modeles cellulaires utilisés sont
des levures, de type Saccharomyces cerevisiae,’®° mais également des cellules de mammifere,’®
les myoblastes H9C2 (cellules cardiaques), subissant un stress oxydant entrainant une

peroxydation lipidique.

ALA: acide a-linolénique (C18:3,w3)
LA: acide linoléique (C18:2, ®6)

— = = CO,H = CO,H
D D D
(11,11-D,)-ALA (11-D)-ALA
— = — CO,H — = = CO,H
D D
(14,14-D,)-ALA (14-D)-ALA
— = = CO,H = CO,H
D~ DD D D D
(11,11,14,14-D,)-ALA (11,14-D,)-ALA
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(11-D)-LA (11,11-D,)-LA

Figure 38 : Acide linolénique et linoléique deutérés étudiés par Shchepinov et al.
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Dans le cas des myoblastes,’® le stress oxydant est induit par traitement au tBuOOH, ou
I'acide etacrynique ou en présence de I'ion ferreux (Fe?*), entrainent une diminution des fonctions
bioénergétiques des mitochondries. Les prétraitements avec le (11,11-D,)-LA et le (11,11,14,14-
D4)-ALA, voir méme avec un mélange des AGPI naturels/deutérés (80/20 ou 50/50) permet de

préserver la fonction respiratoire mitochondriale, protégeant ainsi les cellules.

Dans le cas des levures de type Saccharomyces cerevisiae,’®* le traitement avec du CuSO4 permet
d'engendrer une peroxydation lipidique chez les levures non mutées ou dites "sauvages". Pour ces
dernieres la peroxydation lipidique est évaluée grace a une sonde fluorescente spécifique : le C11-
BODIPY.Y”2 Pour les levures dites "mutées", une mutation est présente conduisant a la
sensibilisation de ces dernieres a la présence d'AGPI. Celle-ci correspond a une déficience d’une
coenzyme Q (Coq3A, Coq7A et Cog9A), qui est un antioxydant efficace permettant de limiter la

peroxydation lipidique3® (Schéma 54).

I8 3+ >
OH Fe?*-0, CoQH, NADPH
Initiation
H,0 " >Fet"-H,0# 7 CoQH’
/_’ "“‘--pL_
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L +
Propagation [ CoQ NADE

LH. LOO_ _CoQH,
Asc or CoQH-

VitE-OH X
\ ! VitE-Or Asc or CoQH,
L CoQH~
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Schéma 54 : Effet de la coenzyme Q sur la peroxydation lipidique.3?

La mutation de ces levures est donc trés spécifique puisqu'elles sont essentiellement
sensibilisées a la peroxydation lipidique induite par leur supplémentation en AGPIl. Ce mécanisme
d’autoxydation est donc central dans la toxicité des AGPI dans ce cas. La comparaison entre les
AGPI naturels et deutérés est ainsi réalisée sur des levures "sauvages" non mutées et mutées.
Plusieurs résultats sont obtenus concernant la viabilité des levures et le niveau de peroxydation

lipidique :
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e Pour les levures mutées Coq3A : une meilleure viabilité des levures est obtenue en
présence des AGPI deutérés (comparés aux naturels) suivants : (11,11-D,H)-LA ; (11,11-D3)-
LA, (11,11-D2)-ALA ; (14,14-D,)-ALA et (11,11,14,14-Das)-ALA (3 200 uM).”> 7® La viabilité
cellulaire augmente avec le pourcentage d'AGPI deutérés lorsque les cellules sont traitées
avec un mélange AGIP naturels/deutérés (50/50 ou 80/20). Pour I’évaluation de cette
toxicité, les cellules ne sont pas traitées au CuSOa. En effet la simple supplémentation en
AGPI et la mutation de ces cellules permet d'observer un mécanisme de peroxydation
lipidique suffisamment important pour induire une toxicité. Il a également été montré
grace a la sonde C11-BODIPY%8/5%lque la peroxydation lipidique est diminuée avec les
composés deutérés toujours par rapport aux AGPI naturels.

e Pour les levures "sauvages" : la peroxydation lipidique est induite avec un traitement au
CuSOas. Une limitation de ce mécanisme est obtenu dans les mémes proportions pour les
composés : (11,11-D,H)-LA et (11,11-D>)-LA comparé au LA naturel,”® mettant en évidence
qgue le remplacement d'un seul des hydrogénes en position bis-allylique est suffisant pour
engendrer une protection.

e Pour les levures Cogq7A et Coq9A : une meilleure viabilité est obtenue en présence de
(11,11,14,14-D4)-ALA comparé au ALA naturel.”

e Pour les levures Cogq9A : une meilleure viabilité est obtenue (dans l'ordre croissant) en
présence de (14,14-D,H)-ALA ; (11,11-D,H)-ALA ; (11,14-D,)-ALA et (14,14-D,)-ALA ;
(11,11,14,14-D4)-ALA comparé au ALA naturel. Et également pour (11,11-Dy)-LA et
étonnamment une meilleure survie est obtenue pour le composé (9,10,12,13-Ds)-LA

(deutération sur toutes les positions vinyliques).

Pour conclure, les levures possédant une mutation de coenzyme Q montrent une
sensibilité accrue a la présence d'AGPI naturels (ALA et LA). Cette sensibilité est diminuée en
présence d'AGP| deutérés en positions bis-allyliques. Le mécanisme principal intervenant dans la
toxicité des d'AGPI naturels correspondrait a une peroxydation lipidique. Cette supposition est
confirmée grace a la sonde fluorescente C11-BODIPY>81/59(spécifique de la peroxydation lipidique)
qui a permis de mettre en évidence une diminution de la peroxydation lipidique en présence

d'AGPI deutérés comparés a |'utilisation d'AGPI naturels.

Pour finir, les levures "sauvages" (non mutées) ne sont pas sensibles a la présence d'AGPI

naturels (a la concentration utilisée) sans induction d'oxydation. Seule la peroxydation lipidique,
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induite par du CuSOas, est évaluée dans ce cas. Cette derniére est limitée en présence d'AGPI

deutérés comparés aux naturels.

[1.2. Mécanisme supposé au sein des membranes cellulaires

L'étape d'initiation de la peroxydation lipidique correspond a l'abstraction d'un hydrogéne
en positions bis-allyliques d'un AGPI (Figure 39), suivi de la formation du radical peroxyle
permettant |'auto-oxydation lipidique.’?

HH P H—
R’ = R" ;/_\;: R'AJ/\LR"

(L4H)  INITIATION

LoH
l( . PROPAGATION

Lo

s Reactive
HeD R"  —™>  Carbonyls
(HNE, MDA, etc)

R

Figure 39 : Rappel sur la peroxydation lipidique”?

Cette auto-oxydation, ou propagation de la peroxydation lipidique au sein des membranes
cellulaires, entraine leur dénaturation (Figure 39), ainsi que la formation d'espéces carbonylées
réactives (HNE, HHE,...). Le mécanisme de protection des membranes cellulaires par les AGPI

deutérés a été proposé par I'équipe de Shchepinov’® (Figure 40).
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Figure 40 : Effet des AGPI deutérés sur la protection des membranes de la peroxydation
lipidique’®

L'AGPI deutéré jouerait le role de barriere en bloquant la propagation de I'oxydation et
ainsi en limitant la peroxydation lipidique, via une protection des AGPI non deutérés environnants.
Dans certains cas, la présence de seulement 20% d'AGPI deutérés’® 7 serait suffisante pour limiter

ce mécanisme.

11.3. Evaluations biologiques in vivo des AGPI deutérés

L'équipe de Shchepinov et coll. a également observé un effet positif d'une supplémentation
en AGPI deutérés, de type acide linoléique et linolénique ((11,11-D;)-LA et (11,11,14,14-D4)-ALA)
sur la réduction de I'athérosclérose en modéle murin.”? L'oxydation des lipoprotéines est une
étape déterminante dans le développement de cette maladie artérielle chronique. La protection
observée aprés supplémentation en AGPI deutérés est liée a la leur capacité a limiter Ila
peroxydation lipidique et le taux de cholestérol dans le plasma des souris. Un des effets
bénéfiques observé est également une perte de poids. L'utilisation de ces AGPI deutérés

constituerait ainsi une voie prometteuse pour la lutte contre les maladies cardiovasculaires.
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[1.4.Développements précliniques des AGPI deutérés

Plusieurs modeles précliniques sont en cours d'évaluation par la société rétrotope et coll.
pour mettre en évidence l'intérét des AGPI deutérés. Ces modeles concernent des maladies
neurodégénératives comme la maladie de Parkinson, Alzheimer, la rétinopathie diabétique ou
d'autres myopathies. Plusieurs causes sont a l'origine de ces maladies, notamment une perte de
fonction mitochondriale résultant de la toxicité engendrée par une peroxydation lipidique. Cette

derniéere peut ainsi étre limitée en présence d'AGPI deutérés.

Une preuve de concept a été validée par I'entreprise rétrotope et coll. sur une maladie
caractérisée par la présence d'une peroxydation lipidique importante : |'ataxie de Friedreich. Le
mécanisme biochimique de cette maladie fait intervenir la frataxine, une protéine, sous-exprimée
entrainant la présence d'ion Fe?* et Fe3* 3 la surface des mitochondries. Ces derniers entrainent un
dysfonctionnement mitochondrial, via des réactions associées au stress oxydant (réaction de
Fenton notamment), et in fine une mort cellulaire. L'acide linoléique deutéré modifié (nommé
RT001) fait I'objet d'étude clinique pour cette maladie, validée pour la phase | et en cours d'essais

pour la phase lla.
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Conclusion et objectifs des travaux de thése

Comme annoncé dans la partie Il (chapitre Il), l'objectif de ces travaux de these est
d'apporter une potentielle amélioration au composé lead, le phloroglucinol-OiPr-ODHA 17 (Figure

41), préalablement mis en évidence au sein du laboratoire.*

L0,

phloroglucinol-OiPr-ODHA (molécule lead) 17

Figure 41 : Composé lead mis en évidence par des travaux antérieurs :
le phloroglucinol-OiPr-ODHA17.4

Cette amélioration vise a augmenter le pouvoir antioxydant du lipophénol 17, de limiter la
formation de métabolites délétéres provenant de |'oxydation radicalaire du DHA, tout en

conservant son activité contre les stresseurs carbonylés.

La synthése de lipophénols, similaires a la molécule lead 17 (Schéma 55) mais présentant
des atomes de deutérium en positions bis-allyliques sur le DHA (partie lipidique) a donc été
envisagée : le phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D;)-DHA (20) et phloroglucinol-OiPr-O-(6,6,9,9-D4)-DHA
(21).

phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D,)-DHA phloroglucinol-OiPr-O-(6,6,9,9-D,)-DHA

20 21

Schéma 55 : Lipophénols cibles a synthétiser : le phloroglucinol-OjPr-O-(6,6-D2)-DHA (20) et le
phloroglucinol-OiPr-0-(6,6,9,9-D4)-DHA (21).
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L'incorporation des deutériums a été choisie en positions 6 et 6/9 du DHA, afin de limiter
(Schéma 56) la formation de certains métabolites issus de la peroxydation lipidique de cet oméga-
3, pouvant étre responsables d'une toxicité en condition oxydante accrue. Ainsi, la formation des
dérivés HOHA, nécessitant I'abstraction d'hydrogéne en positions bis-allyliques 6, ou 6 et 9, est

sensée étre limitée par la présence des deutériums, bloquant ainsi I'obtention des adduits CEP.

DHA deutérés en positions bis-allyliques

NNV TNV TN Y o 22
D

18 HH HH D
15 12 6

(6,6-D,)-DHA

NNV TN Y eon 23

8 H H H HHH HH 2 15 12 9 6
15 12 9 6 (6,6,9,9-D4)-DHA
DHA naturel \ Y /
15-LOX EOR :
\/;\/WWH“ =R ./ Effet cinétique isotopique
H™H HH . (Shchepinov et al.)
S 15 12 !
4 v
— — — — — 9 6 9 6 9 6
COH ‘ SN TN TN =N\ = ‘
{ * HH : R v con R X N NV Ncopm RNV TNV o
18 15 12 9 6 l H H l ° H H l °
o i
OOH OOH HOO OOH
HOO — — = — —
oo ~ YN o TN T o TN e
N N COH Ho o HH H HH H
H H l
15 12 B-scission
ou Formation dioxetane l clivage de Hock
J clivage de Hock l l
H,0 OH o
Q) W, Wco R Md
— — — — o 2
7N COH s o7
" H dérivés HOHA
15 12 l
J Proteine, / N\ CO.H
OH OH N oo/ N 2
g 12 H Lysine q |
— A1 AL - _
\/‘\/WCOZH
18 9 6

{Adduits CEP: angiogeneése J

[NPD1: bénéfique: antioxydant, neuroprotection }

Schéma 56 : Métabolites bénéfiques ou déléteres pouvant étre formés par oxydation enzymatique
ou radicalaire du DHA naturel et des DHA deutérés : le (6,6-D2)-DHA (22) et le (6,6,9,9-
D4)-DHA (23).

Le design de ces composés deutérés en position bis-allylique a été est effectué, non
seulement en fonction de I'implication de la position bis-allylique dans la métabolisation en
dérivés toxiques, mais également dans le but de conserver 'oxydation enzymatique du DHA en
neuroprotectine par les lipoxygénases (partie Ill, chapitre |, paragraphe Ill) (abstraction

d'hydrogenes en positions 15 et 12). Les syntheses des deux lipophénols deutérés ainsi que les
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deux DHA deutérés correspondants sont envisagées en vue d'étudier l'influence de l'incorporation
des deutériums, sur une ou deux positions bis-allyliques, par rapport au DHA naturel, en culture
cellulaire, et en condition d'oxydation enzymatique ou radicalaire. L'objectif étant de diminuer la
toxicité de cet acide gras en condition oxydante et d'évaluer sa capacité, ainsi que celle du
lipophénol, a limiter la peroxydation lipidique dans la lignée cellulaire de I'EPR, les ARPE-19. Une
comparaison entre les deux analogues deutérés sera également effectuée afin d'étudier I'impact

de l'incorporation des deutériums sur une ou deux positions bis-allyliques.
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Introduction

Partie IV - Introduction

Les syntheses d'analogues deutérés de la molécule lead sont présentées dans cette partie.

L'objectif est d'obtenir les deux lipophénols deutérés suivants :

phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D;)-

DHA (20) et phloroglucinol-OiPr-0-(6,6,9,9-D4)-DHA (21) (Schéma 57). Les enjeux synthétiques

présents pour l|'obtention de ces derniers résident dans la synthese des DHA deutérés

correspondants.

L,

phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D,)-DHA
20

U

CO,H
D~ D

(6,6-D,)-DHA
22

Schéma 57 : Lipophénols cibles a synthétiser :

OH

(0]
phloroglucinol-OiPr-O-(6,6,9,9-D,)-DHA
21
I a e CO,H
D DD D

(6,6,9,9-D,)-DHA
23

phloroglucinol-OjPr-O-(6,6-D2)-DHA (20) et

phloroglucinol-OiPr-0-(6,6,9,9-D4)-DHA (21) et leur DHA, (6,6-D;)-DHA (22) et (6,6,9,9-

D4)-DHA (23) associés.

Les différentes méthodes de deutération décrites en synthése organique seront présentées

dans une premiere partie et seront suivies par la description des syntheses d'AGPI deutérés en

position bis-allylique déja rapportées dans la littérature. Cette partie finira ensuite par la

présentation des travaux de synthése ayant permis d'accéder aux composés 20, 21, 22 et 23.
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Chapitre I. Méthodes de deutération et synthése d’AGPI deutérés

L'atome de deutérium a été découvert en 1931 par Urey, lui permettant d'obtenir le prix

Nobel de Chimie en 1934.

I. Les différentes méthodes de deutération

Plusieurs méthodes de deutération existent pour obtenir des composés organiques
deutérés. En effet, l'incorporation des deutériums peut s'effectuer de plusieurs maniéres : par
échange proton/deutérium, par réduction via des réactifs deutérés, par réaction de composés
deutérés de faible poids moléculaire ou grace a l'utilisation de micro-organismes. Les méthodes de
deutération sur des composés comportant un cycle aromatique (sur le cycle ou a proximité) ont
été développées de maniere importante, cependant ces composés ne présentent pas d'intérét
dans le cadre de notre étude pour la synthese d'AGPI deutérés. Dans ce paragraphe, seules les

méthodes de deutération de composés linéaires seront présentées.

I.1. Echanges proton/deutérium (H/D)

Différents types de catalyse existent pour réaliser ces échanges selon la nature des
substrats a deutérer et des catalyseurs utilisés. Cette catalyse peut étre basique, réalisées en

présence de métaux de transition ou de carbene N-hétérocyclique (NHC).
[.1.1 Catalyse basique

Des échanges H/D spécifiques ou non spécifiques peuvent avoir lieu selon I'acidité des
protons présents en a du groupement électro-attracteur.'’?® La spécificité est présente selon cet
ordre : C=O0>CN>COy, ainsi les cétones et les aldéhydes possédant des protons énolisables sont de
meilleurs substrats pour cet échange H/D, qui peut s'effectuer en conditions basiques. Pour le cas
des esters et acides carboxyliques, cet échange s'effectue en conditions basiques plus fortes que
pour les cétones et les aldéhydes.'’* Des deutériums sont ainsi introduits en position géminale

avec cette méthode.

Le tableau suivant (Tableau 9) résume les conditions pouvant étre appliquées en fonction des

substrats, en condition basique et en présence de composés deutérés (source de deutériums) :
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Substrats ‘ Réactifs ‘ Produits ‘ Rendements (%)
0 (@)
idine/D,0'7> 48
/HG\)LH pyridine/D2 WLH
DD
(0]
0 174 R R
R\)K/R NaOD/MeOD h n.d.
D DDD
(0]
\)I\/ Na>CO3/D,0® >%OS< 93
D DDD
0

0
MCOOH NaOD /D0 (puis DCI/D20)"’ DgC)%COOD n.d.
DD
0 (0]
173 X
WONa NaOD /D,0 \/%OH 80
! D D
0 0
N NaOMe/MeOD!74 W%/ n.d.
37 0 A

HO K2CO3/D20, micro-onde'’® ,—=—=-0D 60

(—=——H NaOD/D,0"® 76

Tableau 9 : Echanges H/D en catalyse basique.'73177

Les alcynes vrais peuvent également étre deutérés en condition basique, cette étape suivi d'une
réduction totale en alcane en présence de D, (partie IV, chapitre |, paragraphel.2.1.) permet

I'accés a des composés pentadeutérés.
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[.1.2. Catalyse avec les métaux de transition

L'utilisation de métaux de transition correspond a un autre type de catalyse permettant
I'échange H/D.
La deutération géminale en a des alcools a été développée avec |'utilisation de catalyseur

au ruthénium (Tableau 10). Il peut étre supporté sur charbon, comme décrit par Maegawa et

179 180

al.,'’® ou comporter des ligands "pincer" d'aprés les travaux de Chatterjee!’”® et Zhang.
Cependant ces méthodes présentent quelques limitations par rapport a la sélectivité des positions
deutérées, puisque I'échange H/D peut aussi étre effectué sur le carbone en B de la fonction
alcool. Le taux d'incorporation des deutériums est dans ce cas difficilement maftrisé, surtout pour
les synthons de petites tailles. De plus, les conditions appliquées (base forte et haute température)

restent assez drastiques et peuvent étre limitantes pour la synthése de composés sensibles.
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Equation générale de la réaction de deutération:

D
a), b) ou c) D
p

a) 5% Ru/C, H,
D,0, 80°C (ref. 178)

b) 1 (0,2 mol%), KO'Bu (0,5 mol%) c) 1 ou 2 (0,2 mol%), NaOH (10 mol%)
D,0, 80 a 100°C (ref. 179) D,0, 120°C (ref. 180)
H H
H. /TN H
1. I:N/,"R ‘\\Pth 2 \N/,,' ‘\\PCy2
: u : R
P” ‘ ~Yco p” U‘CO
Cl Cl
Substrats ’ Conditions ‘ Deutération a ;3 (%) ’ Rendements (%)
~oH c)1 94 ;92 n.d.
b 94 ;9 n.d.
/\/\OH )
c)2 93,5 n.d.
S 0H o1 93;1 n.d.
A oH b) 94 ;12 n.d.
A" 0H b) 9212 n.d.
A on b) 92,5;10 n.d.
M?/\OH a) 99 ;- 88
A "on a) 100 ;- 95

)\/\OH b) 9515 ;" n.d.
/‘\/\/‘\/\OH a) 100 p== 100

/k:(ﬁ a) 98 ; - 78
OH

D D

97% D D

Tableau 10 : Echanges H/D en a d'alcools, catalysés par des complexes au ruthénium.178-180
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Un autre métal de transition peut également été rapporté dans la littérature pour effectuer
des échanges H/D. En effet, des complexes a l'iridium peuvent catalyser plusieurs types

d'échanges H/D, au niveau de positions vinyliques*®! ou en positions énolisables!®? (Schéma 58).

Conditions: complexe 1 (5 mol%), C¢De, t.a. (ref. 175) Conditions: complexe 2 (2 mol%), AgOTf, CD;0D, 100°C (ref 174)
I|°tBu2
\H é
H Ir<
"SNH, (incorporation \ ‘ _X

o Ir.
des deutériums en %) N 2a, X =Cl
PiBu, &TJ@ 2b X =1

) D (97)
MesSim  —— = Me3S|/\/
D (97)
96 2 i
D (96) )J\/ , (99)D30)S(CD3 ®
NN CD, (97) D D
(99)
(0] fo) D (87)
Fa PN /\M
A o N —— ) D3C)k0 CD; (9)

Schéma 58 :Echanges H/D en a d'alcools, catalysés par des complexes a I'iridium.181-182

La diversité des substrats, potentiellement utilisables dans le cadre de notre synthése,
reste assez restreinte pour ces catalyses. De plus la sélectivité des positions deutérées est assez

limitante.
[.1.3. Catalyse avec un systeme NHC

Un autre type d'échanges H/D existe, sans utilisation d'une catalyse basique ou de métaux
de transition, correspondant a la catalyse en présence de NHC (N-Hétérocyclique Carbene).
Cette catalyse a été récemment développée par Perez et al.*®3 avec le catalyseur NHC 1,3-bis(2,6-
diisopropylphenyl)imidazol-2-ylidene (IDipp) (Schéma 59), sur des composés "pseudo-acides"
(pKa, DMSO =14-19) pour I'échange de proton en a d'un groupement électro-attracteur (GEA). Les

meilleurs résultats sont obtenus pour le diméthylmalonate (Tableau 11).
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inn—N_ N<p;
Dipp~\.~""~Dipp

R - R
H (10 mol%) H
H>i\GEA > D;i\GEA

£

CDCl;  CHCl,

Schéma 59 : Echanges H/D catalysé par le composé NHC
(IDipp : 1,3-bis(2,6-diisopropylphényl)imidazol-2-ylidéne).183

Substrats ‘ pKa, pmso ‘ Produits et résultats
O (0]

@) o
o o 15.6 ~o 0

Ao,

Monodeutération
a 100%

~NO, 16.7

@)

\HJ\/CN 12 D

Monodeutération

a67%
(@]
T)J\O/\ 29.5 Pas de deutération
/T\CN 32.5 Pas de deutération

Tableau 11 : Résultats rapportés lors des échanges H/D catalysé par le composé NHC.183

Le pKa requis pour une deutération optimale est compris entre 14 et 19, il reste assez

contraignant en termes d'utilisation de substrat.

Pour conclure, les échanges H/D sont essentiellement basés sur I'acidité des protons en a
de fonctions électroattractrices (carbonyle, alcool, nitro ou cyano). Ces méthodes ouvrent I'accés a
des composés mono- ou di-deutérés correspondant a une deutération partielle liée a un échange

H/D incomplet. Selon les composés deutérés a synthétiser, cela peut étre un avantage comme un
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inconvénient. De plus, la limite de ces méthodes réside, dans certains cas, sur le manque de

sélectivité des positions deutérées (par exemple en position B pour le cas des alcools).

[.2. Réduction en présence de source de deutérium

Les méthodes de deutération par réduction de fonction chimique est un moyen efficace
pour obtenir des composés mono-, di- voire tri-deutérés sur des positions précises avec un taux

d'incorporation de deutérium élevé.
[.2.1. Réduction catalytique des triples et doubles liaisons en présence de D2

La réduction des triples et doubles liaisons en présence du gaz D; et en présence d'un
catalyseur permet d'incorporer au minimum deux deutériums sur la molécule finale (Schéma 60 et
Schéma 61). Pour une réduction totale en composé saturé, |'utilisation d'un catalyseur hétérogéene
classique d'hydrogénation, comme le palladium supporté sur charbon, ne permet pas d'obtenir un
composé final isotopiquement pur.’# L'utilisation d'autres catalyseurs homogeénes ou hétérogenes
est préconisée pour palier a cette limitation. Les réductions mises en ceuvre avec ces catalyseurs

peuvent étre totales ou partielles selon le catalyseur utilisé.

Les réductions totales de triples et doubles liaisons peuvent s'effectuer avec des
catalyseurs au rhodium comme le catalyseur homogéne de Wilkinson correspondant au
tris(triphenylphosphine)chlororhodium ((PhsP)sRhCI)'8* ou les catalyseurs hétérogénes comme le
rhodium supporté sur alumine (Rh/alumine)*® et le catalyseur d'Adams correspondant au dioxyde
de platine (PtO,)Y’® & (Schéma 60). Ces méthodes permettent d'introduire deux atomes de
deutérium en position géminale et sur deux carbones différent aprés réduction de triples liaisons,

ou deux atomes de deutérium en position vicinale aprés réduction de doubles liaisons.
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a)ou b) ou c) R R’

ilki i c) PtO
R—— R b b a) Catalyseur de Wilkinson b) Rh/alumine ) 2
D> Di :‘D (PhsP)sRhCI (ref.184) (ref. 185)  (ref. 176 et 185)
R' PPhs
R a) ou c) R R' Ph3P—/Rh—CI
O —_—
! D, D; :D Ph,P
/ - \
R R’

| Condition a) Catalyseur de Wilkinson?84 |

D D. D HO D_ D
P OTHP (Ph3P)3RhCI (2mol%) C|\/\)$(\/OTHP e % COMe
CI\/\/\/ benzéne, t.a. D° D D" D 2
95%
D>
(Ph3P)3RhCI (2mol%)
benzéne, t.a.
96%
D. D D. D
D_ D opp
= = CO,Me R HOV}M(\COZMe
D D D D
D D D D
(112, 14Z, 17Z)-methyl-3,3,4,4,8,8,9,9-octadeutéroeiocosatrienoate
OMe D, D p D OMe D b D
__"“oMe _(PhsP);RNCI (2 mol%) DWOMe ceem DVK)S(:\/WC%H
Nal, THF, DD D D
> 0°C =>45°C
85% Acide 14,14,15,15,17,18-hexadeutérolinoléique
| Condition b) Rh/alumine?®®
b, D D
[ . o
OSiBuMe, n-BuLi 0SiBuMe, Rh/alumine (5 mol%) 0Si'BuMe,
T D,0 ) i THF, 25°C D
D 100% D D
Vv
\/
D D
D =\ //\ S/ /= CO,H
D D

acide 19,19,20,20,20-pentadeutéroarachidonique

Condition c) PtO,'’® 18 |
1) D,, PtO, (3 mol%) D D
NN TN TS~ COMe  éther de pétrole, t.a. NVWMNCOZH
o 2) NaOH, H,0 D D
Acide linoléique . L
acide 9,10,12,13-tetradeutériostéarique

D_ D

Dy, PtO, (2 mol%

MeO,C—=—COpMe 2102 "L oo C>S<C02'V'e
EtOAc 2 D0 D

Schéma 60 : Deutération par réduction de triples et doubles liaisons en présence de D; et
produits finaux deutérés de la stratégie de synthése .76 184-185

These de doctorat Mélissa RoseLL 2017 169



Partie IV - Chapitre |. Méthodes de deutération et synthése des AGPI deutérés

Les réductions partielles de triples liaisons en doubles liaisons sont souvent utilisées pour
obtenir des AGPI deutérés en positions vinyliques (Schéma 61). Au vue de la stéréochimique cis
des doubles liaisons des AGPI, seules les réductions syn-sélectives seront évoquées dans cette
partie. Les catalyseurs de Lindlar (palladium sur carbonate de calcium : Pd/CaCOs), Rosenmund
(palladium sur sulfate de baryum : Pd/BaSOs4) ou de Brown (Nickel () diacétate en présence de
borohydrure de sodium NaBHs : Ni-P2) ont été utilisés pour cette réduction d'alcynes en alcénes
deutérés respectivement par Rackoff et al.,*8 d'lppolito et al.*®” et Oger et al.*® afin de réaliser la
synthese d'AGPI ou de leurs métabolites deutérés. Un poison comportant une fonction amine est
utilisé pour chaque catalyseur afin d'éviter la sur-réduction en alcane.

d) ou e) ou f) D D

R—R D, >:<

R R'
a) Catalyseur de Lindlar b) Catalyseur de Rosenmund  ¢) Catalyseur de Brown (Ni-P2)(ref. 182)
Pd/CaCOj (ref. 180) Pd/BaSO, (ref. 181) Ni(OAc), . 4H,0
poison commun pour a) et b): NaBH,
| N poison: HZN/\/NH2
—
N éthyléne diamine
quinoléine
Condition a) catalyseur de Lindlar!8®
D,, Pd/CaCOj; cat. CO,Me

CO,Me quinoléine, EtOAc, t.a. PO D D
/\/\/\/\/ 99% _
THPO

v
¥
D D

COzMe
(82,112,14Z,17Z)-methyl-8,9-dideutéroeiocosatetraenoate

\ Condition b) catalyseur de Rosenmund*®’

1) D,, Pd/BaSO, cat.
CO,Me quinoléine, MeOH, t.a.
2) NaOH, EtOH/H,0 COzH
(62,92,12Z)-methyl-6,7,9,10,12,13-hexadeutérodecatrienoate

‘ Condition c) catalyseur de Brown?88

CO,M TBSO COyMe
TBSO 2Me D,, TBSO

Ni-P2 (32 mol%)
EtOH, 16°C
75%

D DD DD D

TBSO

Précurseur de la
16,17,19,20-[D4]-4(R, S)-4F 4t- NeuroP
dérivée du DHA

Schéma 61 : Deutération par réduction de triples liaisons en doubles liaisons en présence de
D; et produits finaux deutérés de la stratégie de synthése,'86-188
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[.2.2. Réduction par deutéroboration puis solvolyse

La réduction de triples et doubles liaisons est également possible par une deutéroboration

en présence d'un réactif boré deutéré suivie d'une solvolyse.

La deutéroboration de triple et double liaison syn-sélective suivie d'une deutérolyse en présence
d'un solvant protique deutéré (MeOD, MeCO:D ou EtCO;D) permet l'incorporation de deutériums
en position vicinale. Plusieurs types de réactifs borés deutérés ont été décrits dans la littérature :
e L'action du réactif disiamylborane, le bis(3-méthyl-2-butyl)borane), généré a partir du 2-
méthyl-2-butene et de I'agent réducteur NaBD4 en présence de trifluorure de bore diéthyle
éthérate (BFs3.Et20), permet de réduire les triples liaisons en doubles liaisons aprés une

méthanolyse finale en présence de MeOD (Schéma 62).17°

NaBD4, BF3Et20 >H\ J\{
= B
Y\ Diglyme. 0°C 5 B b

2-méthyl-2-buténe

disiamylborane

) WCOZMG

7
Diglyme, 0°C => t.a.
2) MeOD, 0°C
72%

D D

Wcogwe

7 7
Schéma 62 : Réduction de triples liaisons en doubles liaisons avec le systeme 2-méthyl-2-

buténe/NaBDa4/ BF3.Et;0 puis MeOD.'7>

e |'utilisation du réactif BD(Cys), (bis(2-deuteriocyclohexyl)borane-B-D;) suivie d'un
traitement a l'acide méthanoique deutéré (MeCO;D) peut également étre utilisé pour

obtenir un polyéne deutéré en positions vinyliques (Schéma 63).18°

D D D
" OO

DB(Cys),
C,ps —M3C0sD.0°C =>ta. D DD DD D
THPO = X F 2) Dowex résine, MeOH HO —{ )= )=
6 (déprotection de I'alcool) 6 C,Ds
66% Précurseur de l'acide linolénique D44

Schéma 63 : Réduction de triples liaisons en doubles liaisons avec DB(Cys),/CH3COD. &
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o |l est également possible d'effectuer une deutération de doubles liaisons en présence de

diborane deutéré B,Ds et d'acide acétique deutéré EtCO,D (Schéma 64).176 10

Lb B,Dg/EtCO,D Lb/D
Diglyme D

norbornéne n.d.

Schéma 64 : Réduction de doubles liaisons en simples liaisons avec B,Dg/EtCO,D.176, 190

[.2.3. Réduction en présence de deutérures

La réduction de fonction chimique en présence de deutérures est également un moyen

d'incorporer des deutériums sur une molécule.

Plusieurs composés commercialement disponibles peuvent étre utilisés comme sources de
deutérures et permettent d'obtenir des composés deutérés avec une pureté isotopique

acceptable (supérieure a 97%)'’* (Schéma 65).

LIAID LIAID
A4 R-cp,oH —SCL . R_cp,ots 224 R-cD,
activation

de l'alcool

1) R-CO,Et
ou OMs

R R

| i |
R—CD,OH 3) R—cHBr(cl) _HADa _ g cHp

LiD

2) R-CoH —ADa_

LiEt;BD
H D

R R R
| |
5) R—CDOTs ou R—Cpl NaBDsCN o op

ou R-CD;l ———— R—CD,

R 1) H*, 2) NaBD5CN R
6) /C:NNHTS R'—CHD

R 3) base, 4) H*

R NaBD, | TsCl R LIAID R
7 £=0 ——" R—CDOH —=="> R_(pOTs — %> R—CD

R' activation 2

de I'alcool ou OMs

R NaBD A Nep, MO P
8  C=0 —— R-CD,CI 9 r R R'> <R

cl

Schéma 65 : Exemple de deutération par réduction de fonction chimique avec des
deutérures. 174,176,191
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Remplacer I'hydrure de lithium aluminium LiAlHa par le deutérure de lithium aluminium
LiAID4 pour la réduction d'une fonction ester (Schéma 65, réaction 1)'’4 ou d'un acide carboxylique
(Schéma 65, réaction 2)*°12 permet d'obtenir un alcool di-deutéré en position géminale. Le LiAlDsa
notamment été utilisé pour la synthése d'AG deutéré par Tulloch et al.*°1¢ (Schéma 66). Dans cette
stratégie, I'oxydation en acide carboxylique (Schéma 66, oxydation de Jones : CrOs) ou en
aldéhyde (oxydation de Sarett :192 CrOs, pyridine) de I'alcool deutéré en position a, n'est pas

bloquée par la présence de ces deutériums.

Le LiAID4 peut également étre engagé dans une réaction de substitution nucléophile sur un alcool
activé avec un groupement tosyle (Ts) ou mésyle (Ms) permettant l'incorporation d'un deutérium
supplémentaire, et la synthése de composés deutérés en position terminale. Cette méme réaction
sur un composé bromé ou chloré peut étre effectuée en présence de LiAIDs et de deutérure de
lithium LiD (Schéma 65, réaction 3), ou encore avec le triethylborodeutérure de lithium LiEtsBD
(Schéma 65, réaction 4)'7%. Le cyanoborodeutérure de sodium NaBD3CN est utilisé pour la
substitution de dérivés iodés (Schéma 65, réaction 5)74, ou d'alcools activés par un groupement
Ts,'74 et également dans des réactions d'amination réductrice décrites par Westerman et al.191®
(Schéma 65, réaction 6). La réduction de fonction carbonyle de type cétone, aldéhyde et chlorure
d'acide peut étre effectuée en présence d'NaBDs (Schéma 65, réaction 7 et 8) de maniére
chimiosélective, en préservant les éventuelles fonctions esters présentes dans la structure de la
molécule. Ce réactif peut également étre utilisé pour I'ouverture d'époxyde (Schéma 65, réaction

9).192

MeOC o~~~ co.m 4.LiA|D4 D>§D/\/\/><OH
) 2Y€ TE,0, reflux HO
dimethyl suberate qt D D
J HBr
D D

D_ D , H
MOH <7LICCH_eda Br>§/\/\/><o
= ) D D
LiNH,
e

6

D_D
D D CO,H —
D_ D CrO, W 2 H, MCOZH
Z ] OH ; 6 Catalyseur D D
7

7 de Lindlar acide
(92)-8,8-dideutériooctadecenoique

Schéma 66 : Synthése rapportée de I'acide acide (92)-8,8-dideutérooctadecenoique.®%¢
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[.2.4. Réduction en présence de D20

L'oxyde de deutérium (D20) peut étre engagé dans les réactions de deutération en tant que
source de deutérium totale ou partielle. Selon le type de réactif mis en jeu différentes fonctions

peuvent étre réduites.

Tout d'abord la réduction syn-sélective de triples liaisons en doubles liaisons est possible

en présence d'un métal en quantité stoechiométrique ou catalytique.

e Le complexe isopropoxyde de titane Ti(OiPr)s peut étre utilisé en milieu homogene et en
guantité stoechiométrique par rapport a l'alcyne a réduire, en présence d'un réactif de
Grignard |'iPrMgBr suivi d'un traitement avec D,0, pour conduire a l'alcéne deutéré en
position vinylique (Schéma 67). Cette réaction présente des limitations par rapport a

['utilisation du réactif de Grignard, incompatible avec des fonctions sensibles comme les

ester.193
D D
1) iPrMgBr / Ti(OiPr), D DD DD D
THPO =z __Z Et,0, -78°C =>-30°C  THPO =\ /=\/=
6
° 2) D,0, -78°C => t.a. S
33% Précurseur de I'acide linolénique
octadeutéré

Schéma 67 : Deutération par réduction de triples liaisons en doubles liaisons avec
iPrMgBr/Ti(OiPr)set D,0.1%3

e |'utilisation du catalyseur hétérogene AuNPore (nanoporeux) a été plus récemment
développée par Yan et al.'® (Schéma 68). Deux sources de deutérium sont utilisées pour
cette réduction : D20 et le deutérophénylsilane PhMe,SiD. Le DMF, solvant de la réaction,
joue ici un role important en libérant des amines in situ, permettant ainsi d'éviter

I'adsorption d'atome d'hydrogene a la surface du catalyseur et la sur-réduction de I'alcéne.

MOOZMe AuNPore (2 mol%)
PhMe,SiD, D,0
® DMF, 35°C
76%

Schéma 68 : Deutération par réduction de triples liaisons en doubles liaisons par le
catalyseur AuNPore, PhMe,SiD, D0 dans le DMF.1%
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Une réduction des doubles liaisons en simples liaisons peut s'effectuer en présence

d'hydrazine-ds deutérate (N2Da). D,O) permettant l'accés a des composés possédant des

deutériums en position vicinale (Schéma 69).17>

1) N,D4.D,0
O,, Dioxane, 52°C D
WM 2RO T S B co,ue
7 7 51% 7 7 vv2

D

Schéma 69 : Deutération par réduction de doubles liaisons en simples liaisons avec N2Da. D,0.17>

Le traitement de composé chloré en présence de Zn-D,0 permet une déhalogénation et
I'introduction de deutérium géminale en bout de chaine (Schéma 70, réaction 1). L'acide acétique
CH3COOD est également  utilisé comme source de deutérium  pour une

déhalogénation/deutération en position a de la fonction ester (Schéma 70, réaction 2).1%°

1)  ClC, ,COMe _2Zn/D0 DsC, ,CO,Me

10 Dioxane, 90°C MO
80%
cl
2) \&/)X Zn/CH3COOD \MX
COzMe COzMe
n. d

Schéma 70 : Deutération par déhalogénation/deutération de composé chloré 1) en bout de
chaine et 2) en a de la fonction ester.*®>

Le zinc est également utilisé dans la réduction de composé carbonylé de type Clemmensen.
Elle peut étre effectuée avec le systeme Zn(Hg) en présence du chlorure de deutérium DCl dans
I'éthanol deutéré C;HsOD (Schéma 71). L'incorporation de six deutériums au lieu de deux est

observée par Rakoff et al.1”> et s'explique par la facilité d'échange des protons en a de la fonction

carbonyle en milieu acide.

o D D
iy A Zn(Hg) / DCI
» SCOMe — = —» WCOZMe
CzH5OD D DD D
76%

Schéma 71 : Deutération par réduction de Clemmensen en présence de Zn(Hg), DCl dans
C2HsOD.17>
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Pour finir, I'utilisation d'iodure de samarium (Sml,) en large exces et en présence de D,0
permet de réduire plusieurs types de fonctions :
e |aréduction d'acides carboxyliques en présence de Sml; et d'une base (EtsN), conduit a des
alcools a deutérés dans les travaux de Szostak et al.1°® (Schéma 72) ;

Sml, / D,O / EtsN OH
AI>couH >~ /HD(

THF t.a. DD
95%

Schéma 72 : Deutération par réduction d'acides carboxyliques avec Smly/ D20 / Et3N. 19

e |a réduction de doubles liaisons en simples liaisons (Schéma 73) en a de fonction acide
(Schéma 73, réaction 1) ou amide (Schéma 73, réaction 2, via un mécanisme
d'élimination/réduction) a été décrite par Concelon et al., **” donnant des composés

deutérés en positions vicinales.

D
1) Ho,c -COH _Smlp/ D0 HoLC )\(cozH
Acide fumarique T';goza' D
OH D
2 C7H15)\/CONEt2 1)Hin:I: 0t -CONEt, 2)7|:7);o C7H15)\(CONEt2

D
cl en 2 étapes

Schéma 73 : Réduction en a de fonctions acides carboxyliques et amides avec
Sml,/ D,0. %7

[.3. Réactions avec des réactifs deutérés de faible poids moléculaire

Des réactifs deutérées de faible poids moléculaire sont utilisées pour incorporer des

atomes de deutérium au sein d'une molécule via une réaction d'homologation.
e Une substitution nucléophile par un acétylure peut étre effectuée sur le

trideutéroiodométhane (CDsl) (Schéma 74) conduisant a un carbone deutéré en position

terminale!’3. La triple liaison obtenue peut ensuite étre hydrogénée en alcéne via le
systéme catalytique Ni-P2.

hcope 8C__come

Schéma 74 : Homologation et incorporation de deutérium en présence de CDsl.2"3
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e L'attaque nucléophile sur du paraformaldéhyde deutéré (CD,0), est également possible
grace a un alcyne vrai préalablement déprotoné par un réactif de Grignard. Une
homologation est ainsi effectuée conduisant également a I'incorporation d'une fonction

alcool au sein de la molécule (Schéma 75).17°

oH P CsHyq1
=" 1) CHsMgBr HO>/
— p” D
2) (CDL0),
0°C => t.a.
40%

Schéma 75 : Formation d'alcool deutéré en position a par une homologation en présence de
(CDzO)n.175

e L'alkylation du deutérodiazoacétate d'éthyle (N,CDCO,Et) par le triheptynylborane, suivi
d'une deutérolyse en présence de D0 peut conduire a un ester propargylique deutéré en
position géminale (Schéma 76).2°8 Le réactif deutéré N,CDCO,Et peut étre synthétisé via un
échange H/D entre le diazoacétate d'éthyle (N,CHCO;Et) et le mélange D,0-Et,0 biphasé,

catalysé par du carbonate de potassium.

D D
B
/\/\/ 1) N,CDCO,Et /\/\/<002Et
2) D,0, -40°C
3 90%

Schéma 76 : Formation d'ester propargylique deutéré en position géminale par réaction du
triheptynylborane sur N2CDCOEt en présence de D,0.1%8

e |'acide acétique mono-deutéré CD3CO,D peut étre engagé dans la réaction de couplage
anodique de Kolbé afin d'introduire les atomes de deutérium en bout de chaine!’® (Schéma
77). Cette derniere correspond une électrolyse oxydante entrainant la décarboxylation des
acides carboxyliques formant des radicaux R®. Ces derniers réagissent entre eux de maniere
aléatoire via des réactions de terminaison. Dans I'exemple décrit par Tulloch et al.'’3, le
produit désiré est issu de la réaction de couplage entre les radicaux °CDs et
*CH2(CH2)17C0O2Me. Les homocouplages sont évités en utilisant un des deux réactifs en

exceés. A noter également qu'il n'y a pas d'échange H/D en a de la fonction ester lors de

These de doctorat Mélissa RoseLL 2017 177



Partie IV - Chapitre |. Méthodes de deutération et synthése des AGPI deutérés

cette réaction. Ce type de couplage anodique était une des premiéres méthodes mise en

ceuvre pour la synthése d'AGPI deutérés en position terminale.*’4

CDCOD + HO,C hscoMe _NaOMe, MeOH, ta. | Dgc’@\acozl\ne

Electrolyse
58%

Couplage anodique de Kolbé

Schéma 77 : Couplage anodique de Kolbé entre un acide carboxylique et CD3CO,D."3

e Enfin, le diméthylsulfate hexa-deutéré (CDs3),SOs peut servir d'agent de méthylation a

partir de fonction alcool appauvrie en électrons (Schéma 78). Ainsi I'hexafluoroisopropanol

est transformé en éther deutéré en milieu basique.'’®

by 7
10% NaOH aq.
FsC™ "CF3 + (CD3),SO,4 : i g A F3C)\CF3
77%

Schéma 78 : Obtention d'éther deutéré en présence de (CD3),504.17¢

[.4. Utilisation de micro-organisme pour la biosyntheése d'AG deutérés

[.4.1. Culture cellulaire en milieu D20

Certains AG sont biosynthétisés au sein des micro-organismes lors de leur croissance et
leur prolifération en milieu biologique aqueux. lls peuvent ainsi devenir des "machines de
production" d'AG deutérés lorsque I'eau, composant essentiel du milieu de culture, est remplacée
par de I'oxyde de deutérium (D,0). Plusieurs types de micro-organismes peuvent étre utilisés pour

ce type de synthese.

L'algue Seenedesmus obliquus a été utilisé par Graff et al.**® pour produire des AG totalement
deutérés (dits perdeutérés) apres leur culture dans du D,O contenant des sels inorganiques. Elles
sont cultivées sous une atmosphere d'air avec 5% de CO; en présence de lumiéeres fluorescentes et
d'une agitation magnétique. Elles sont ensuite récoltées par centrifugation, resuspendues dans du
D,O, puis portées a ébullition pour désagréger les parois cellulaires. Aprés une extraction
liquide/liquide (L/L), les acides gras sont finalement estérifiés. S'en suit une premiére purification
par chromatographie sur Florisil (MgSiOs) et un fractionnement par chromatographie sur couche
mince sur gel de silice imprégné de nitrate d'argent permettant de séparer les AG selon leur degré

d'insaturation. Les différentes fractions obtenues sur la plaque de silice sont récupérées
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séparément apres prélevement de la silice, et extraction a I'éther de pétrole. Un dernier
fractionnement est effectué grace a une chromatographie préparative en phase liquide (CPL) pour
séparer les AG en fonction de leur longueur de chaine.

La composition suivante en AG totaux (libres, estérifiés, phospholipides, triglycérides,...) (Tableau
12) a été préalablement déterminée sur le mélange brut, sans purification intermédiaire. Le

pourcentage des isomeéres de chaque AGI a également été étudié.

Structures and Isomeric Compaositions of Unsaturated
Perdeuterio Acids from 8. obliguus

Per cent of total

Fatty acid [somer Per cent of fraction fatty acids

16:1 A7 64.5 2.9

Aa 35.5 1.6
16:2 As.e 50.8 6.2

A7.10 49,2 6.0
16:3 A7.10,13 99,0 1.6
18:1 Ao B5.8 1.6

Al 14.2 1.2
18:2 Ao 12 909.0 30.7
18:3 Ag.12,15 949.0 1.8

Tableau 12 : AG deutérés obtenus aprés culture de |'algue Seenedesmus obliquus dans D,0.%%°

L'acide gras perdeutéré essentiellement biosynthétisés par ces algues est I'acide linoléique

(C18 :2, w6, A9,12) perdeutéré.

Plus récemment la culture de levure Pichia pastoris a été mise en ceuvre dans un milieu

200 pour la synthése d'AGPI

contenant du D0 et du glycérol Dg comme source de deutérium
perdeutérés. Les phospholipides présents au sein des membranes sont extraits et analysés grace a
une extraction similaire a celle de Folch.?°? Une comparaison des différents AG obtenus est
effectuée entre le milieu H,O et D,O (Figure 42), montrant que I'AG (C18 :1, w6) est

majoritairement formé en milieu D20 au détriment de I'AG (C18:3, w6).
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[=:]
o]

)
3

B
[ ]

Lud
=

%]
(o }

b
=

relative amount (%

C16:0 G161 C18:2 C1E3 C180 G181 G182 C183
Total fatty acid

Figure 42 : Distribution totale des AG pour la culture des levures Pichia pastoris a 30 °C, en
rouge dans un milieu H,0 et en bleu dans D,0.2%°

Pour conclure, malgré leur efficacité, I'inconvénient majeur de ces biosynthéses réalisées

en milieu D0 est la deutération totale des AGPI, et le manque de spécificité des positions

deutérées.

[.4.2. A partir d'AGPI deutérés via une supplémentation de micro-organisme et

métabolisation

La biosynthése d'acides isolinoléiques (C18:2, w9) deutérés par des voies métaboliques de
micro-organismes, a été rapportée dans la littérature (Figure 43).29% Cette derniére a été réalisée
via I'oxydation enzymatique d'acides oléiques (C18:1, w9) deutérés préalablement synthétisés. Les
micro-organismes utilisés pour cette réaction sont des auxotrophes d'AGPI issu de l'espece
protozoaire Tetrahymena. lls possedent une mutation qui limite I'activité des désaturases A9 et
A12, sans affecter |'activité de la désaturase A6. Ces derniers ont été supplémentés en acides
oléiques deutérés durant leur culture, formant aprés métabolisation et action de la désaturase A6,
les acides isolinoléiques deutérés correspondant (Figure 43), ne présentant pas d'insaturation

supplémentaire au niveau de la position 12 mais uniqguement sur la position 6.
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Supplémentation

d'un seul acide

109 7 ¢ CiozH oléique deutéré 18 109 7 6 CiozH
14 auxotrophe 14
1 g 5 4 Tetrahymena " g 5 4
9 acides oléiques deutérés substrats acides isolinoléiques deutérés
Q: Position(s) deutérée(s)
(une couleur = un acide oléique deutéré)
Site of Total yield Yield Purity  Deutera-
deuteration (mg) of (mg) of (o) tion (%)
fatty acid D-fatty
acid

C.o T8 20 96.5 26

Co 11 i3 989 30

C, o 75 4 99.2 ]

G5 98 37 >99.5 38

Co 75 21 99.0 28

C~CO 10 35 99.5 35

C, o 105 ND >99.5 ND

C.o 138 48 996 35

C, o 120 25 99.5 21

Figure 43 : La série d'AGPl deutérés obtenus aprés supplémentation de micro-organisme
auxotrophe Tetrahymena. Le % de deutération est déterminé par RMN *3C (résonance

magnétique nucléaire).20%°

Environ 100 mg d'acides isolinoléiques deutérés sont obtenus pour chaque culture avec un

taux élevé de deutération de 30% en moyenne (cf. tableau, Figure 43). La perte de deutérium

durant cette biosynthése correspond a une limitation de cette méthode pour I'obtention d'AGPI

deutérés.
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Pour conclure, différentes méthodes de deutérations de molécules existent dans la
littérature, elles permettent l'incorporation d'atomes de deutérium en bout de chaine, en position
géminale et vicinale. Les micro-organismes permettent une deutération totale du substrat.
Certaines de ces méthodes ont été privilégiées pour la synthése d'AGPI deutérés en positions bis-

allyliques et seront décrites dans le paragraphe.

II. Synthéses d'acides gras polyinsaturés deutérés en position(s) bis-allylique(s)

décrites dans la littérature

Dans le cadre de ce travail de thése, nous nous intéressons aux AGPI de type oméga-3 tel
que le DHA, deutérés en positions bis-allyliques. L'étude bibliographique qui suit retrace donc les

synthéses d'AGPI deutérés uniquement dans ces positions.

[I.1. Synthese énantiosélective de l'acide 13(S)-deutéroarachidonique mono-deutérés
en positions bis-allyliques rapportée par Peng et al.

La synthése de I'acide 13(S)-deutéroarachidonique (a) (Schéma 79) a été réalisée par Peng
et al.**? afin d'étudier le mécanisme de métabolisation de I'acide arachidonique en prostaglandine
catalysée par la prostaglandine H synthase (PGHS) durant son activité cyclo-oxygénase. La
premiére étape de ce mécanisme correspondrait a l'abstraction de I'hydrogéne pro-S sur le
carbone en position 13. Cet hydrogene a donc été remplacé par un atome de deutérium pour

cette étude.

La stratégie de synthese mise en ceuvre permettant d'obtenir le squelette carboné de
I'acide arachidonique (Schéma 79), comporte comme étape clé une réaction d'oléfination de
Wittig, réalisée a partir de I'ylure provenant du sel de phosphonium (c) et de I'aldéhyde deutéré
(b). Ce dernier est synthétisé également via une réaction d'oléfination de Wittig entre les synthons

(d) et (e) provenant respectivement de I'époxyde diol (f) et de I'acroléine.
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o ®
Br PhsP A
= COM (b)
H, P — +
"‘acide — = CO;Me #Q o SR p— CO,Me
13(S)-deutéroarachidonique H, ,D :> O\/?VJ\H + <j\/_\/\/
L/ 2 @ o
(a) =" \=0 D" H PPh; Br
(c) (d) (e)
(8 acroléine

Schéma 79 : Schéma rétrosynthétique de I'acide 13(S)-deutéroarachidonique.!®?

Tout d'abord, le sel de phosphonium (e) est préparé en 9 étapes a partir de |'acroléine
(Schéma 79). Apres sa conversion en sel de phosphonium (g) utilisé comme agent d'homologation
a 3 carbones, il est engagé dans une réaction de Wittig avec I'aldéhyde (h) préparé en 2 étapes a
partir de la 6-valérolactone. L'acétonide (i) est déprotégé en aldéhyde puis est engagé de nouveau
dans une réaction de Wittig en présence du sel de phosphonium (g) pour conduire a I'aldéhyde (j)
apres déprotection. Ce dernier est réduit en alcool en présence NaBH4, puis transformé en dérivé

bromé dans les conditions d'Appel et finalement en sel de phosphonium (e) en présence de PPhs.
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0
A~ coame J\
1)PPhy /47% HBr _© @ (h) 0

o
A Br Ph3P (0] MeOZCW\
- 2) HC(OiPr), ~Y j/ NaHMDS o

acroléine 98% (g) \ro 7% (i) )\
1) TsOH
2) (g) , NaHMDs
3) TsOH
73%
1) NaBH,
CO,Me CBr4/PPh3 CO,Me
@ e PPh3
PPh3 Br 730/
#\o #\o (e) = CO,Me
oH _TLAD, _PCC__ \/VL NaHMDS HD
HO™ T 2) TSOH, \%OH Tas% o H 77% <
M6200 6 Jo)
(f) 56% (k) ()] X
(m)
1) NaHMDS 1) BF3.HOAC
o @ 2) Pb(OAc),
Br Ph3P\/\/\/
. — CO,H (b) — = CO,Me
H D H, ,D
y 2) LiOH, MeOH A
= = 77% %
Acide
13(S)-deutéroarachidonique (c)
(a)

Schéma 80 : Synthese énantiosélective de I'acide 13(S)-deutéroarachidonique réalisée par
Peng et al.1*?

L'incorporation de I'atome de deutérium est réalisée pendant la synthese de I'aldéhyde (l),
synthétisé en 3 étapes a partir de I'époxyde diol (f). L'ouverture de ce dernier en présence de
LiAIDs permet l'incorporation de |'atome de deutérium, avec inversion de Walden. Les alcools
géminaux primaires et secondaires obtenus sont ensuite protégés avec un groupement acétonide
pour obtenir le composé (k). L'oxydation de |'alcool non protégé en présence de chlorochromate
de pyridinium (PCC) permet d'accéder a l'aldéhyde (l). L'oléfination entre I'aldéhyde (l) et I'ylure
provenant du sel de phosphonium (e) conduit a I'ester deutéré (m). Une déprotection de
I'acétonide en milieu acide suivie d'une oxydation du diol en présence de Pb(OAc)s forme
I'aldéhyde (c), engagé finalement dans une réaction de Wittig avec I'ylure issu du sel de
phosphonium (b). Une saponification finale permet d'obtenir I'acide 13(S)-deutéroarachidonique
(a). Son analogue 13(R) est également synthétisé par Peng et al.,'®? les composé (e) et (k) étant

des intermédiaires communs.
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Cette stratégie de synthése utilisant I'ouverture de I'époxyde en présence de LiAlDs, permet

I'incorporation d'un seul atome de deutérium en position bis-allylique.

[I.2. Syntheses d'acides linoléiques, arachidoniques, et a-linoléniques deutérés en

positions bis-allyliques par Shchepinov et al.

Les AGPI deutérés LA, ALA et Ara (acide arachidonique ; C20:4, w6) mono ou di-deutérés en

positions bis-allyliques (Schéma 63) ont été synthétisés et développés afin d'étudier l'impact de

I'incorporation de un ou deux atomes de deutériums sur la limitation de la peroxydation

lipidique.”®% 203 (partie Ill, chapitre 11). Des synthéses racémiques sont rapportées pour le LA et

I'ALA mono-deutérés en positions bis-allyliques, contrairement a la synthese énantiosélective

décrite par Peng et al.**?

LA: acide linoléique (C18:2, ©6)
ALA: acide a-linolénique (C18:3,03)
Ara : acide arachidonique (C20:4, »6)

NN NN AN NANANACOH

D
(11-D)-LA

= CO,H CO,H
D D
(11,11-D,)-ALA

= COLH _ COLH

D D D

(14,14-D,)-ALA

S COLH _ CoH

D DD D

(11,11,14,14-D,)-ALA

— = CO,H b NS COzH
m D>C©\/\A//

(7,7-Dy)-Ara (10,10-Dy)-Ara

N e Y CO,H = CO,H
(7,7,10,10-D,)-Ara (7,7,13,13-Dy)-Ara

— COzH

loo |

D
D

(7.7,10,10,13,13-Dg)-Ara

— = COH
@V\/D:/\\//Vv

— = COH
>@®\/\/\/

(10,10,13,13-D4)-Ara

Figure 44 : AGPI deutérés en position bis-allylique et synthétisés : LA, ALA et Ara.”>% 203
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La synthése du LA di-deutéré en position bis-allylique (Schéma 63) a été décrite dans un premier
temps par Tucker et al.?%* Cette synthése a grandement inspirée celle des AGPI deutérés

possédant une chaine plus longue et/ou un nombre d'insaturations supplémentaires comme I'Ara

ou I'ALA.203

La stratégie de synthése appliquée est une approche polyacétylénique?®® (Schéma 81 et Schéma
82), permettant de reconstruire entiérement les squelettes d'AGPI (les chaines C18 a 20) en
utilisant des C-alkylations itératives via I'action d'un alcool propargylique acétylure sur un dérivé
bromé propargylique électrophile (Schéma 81). L'incorporation des deutériums est réalisée en

fonction de la position a deutérer, par action d'un acétylure sur du paraformaldéhyde deutéré.

Synthése des AGPI ©6 5
H
voie 1: en vert (LA) D, H pgn.p D, H
e " s 7y = X
voie 2: en orange (Ara) 4 OH —— /Br :4> oH = S CO,R
CsHyy C-H 2\ 5011 7
sty CO,H
1)PCC EtMgBr, CuCl
2) NaBH, o
- 7
b b CO,Me b _p
PP cul, Nal, K,CO4 P
=z Pz OH PBr; P COsR
CSHH// (€00, . F 3. Py = B CaHirs o,
EtMgBr 5711 CsHyq
R =H ou Me
Précurseur du LA deutéré
H. H D_ D
= OH ou /<OH
/ ~ Itération 1
EtMgBr
selon les positions a deutérer
D D D D
Z N\ g _DMsClEtN Z X on
CsHyy 2) MgBr. CsHiy
D" D 2 D" D
H_ H p_ D
= OH oOu //<OH
/ = Itération 2
EtMgBr
selon les positions a deutérer
D D D D
D D D. D P
P - 1) MsC, EtsN Z N\ _Z N\ _coMe
= = OH — CsHyq
A = 2) 3
CsHyqq = \)3 D D
DD cul Nalc?(Z’\(A)eO Précurseur de I'Ara deutéré
» Nal, KoLO3
Synthése de I'AGPI ©3 H_ H D_D
voie 3: en rouge (ALA) /OH ou /<OH
b b D D EtMgBr D D
/ (CD,0), /OH PBr, Py /Br selon les positions a deutérer 4 \\ oH
CoHs EtMgBr CoMs T CuHs CoHs
Itération 1 DD
\ PBr; Py
H_H D D D D
(CH20), —
= OH { Q7
EtMgBr / 2\ = rCO,Me Co,Me Z . g
Remarque: 2% ——Ou—> ou C,Hs <~ CuHs
(€D,0) D. D D" D Cul, Nal, K,CO43 DD
n
EtMgBr /<OH Précurseur de I'ALA deutéré

alcool
propargylique

Schéma 81 : Obtention des précurseurs LA, Ara et ALA mono- ou di-deutérés en positions bis-
allyliques.’2¢ 203
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L'itération zéro de cette stratégie permet d'accéder au dérivé LA deutéré (Schéma 81, voie
verte). L'incorporation des deutériums s'effectue durant la premiére étape de cette synthése par
I'attague nucléophile de I'hept-1-yne sur du paraformaldéhyde deutéré (CD,0),, formant ainsi
I'alcool di-deutéré. L'analogue mono-deutéré peut étre synthétisé en deux étapes a partir de
I'alcool di-deutéré, en effectuant une réaction d'oxydation en présence de PCC formant l'aldéhyde
mono-deutéré, suivi d'une réduction en alcool grace au NaBHs. Les alcools mono- ou di-deutéré
obtenus sont directement transformés en dérivés bromés en présence de tribromure de
phosphore PBr3 ou activés par un groupement Ms puis bromés en présence de MgBr». Ensuite,

deux méthodes sont possibles pour obtenir le diyne :

e une attaque nucléophile sur le dérivé bromé par un alcyne préalablement déprotoné par
EtMgBr en présence de CuCN en quantité catalytique, ce dernier permet de diminuer le
pKa de l'alcyne vrai et facilite la formation de |'acétylure. Cette premieére méthode est
rapportée par Tucker et al. ;2%*

e un couplage de type Caruso entre le dérivé bromé et un alcyne ester, en présence de Cul

en exces, de Nal et en milieu basique (K2CO3z) afin de former I'acétylure.

Pour cette synthese, le couplage de Caruso est préférentiellement choisit par I'équipe de
Shchepinov et al.”?%?%car les conditions mises en ceuvre sont compatibles avec la présence d'un
ester, ce qui n'est pas le cas pour la premiéere condition qui fait intervenir un réactif de Grignard.
Ainsi cette stratégie permet d'accéder au squelette carboné complet C18 du LA. Le couplage de

Caruso est donc utilisé en fin de synthése pour obtenir le squelette carboné complet des AGPI.

Dans une autre synthése décrite par Shchepinov et al., la construction progressive et
itérative des chaines carbonées de I'Ara (Schéma 81, voie orange) et de I'ALA (Schéma 81, voie
rouge) est effectuée avec une homologation a 3 carbones successive. Cette derniére est effectuée
en présence de l'alcool propargylique deutéré ou non (selon la sélection des positions bis-
allyligues a deutérer), engagé dans une substitution nucléophile sur un dérivé bromé
propargylique. Deux itérations de ce type sont nécessaires afin d'obtenir le motif wéde I'Ara, en
partant de I'hept-1-yne (Schéma 81, voie orange, itération 1 et 2) et une itération est nécessaire

pour I'ALA (Schéma 81, voie rouge, itération 1), avec comme produit de départ le but-1-yne
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permettant de former le motif w3. Leurs chaines carbonées finales sont obtenues, comme pour le

LA avec un couplage de Caruso réalisé en présence de |'alcyne ester correspondant.

Ainsi les polyines obtenus sont ensuite engagés dans une hydrogénation de Rosenmund

(Pd/BaSOy4 et quinoléine), comme décrite par Tucker et al.,?** ou de Brown (Ni-P2).72-¢ 203

H, =/ KOH /"
N R N
A N NP2 R o R TMeoH, H0 o R

LA:R = CHyq et R' = ~(_y,COH

D. D

Ara:R=C;H  etR'= — — CO,H

Ara:R = C;Hqq et R' = Z \\, _CO,Me KXW

g 0’ p 0’ D
D"

ALA: R = C,Hs etR' = —. COH

ALA R = GHg ol R = /\3\002Me o

7
D" D

Schéma 82 : Etapes finales des synthéses du LA, de I'Ara et de I'ALA mono- ou di-deutérés
en positions bis-allyliques.”@ 203

Le catalyseur de Brown est préférentiellement utilisé pour les synthéses effectuées par
Shchepinov et al.7?% 203, Suite a cette hydrogénation, une purification intermédiaire sur
silice/AgNO3 permet d'éliminer les sous-produits de sur-réduction. Finalement une saponification

permet d'obtenir I'AGPI souhaité.

La méthode d'incorporation des atomes de deutérium décrite ici est basée sur une
homologation/deutération effectuée grace a une petite molécule deutérée : le paraformaldéhyde
deutéré (CD;0)n. La limitation de cette stratégie réside dans le besoin de recréer le squelette
entier de I'AGPI a deutérer. Intéressés par la deutération des positions bis-allyliques de I'acide
docosahexaenoique (DHA, C22:6, w3), nous nous sommes inspirés des travaux de Shchepinov et
al. pour l'incorporation des deutériums, en évitant de reconstruire entierement le squelette C22
étape par étape, et en nous basant sur une stratégie de synthese convergente. Les DHA obtenus

seront ensuite couplés au phloroglucinol-OiPr pour former le composé lead deutéré.
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Chapitre II. Synthese des DHA deutérés et lipophénols deutérés

I. Stratégies de syntheése

[.1. Synthése rapportée du lipophénol non deutéré

La synthése de la molécule lead phloroglucinol-OiPr-ODHA a été développée et publiée par

le laboratoire.* Le schéma synthétique (Schéma 83) suivant a été mis en ceuvre pour obtenir cette

molécule :

OH OH OTIPS
/@ iPrOH/HCI sat. /k /@ TIPSOTf, DIPEA /Q /@\

HO OH dioxane, 70°C, 7h 0 OH DCM, t.a., 6h o oTIPS

, 51% 87%
phloroglucinol 19 24
Et;N-3HF
THF, t.a., 5h
62%
. __ OTIPS
DCC, DMAP CO,H

DCM, t.a., 5h

LT e

DHA commercial © OH
ou phloroglucinol-OiPr-OTIPS
Extrait de I'huile de foie de morue 25

OTIPS

_EtgN-3HF /k
THF, ta., 5h

90%

Schéma 83 : Synthése du phloroglucinol-OiPr-ODHA non deutéré17.*

Tout d'abord le dérivé phloroglucinol propylé monoprotégé par un groupement
triisopropylsilyle (TIPS), le phloroglucinol-OiPr-OTIPS 25, est obtenu en 3 étapes a partir du
phloroglucinol commercial. La seule difficulté de cette synthese est située au niveau des réactions
de monoalkylation et monoprotection réalisées sur le phloroglucinol, dérivé symétrique,
présentant des groupements hydroxyles avec des réactivités identiques. Le phloroglucinol est dans
un premier temps mono isopropylé en présence d'isopropanol (iPrOH) en milieu acide fort (HCI
saturé) afin d'obtenir le dérivé isopropyle 19. La monoalkylation est effectuée avec un rendement

de 51%, avec de faibles proportions de dérivés di- et tri-isopropylés. La monoprotection est
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ensuite effectuée en 2 étapes : une protection compléte des hydroxyles par des groupements TIPS
formant le composé 24, suivie d'une monodéprotection douce en présence de triéthylamine
trifluorure (EtsN.3HF) permettant d'accéder au phloroglucinol-OiPr-OTIPS 25 avec un rendement
de 54% en deux étapes. Le passage par l'intermédiaire 24 est inévitable puisqu'une
monoprotection réalisée a partir de 19 ne conduit qu'a 25% du phénol 25. Finalement, la synthése
de ce dernier est effectuée en 3 étapes a partir du phloroglucinol avec un rendement global de
27%. Le phloroglucinol-OiPr-OTIPS 25 est ensuite engagé dans une réaction de couplage avec le
DHA naturel, commercialement disponible ou extrait de I'huile de foie de morue, en présence de
1,3-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et de 4-diméthylaminopyridine (DMAP), conduisant au produit
couplé 26 avec un rendement de 67%. Une étape finale de déprotection du groupement TIPS du
dérivé 26 permet d'obtenir le phloro-OiPr-ODHA 17 non deutéré, avec un rendement global de

16% en 5 étapes.

Ces étapes précédemment validées au sein du laboratoire seront utilisées pour la synthese
des analogues deutérés du lipophénol 17 : le phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D;)-DHA (20) et
phloroglucinol-OiPr-0-(6,6,9,9-Da)-DHA (21). L'enjeu synthétique du travail présenté ici réside dans
I'obtention des DHA deutérés correspondant : le (6,6-D2)-DHA (22) et le (6,6,9,9-D4)-DHA (23)
(Schéma 57). Deux dérivés sont envisagés, possédant une ou deux positions bis-allyliques

deutérées afin d'évaluer I'impact de la deutération par comparaison de leurs activités biologiques.

L,

phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D,)-DHA phloroglucinol-OiPr-O-(6,6,9,9-D,)-DHA
20 21

b u

(6,6-D,)-DHA (6,6,9,9-D,)-DHA
22 23

OH

Schéma 57 : Lipophénols cibles a synthétiser : phloroglucinol-OjPr-O-(6,6-D2)-DHA (20) et
phloroglucinol-OjPr-0-(6,6,9,9-D4)-DHA (21) et leur DHA, (6,6-D;)-DHA (22) et (6,6,9,9-
D4)-DHA (23) associés.
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[.2. Schéma rétrosynthétique des DHA deutérés : (6,6-D2)-DHA (22) et le (6,6,9,9-Da4)-
DHA (23)

Les schémas rétrosynthétiques suivants (Schéma 84) ont été mis en évidence pour la
synthese des DHA deutérés 22 et 23. |Is sont relativement similaires et comportent des étapes clés

et des intermédiaires communs.

Oléfination Oléfination
de Wittig ~._ de Wittig *+_

SNV CO,H T COH
Intermédiaires D” D D” 'DD” D
communs — — — _ _ _
)

(6,6-D,)-DHA (6,6,9,9-D,)-DHA
22 23

EPA
+ -
Couplage de type Caruso
o @ - o @ - —
| thWCOZEt | Ph3PWCozEt
D D D D D D
29 30

D D D

P CO,Et
gz pZ
4 74 Br 2
o~ |+ 9 o |+ P
D D D
32

31 oxétane 31
Ho/\[(o\ = oH
(0]
glycolate de 4-pentyn-1-ol
méthyle

Schéma 84 : Schéma rétrosynthétique des DHA deutérés 22 et 23.

L'étape clé qui permettrait d'accéder au squelette des DHA deutérés est une oléfination de
Wittig réalisée entre les ylures provenant des sels de phosphonium di-deutéré 29 et tétra-deutéré
30, et les aldéhydes 27 et 28 respectivement. Les deux aldéhydes 27 et 28 pourraient étre obtenus
a partir de I'EPA, I'aldéhyde 27 étant un intermédiaire commun aux deux synthéses. Les sels de

phosphonium présentent également un intermédiaire commun, I'alcyne vrai deutéré 31 qui serait
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synthétisé a partir du glycolate de méthyle via une réduction en présence de deutérure de lithium
aluminium (LiAID4) permettant d'incorporer les atomes de deutérium. Le paramethoxybenzyle
(PMB) apparait comme un groupement protecteur de choix pour protéger |'alcool de I'alcyne 31
au vue des parametres de stabilité. En effet, ce dernier doit étre stable : lors de la réaction de
réduction au LiAID4 (des essais avec des groupements silylés de type tertbutyldiphénylsilyle TBDPS
précédemment ayant échoué), en conditions basiques (en présence de n-butyle lithium,
triéthylamine ou carbonate de calcium) et en conditions acides forts (oxydation de Jones). Ensuite,
le sel de phosphonium di-deutéré 29 pourrait quant a lui étre obtenu grace a une attaque
nucléophile de I'alcyne 31 sur I'oxétane permettant une homologation a trois carbones. Le sel de
phosphonium tétra-deutéré 30 pourrait étre synthétisé grace a un couplage de type Caruso entre
I'alcyne 31 et le dérivé bromé propargylique deutéré 32. Ce dernier proviendrait d'une attaque
nucléophile d'un dérivé du 4-pentyn-1-ol sur du paraformaldéhyde deutéré (CD.0), permettant
I'incorporation des atomes de deutérium et une homologation a un carbone. Les différentes

étapes de synthéses et leur optimisation seront présentées dans le chapitre suivant.

[I. Synthése des intermédiaires clés nécessaires a la réaction d'oléfination de Wittig

permettant I'acces aux DHA deutérés 22 et 23

[1.1. Synthese des aldéhydes 27 et 28

Les deux aldéhydes 27 et 28 sont obtenus a partir d'un autre acide gras polyinsaturé :
I'acide eicosapentaénoique (EPA, C20:5, w3). Ce dernier, un oméga-3, est extrait de I'huile de foie
de morue ou peut étre commercialement disponible, en grande quantité et a faible co(t, sous

forme d'ester éthylique.
[I.1.1. Obtention de I'EPA

L'EPA est obtenu de deux maniéres différentes : soit par saponification?°> d'une solution
commerciale d'EPA sous forme d'ester éthylique, soit par extraction de I'huile de foie de morue

commerciale.2%

La premiére méthode est une saponification classique (Schéma 85) en présence d'un excés de
lithine (LIOH) permettant d'obtenir I'EPA de maniere quantitative, avec une bonne pureté sans

aucune purification.
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0 LiOH
— — EtOH/HZO
_ _ _ o 65° C 2h
EPA éthyle ester EPA
(C20:5; 3)

Schéma 85 : Saponification de I'EPA éthyle ester pour obtenir I'EPA.

La deuxieme méthode consiste a extraire I'EPA de I'huile de foie de morue. Cette derniere
comporte plusieurs types d'acides gras, saturés, mono et polyinsaturés présents sous forme de

triglycérides (Tableau 13).

Nom de I'acide gras (AG) Nomenclature % en acides gras totaux

Acides gras saturés

Acide myristique C14:0 2,0-6,0
Acide pentadécanoique C15:0 ND-0,5
Acide palmitique C16:0 7,0-14,0
Acide stéarique C18:0 1,0-4,0
Acides monoinsaturés
Acide palmitoléique C16:1 (w7) 4,5-11,5
Acide vaccénique C18 :1 (w7) 2,0-7,0
Acide oléique C18 :1 (w9) 12,0-21,0
Acide eicosénoique C20:1 (w9) 5,0-17,0
Acide eicosénoique C20:1 (w11) 1,0-5,5
Acide érucique C22 :1 (w9) ND-1,5
Acide cétoléique C22:1 (w11) 5,0-12,0
. Addespolyinsaturés |
Acide linoléique C18 :2 (w6) 0,5-3,0
Acide a-linolénique C18:3(w3) ND-2,0
Acide stéaridonique C18 :4 (w3) 0,5-4,5
Acide arachidonique C20:4 (w6) ND-1,5
Acide eicosatétraénoique C20:4 (w3) ND-2,0
Acide eicosapentaénoique C20:5 (w3) 7,0-16,0
Acide héneicosapentaénoique C21:5 (w3) ND-1,5
Acide docosapentaénoique C22 :5 (w3) 0,5-3,0
Acide docosahexaénoique C22:6 (w3) 6,0-18,0

Tableau 13 : Composition en acides gras de I'huile de foie de morue déterminée par
chromatographie en phase gazeuse.??’
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L'extraction de I'EPA2%2 comporte plusieurs étapes (Schéma 86).

= )
¥

Huile de foie de morue
AG sous forme de triglycérides

OH

OR Acide gras libres

Oj( NaOH OH + sous forme R-COO-
0 EtOH/H,O

R 80°C, 2h

O—[( ' OH Extraction L/L (hexane/eau)

0 glycérol AG en phase aqueuse
Acidification
phase aqueuse
pH=2
: .. 1) Urée, EtOH, 70°C . :
Filtrat enrichi L or TOTUM . Acide gras libres
en AGP|  <2) T2 puis 4°C, 24h d'AG <Evaporation 4,5 forme R-COOH
3) Filtration (élimination
AG s.atures ?t Extraction L/L (hexane/eau)
monoinsaturés) AG en phase organique
Acidification
phase aqueuse
pH=2
(0]
Extraction L/L (hexang/eau) 1) Lavage eau Brodentichi HPLC préparative — — oH
AG en phase organique 2) Séchage Na,SO, en AGPI T o o B
3) Evaporation
EPA
(C20:5; ®3)

colonne phase inverse (C4g)
isocratique: eau/MeOH (13:87)

Schéma 86 : Etapes d'extraction de I'EPA a partir de I'huile de foie de morue.

Dans un premier temps I'huile de foie de morue commerciale est saponifiée en présence
d'hydroxyde de sodium NaOH pour libérer les acides gras présents initialement sous forme de tri-
glycérides. Ensuite une extraction liquide/liquide permet de séparer les acides gras (sous forme
carboxylate) des produits insaponifiables (comme le glycérol). La phase aqueuse contenant les
acides gras est acidifiée, et une autre extraction liquide/liquide est effectuée conduisant au totum
d'acide gras, obtenu apres évaporation du solvant organique. Un traitement par cristallisation en

présence d'urée?®®® est ensuite réalisé et permet d'éliminer les acides gras saturés et
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monoinsaturés apres filtration. Cette technique est basée sur la différence de conformation
spatiale des acides gras selon leur degré d'insaturation. En effet, |'urée cristallisant sous forme
d'hélice crée une cavité dans laquelle vont préférentiellement complexer les acides gras saturés et
monoinsaturés du fait de leur structure linéaire. Les acides gras polyinsaturés (DHA et EPA entre
autres) adoptant une conformation non linéaire et plus volumineuse ne sont pas piégés dans cette
cavité. Le mélange enrichit en DHA et EPA est ensuite purifié par HPLC semi-préparative.?%°¢ L'EPA
est ainsi récupéré avec une bonne pureté (90%) validée en RMN. Il est possible d'obtenir 1,3 g
d'EPA a partir de 7 g d'huile de foie de morue, correspondant a un rendement d'extraction de

19%.

[1.1.2. Synthese de 1'aldéhyde 27

L'aldéhyde 27, commun aux deux syntheses, est obtenu a partir de I'EPA (Schéma 87 et

Schéma 88).

1)1, (8 éq.), Kl (8 €q.)
777777777777777777777777777 . 0
KHCO; (8 éq.), H,O/THF

o)

— — OH 1) 1, (2 éq.), Collidine (4 éq.)

— — — ACN, 0°C, 1h
EPA
(C20:5; ®3)

2) K,CO43
MeOH, t.a., 4h
95% 2 étapes

1) KOH 5% ag., MeOH/H,0
12) NalOy4, H,0, THF/H,0

v
o o
S ENIN ©
27 34
Schéma 87 : Synthese de I'aldéhyde 27.

La premiere étape correspond a la formation d'une iodolactone 33 a partir de I'EPA en
milieu basique et en présence d'iode. Le mécanisme de formation de cette iodolactone fait
intervenir un intermédiaire comportant un pont iodonium au niveau de la double liaison en
position 5, suivi d'une ouverture par le carboxylate formé en milieu basique. Cette régio-sélectivité
est expliquée par la stabilité de l'iodolactone formée, comportant un cycle a 6 stable. Tout
d'abord, le protocole rapporté par Jakobsen et al.?%a été testé (Schéma 87, fleche bleue) avec de
larges excés (8 éq.) d'iode, d'iodure de potassium (KI) et d'hydrogénocarbonate de potassium

(KHCO3). Ces conditions, décrites pour I'obtention d'une iodolactone a partir du DHA, ont conduit
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a un rendement faible et a des difficultés de purification. Le protocole décrit dans la publication
d'ltoh et al.?% a été privilégié pour obtenir la iodolactone 33 a partir de I'EPA en présence de y-
collidine et de 2 éq. d'iode. Ensuite, les conditions décrites par Langseter et al.?%’ ont été testées
(Schéma 87, fleche verte) pour obtenir I'aldéhyde 27 a partir de la iodolactone 33, en procédant a
I'ouverture de cette derniere en milieu basique suivie de sa coupure oxydante en présence de
periodate de sodium (NalOas). Seuls des produits de dégradation ont été obtenus avec ces essais.
Enfin le protocole mis en ceuvre par Jakobsen et al.?% a été retenu : La iodolactone 33, engagée
sans purification intermédiaire, est ouverte grace a une méthanolyse en milieu basique suivie
d'une substitution de l'iode par I'oxygene en a pour former I'époxyde 34. Finalement, |I'époxyde

ester intermédiaire 34 est obtenu en deux étapes a partir de I'EPA avec un rendement de 95%.

L'aldéhyde 27 final est ensuite obtenu en trois étapes one-pot?!° (Schéma 88).

0 0] 1) Ac,0, AcOH, 45°C, 2,5j

_ o _2)LiOH, Hy0, MeOH, ta, 21h <yo Purification_ \ =0

— N 3)NalO,, H,0, MeOH, ta.,, 3h  \—/N\—/\—/"\ S0, NN\
34 87% (3 étapes) 27 aldéhyde o,f-insaturé

Schéma 88 : Obtention de I'aldéhyde 27 a partir de I'époxyde ester 34.

La premiére étape correspond a une acétylation en présence d'anhydride acétique (Ac20)
dans l'acide acétique (AcOH) conduisant a I'ouverture de I'époxyde ester 34. L'intermédiaire di-
acétylé obtenu n'est pas isolé mais directement engagé dans la réaction de saponification qui suit
pour former le diol vicinal. Ce dernier subit ensuite une coupure oxydante en présence de NalOs
pour former |'aldéhyde 27, avec un rendement de 87% en 3 étapes one-pot. Une purification de
I'aldéhyde sur colonne chromatographique conduit a sa transformation en I'aldéhyde a, B insaturé
(Schéma 88) suite a une réaction d’isomérisation. Pour pallier a ce probleme, des lavages finaux
successifs avec des solutions aqueuses saturées en bicarbonate de sodium (NaHCOs), de chlorure
de sodium (NaCl) et d'eau, ainsi qu'une filtration sur "plug" de célite ont été mis au point et
permettent d'obtenir I'aldéhyde 27 avec une pureté satisfaisante afin d'étre engagé dans la

réaction d'oléfination de Wittig.

Finalement les optimisations réalisées sur la synthése de I'aldéhyde 27 ont permis d'aboutir a un
composé pur avec un rendement de 83% en 5 étapes. La montée en échelle de cette synthése a

été validée sur 5 g d'EPA de départ.
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[1.1.3.Synthese de l'aldéhyde 28

Les conditions réactionnelles décrites par Wang et al.,?! permettant d'accéder en 4 étapes

a l'aldéhyde 28 a partir de I'aldéhyde 27, ont été testées (Schéma 89).

O 0 1) Ac,0, AcOH, 45°C, 2,5j
—N\="= 3) NalO,, HZO/MeOH,t.a.,ShL e iy/e N 540/000"1h — NN
34 27 o (4 étapes) 35
VO(acac),,
tBuOOH,
toluéne,
0°C =>t.a., 6h
73%
HO OH o)
—0 2) NalO,, THF/H,0, 0°C m 1) HCIO, DME/H,0 w/\
Q/EM 12% (2 étapes) — _ _ 0°C =>t.a. _ _ _
Impure 28 37 36

Schéma 89 : Synthese de I'aldéhyde 28.

L'alcool homoallyliqgue 35 est obtenu en 4 étapes one-pot a partir de I'époxyde 34,
I'aldéhyde 27représente l'intermédiaire final de la synthése, qui est ensuite réduit en présence de
borohydrure de sodium(NaBH4) avec un rendement global de 64%. L'époxydation de l'alcool
homoallylique 35 en présence d'hydroperoxyde de tertbutyle (tBuOOH), et d'acétylacétonate de
vanadyle VO(acac); en quantité catalytique, donne |'époxyde alcool 36. Plusieurs temps de

réaction ont été testés afin d'optimiser cette réaction (Tableau 14).

o]
=" VO(acac), tBUOOH OH
— N\ — toluéne, 0°C => t.a. — NN\
35 36
Temps de réaction (h) ‘ Rendements (%)
4 55
5 63
6 73
10 63
20 39

Tableau 14 : Temps d'époxydation de I'alcool homoallylique 35 et rendement en époxyde 36.
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La durée optimale de cette réaction est de 6 h. Une augmentation du temps de réaction a

plus de 10 h engendre une chute rapide du rendement.

L'époxyde alcool 36 ainsi obtenu est ensuite ouvert en présence d'acide perchlorique HCIO4 pour
former le triol 37 intermédiaire comme décrit par Wang et al.?’! (Schéma 89). Ce dernier est
engagé sans purification, a cause de sa faible stabilité, dans la coupure oxydante qui suit en
présence de NalOs pour former |'aldéhyde 28. Ces conditions ont permis d'obtenir I'aldéhyde 28
avec un rendement relativement faible de 12% et une pureté non acceptable pour étre engagé
dans la réaction d'oléfination de Wittig. De méme que pour l'aldéhyde 27, ce dérivé ne peut pas

étre purifié sur colonne chromatographique a cause de sa dégradation.

D'autres conditions réactionnelles ont donc été testées, trés proches de celles utilisées pour

obtenir I'aldéhyde 27 (Schéma 90).

O 1) Ac,0, AcOH, 45°C, 21h
OH 2) LiOH, H,0/MeOH, t.a., 3h =0

— — — 3) NalO4, H,O/MeOH, t.a., 2,5h — — —
62% (3 étapes
o ( pes) 28

Schéma 90 : Synthése de I'aldéhyde 28 en 3 étapes one-pot a partir de I'époxyde alcool 36.

L'époxyde alcool 36 est engagé dans une réaction d'acétylation en présence de Ac,O dans
I'acide acétique conduisant a son ouverture. L'intermédiaire obtenu n'est pas purifié mais
directement engagé dans la réaction de saponification, réalisée avec de la lithine, afin de former le
triol correspondant. Ce dernier subit enfin une coupure oxydante en présence de NalOs pour
former |'aldéhyde désiré 28. Ces 3 étapes one-pot ont fait I'objet d'une importante optimisation
dans le but d'obtenir un aldéhyde final avec une pureté acceptable et pouvant étre engagé dans la
réaction d'oléfination de Wittig. La difficulté de cette synthése réside dans l'impossibilité de
purification finale de l'aldéhyde sur colonne chromatographique, obtenu apres trois étapes

réalisées one-pot.

Le tableau suivant (Tableau 15) rassemble une partie des différents essais effectués pour
obtenir I'aldéhyde 28. La pureté de l'aldéhyde est estimée par RMN 'H par comparaison d'un
aldéhyde "pur" et "impur", en fonction des intégrations correspondant aux signaux des protons
terminaux méthyliques (-CHs) et en fixant la valeur de l'intégration du proton de I'aldéhyde a 1 h.
En effet, I'intégration associée au signal du -CH3 est supérieure dans le cas d'un aldéhyde "impur"

comparée a celle obtenue pour I'aldéhyde "pur" (car les signaux des impuretés sont superposées a
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ceux de l'aldéhyde). Un exemple de spectre RMN d'aldéhyde consid

comme "impure" (b) sont présentés dans la Figure 45.
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Figure 45 : Spectre RMN *H de I'aldéhyde consid
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Dans le cas de l'aldéhyde "pur" la valeur de l'intégration des protons -CHs est égale a 3H,
tandis que pour l'aldéhyde "impure" elle est égale a 5H. La pureté de I'aldéhyde dit "impure" est

ainsi estimée a environ 70%.

Epoxyd’e alcool de AcO/AcOH| Saponification Coupure
départ oxydante | Rendements
Essais R Pureté
(conservé a o ) (%)

-80°C sous Argon) temps temps | ég. LIOH | éq. NalO4
1 13j 21h 22h 2.6 1.7 50 pur
2 1 mois et 11j 18h 5h 3.4 1.7 70 impur
3 8j 20h 21h 2.6 1.7 55 pur
4 1 mois et 7j 3] 21h 2.6 1.7 20 impur
5 4j 15h 23h 2.6 0.9 56 pur
6 7j 3j 23h 2.6 0.9 76 impur
7 14] 3] 1j 2.6 0.9 6 mpur tri-OAc

récupéré

8 3] 23h 2.5h 2.6 1.7 62 pur

Pour tous les essais, les lavages finaux suivants ont été réalisés : NaHCOj3 sat., NaCl sat., H,O ainsi qu'une filtration finale sur plug de
célite. Produit estimé impur quand la pureté estimée en RMN H< 80%.

Tableau 15 : Tableau des différents essais effectués pour obtenir I'aldéhyde 28.

Au vu des différents essais réalisés il apparait que la dégradation de I'époxyde alcool 36
dans le temps pourrait étre une source d'échec de la réaction. En effet, les essais 1, 3, 5 et 8
(Tableau 15), ont permis d'obtenir I'aldéhyde avec une pureté maximale, supérieure a 80%. Ils ont
été réalisés a partir d'un époxyde alcool 36 de moins de deux semaines, contrairement aux essais
2 et 4 (Tableau 15). Malgré les précautions de conservation prises pour ce dernier, sa pureté a

différent temps de conservation a été contrdlée par RMN *H et montrait une légére dégradation.

La comparaison des essais 5 et 6 (Tableau 15) nous a permis de mettre en évidence
I'importance du temps d'acétylation de I'époxyde alcool 36 sur la pureté finale de I'aldéhyde (essai
5:15h, essai 6 : 3j). En effet, lors de la réaction d'acétylation, un mélange de dérivés mono- di- et -
tri-Oacétylé (OAc) est formé (Figure 46). Ces dérivés ont été identifiés grace a un essai de

purification de la réaction d'acétylation.
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tri-OAc

RN
A one GC/M m
m C/VLM

di-OAc mono-OAc

Figure 46 : Intermédiaires isolés aprés acétalisation de I'époxyde alcool 36.

Le suivi de la réaction par CCM montre que plus le dérivé tri-OAc est formé en grande
guantité plus I'étape de saponification suivante semble étre difficile et longue, suggérant une
stabilité plus importante de ce dérivé comparé au mono-OAc et di-OAc. Ce résultat a été confirmé
avec l'essai 7 (Tableau 15) ol le composé tri-OAc a pu étre isolé apres purification sur colonne

chromatographique.

Le temps d'acétylation a été réduit a moins de 24 h, limitant ainsi la formation du tri-OAc
(Tableau 15, essai 8). Le temps de la réaction de saponification a également été réduit a 3h, ainsi
gue le nombre d'ég. de LiOH (Tableau 15, essai 8), limitant la formation des produits de

dégradation possible.

L'étape d'oxydation, correspondant a la coupure du triol formé, a également été étudiée.
Le nombre d'éqg. en NalO4 semble avoir peu d'impact sur I'obtention du produit final (Tableau 15,
essais 1 et 5), l'utilisation d'1.7 ég. d'NalOs a donc été maintenue pour réaliser cette coupure
oxydante. L'utilisation du BAIB (bis(acetoxy)iodobenzéne)?*?a également été testé pour réaliser
cette étape d'oxydation. Malgré I'obtention du produit final, le BAIB résiduel ne pouvant pas étre
éliminé sans effectuer de purification sur colonne chromatographique, ce réactif n'a pas été

retenu.
Finalement, I'essai 8 (Tableau 15) présente les meilleures conditions pour réaliser la
synthése de I'aldéhyde 28 a partir de I'époxyde alcool, les conditions optimales sont les suivantes:
e L'époxyde alcool 36 doit étre synthétisé au maximum 3 jours avant d'étre engagé en
réaction.
o Le temps d'acétylation ne doit pas dépasser les 21 h et une purification intermédiaire des

composés n'est pas nécessaire,
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e Lasaponification peut étre réalisée en 3 h avec 2.6 éq. de LiOH.

e La coupure oxydante peut également étre réalisée en 2.5 h avec 1.7 éq. d'NalQOa.

Finalement l'aldéhyde 28 a été synthétisé en 10 étapes a partir de I'EPA avec un rendement global
de 27%. Sa synthése a été validée sur 100 a 200 mg d'époxyde alcool de départ 36. Lors de la
montée en échelle utilisant environ 1g d'époxyde, la pureté de l'aldéhyde est apparue moins

importante.

Pour conclure, les synthéses des aldéhydes 27 et 28 ont fait I'objet d'une importante
optimisation dans le but d'obtenir des produits bruts avec une pureté suffisante pour étre engagés

dans la réaction d'oléfination de Wittig.

[1.2. Syntheses des sels de phosphonium di-deutéré 29 et tétra-deutéré 30

Les schémas rétrosynthétiques suivants (Schéma 91) ont été mis en évidence pour la
synthese des sels de phosphonium deutérés 29 et 30, utilisés par la suite pour la réaction

d'oléfination de Wittig.

o @ — o_ @ — —
I PheP” >~ 7 OCO,E 17 PhaP” > O T " C0,E
D D D D D D
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DO D

D D t D D
31 oxétane 31
Ho/}(o\ WOH
o 4-pentyn-1-ol
glycolate de
méthyle

Schéma 91 : Schéma rétrosynthétique des sels de phosphonium di-deutéré 29
et tétra-deutéré 30.

These de doctorat Mélissa RoseLL 2017



Partie IV - Chapitre 1. Synthése des DHA deutérés et lipophénols deutérés

Les sels de phosphonium présentent un intermédiaire commun, |'alcyne vrai deutéré 31 qui
serait synthétisé a partir du glycolate de méthyle via une réduction en présence de
LiAlIDspermettant d'incorporer les atomes de deutérium. Cet intermédiaire permettrait d'obtenir
tout d'abord I'ester deutéré 44, puis Le sel de phosphonium di-deutéré 29 présentant des atomes
de deutérium en position a de la fonction triphénylphosphonium. La position bis-allylique
deutérée du sel de phosphonium tétra-deutéré 30 pourrait étre obtenue a partir du diyne 53,
pouvant provenir d'une réaction de couplage de type Caruso entre l'alcyne vrai deutéré 31 et le
dérivé propargylique deutéré 32. Ce dernier proviendrait d'une attaque nucléophile d'un dérivé du
4-pentyn-1-ol sur du (CD20).. A noter que nous avons choisi de synthétiser des esters éthyliques
pour l'alcyne 44 et le diyne 53 en vue de palier aux possibles problémes de transestérification
pouvant intervenir lors de la réaction d'hydrogénation effectuée dans I'éthanol en présence de
NaBH4. En effet, ce dernier peut étre utilisé aussi bien comme agent réducteur qu'agent de

transéstérification, comme décrit par Padhi et al.?*3.

[1.2.1.Synthese de l'alcyne terminal deutéré 31, intermédiaire commun aux

syntheses des deux sels de phosphonium 29 et 30

Le schéma de synthése suivant (Schéma 92) a été utilisé pour obtenir I'alcyne terminal

deutéré 31, un intermédiaire commun aux synthéses des deux sels de phosphonium deutérés 29

et 30.
1) PMBOH, NaH, Et,0, t.a., 30 min
2) TCACN, 0°C =>t.a., 4h LiAID
Hoﬂ(o\ ) - PMBOWO\ — 1 . PMBO/><OH
o 3) glycolate de méthyle o Et,O, 0°C, 2h D D
CSA, DCM, 0°C => t.a., 1j 91%
glycolate de 0 38 39
- 96%
méthyle
TsCILEt;N
CH2C|2 ,t.a., 20h
97%
=Z LiCCH.eda 90% OTs
PMBO - PMBO/><
o b DMSO, 10°C =>t.a., 4h o b
77%
31 40

Schéma 92 : Synthese de I'alcyne terminal deutéré 31.

Le glycolate de méthyle est d'abord protégé par un groupement paramethoxybenzyle
(PMB) conduisant a I'alcool protégé 38. La premiére étape de cette protection correspond a une

attaque nucléophile de I'alcool 4-méthoxybenzyle (PMBOH) préalablement déprotoné par
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I'nydrure de sodium (NaH), sur le trichloroacétonitrile (TCACN) formant un intermédiaire
carboxymidate. Ce dernier subit ensuite une attaque nucléophile du glycolate de méthyle en
milieu acide (acide camphorsulfonique : CSA), formant I'alcool protégé 38 avec un rendement de
90%. L'incorporation des atomes de deutérium est ensuite effectuée grace a une réduction?!* de
I'ester intermédiaire 38 en alcool 39 a l'aide de LiAlID2 commercialement disponible. La protection
au PMB permet ainsi de différencier les deux alcools pour les étapes qui suivent. L'alcool
intermédiaire 39 mono-protégé est activé?'® par un groupement tosyle (Ts) en présence de
chlorure de tosyle (TsCl) et de triéthylamine (EtsN) formant I'intermédiaire 40 avec un rendement
de 97%.Une substitution nucléophile sur I'alcool activé 40 en présence du complexe acétylure de
lithium/éthyléne diamine (LiCCH.eda) permet d'accéder a l'alcyne 31 avec un rendement de 77%.
Le rendement global de la synthése de l'alcyne deutéré 31 est de 61% en 4 étapes a partir du
méthyle glycolate. La montée en échelle de cette synthése a été effectuée sur 8 g de méthyle
glycolate. Des batch de maximum 2g de produit de départ ont ensuite été réalisés pour chacune
des 3 autres étapes, permettant d'obtenir environ 4g d'alcyne deutéré 31. La volatilité de certains
intermédiaires (38 et 39) a constitué une difficulté, demandant des précautions supplémentaires a

mettre en ceuvre lors de cette synthese.

L'utilisation de cet alcyne dans la synthése des sels de phosphonium permet d'introduire

les atomes de deutérium sur certaines positions bis-allyliques du futur squelette des DHA.
[1.2.2. Synthese du sel de phosphonium di-deutéré29

La synthese du sel de phosphonium di-deutéré 29 est présentée dans ce paragraphe. Cette
derniére est décrite dans la littérature par Dayaker et al.?'® pour obtenir un analogue non deutéré,
ester de méthyle et avec une stratégie de synthése utilisant comme groupement protecteur le
tert-butyldiphénylsilyle (TBDPS).

La synthése de l'acide deutéré 42, intermédiaire de synthése du sel de phosphonium 29 est

présentée dans le schéma suivant (Schéma 93).

TEMPO,BAIB

0
n-BulLi H,O/DCM,t.a., 1h
- />/ o BF3.E,0 . W oH e::A, e = OH
+ [J THF. 7sC 30mn o
) o b o b

5 Jones solution (2.17M)
799
Oxétane N a1 CrO4/H,S0,/H50 42
acétone, 0°C, 1h
94%

31

Schéma 93 : Synthése de I'acide deutéré 42.
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L’homologation de 3 carbones sur le synthon 31 est effectuée via une attaque nucléophile
de ce dernier, préalablement déprotoné en présence de n-butyllithium (n-BulLi), sur I'oxétane
activé a I'aide de I'acide de Lewis BF3.Et,0 favorisant son ouverture. L'alcool deutéré 41 est obtenu
avec un rendement de 79%. Ensuite deux types d'oxydation ont été testées pour I'obtention de
I'acide 42, une oxydation de Jones en présence de CrO3 et utilisant le systeme TEMPO(2,2,6,6-
tetramethylpiperidine 1-oxyl)/BAIB.2Y” Ces derniéres conditions, moins drastiques, ont été utilisées
dans l'optique de remplacer l'utilisation du CrOs, qui est un composé toxique et nocif pour
I'environnement. Cependant, |'oxydation de Jones conduit a un meilleur rendement en acide 42
(98% contre 68% avec le systeme TEMPO/BAIB), et a donc été retenue pour la montée en échelle

de cette synthese.

L'acide 42 est ensuite estérifié en ester d'éthyle et déprotégé afin de conduire a I'alcool 44

(Schéma 94).

H,SO,
EtOH, 35°C, 16h

48% > COoEt
ou PMBO
DCC/DMAP

D D
EtOH a3

DCM, t.a., 24h

O 0,
56% DDQ
Z OH DCM/H,0
PMBO E—— 0°C, 2h
0’ b 84%
42

CO,Et
sto4 />/\/
B - HO
EtOH, 35°C, 3j

86% b D
44

Schéma 94 : Obtention de I'ester éthylique deutéré 44.

Les premiers essais réalisés (Schéma 94, fleche bleue) en présence d'une catalyse acide
H,SOsdans I'éthanol (a 35°C pendant 15h) ou en utilisant des réactifs de couplage (DCC/DMAP) ont
conduit a de faibles rendements d'estérification (respectivement 48 et 56%). Dans les conditions
de catalyse en milieu acide (H,S0a4), le faible rendement s'explique par une partielle déprotection
du groupement PMB pendant la réaction. La déprotection?'® de I'ester 43 avec la
dichlorodicyanobenzoquinone (DDQ) conduit a un rendement de 84% en alcool 44. Malgré ce
rendement satisfaisant, des essais visant a réaliser la réaction d'estérification de déprotection en 1
seule étape a partir de I'acide 42 ont été effectués. L'estérification suivie de la déprotection est

menée one-pot (Schéma 94, fleche verte) en catalyse acide (H2SOa4) et a 35°C pendant 3 jours, afin
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d'obtenir directement l'ester éthylique 44, dépourvu de la fonction PMB, avec un rendement

amélioré de 86%.

Pour finir, le sel de phosphonium di-deutéré 29 est obtenu a partir de I'ester alcool 44 en 3

étapes (Schéma 95).

Systéme Ni-P2:

Ho
COEt  Ni(OAc), . 4H,0 (0.1 éq.)
= NaBH, (0.2 &q.) _
HO —  HO” >~ TCosEt
o NHo(CHa),NH, (eda, 1.5 &q.) o p
EtOH, 0°C, 30 min
44 95% (6 % sur-reduction) 45
I, PPhs, Imd
DCM, ta., 2h

89%

© ® — —

| Ph3P/><_\/\COZEt < PPhs, CHsCN 1> T Co,E

0" reflux, 20h o D
29 98% 46

Schéma 95 : Synthese du sel de phosphonium di-deutéré 29 a partir de I'intermédiaire 44.

L'hydrogénation de I'alcyne 44 en alcene Z 45 est effectuée grace au systeme catalytique
Ni-P2219, L'acétate de nickel (I1) (Ni(OAc)2) est d'abord réduit en présence de NaBH4 dans I'éthanol
formant le systeme catalytique "Ni-P2". Le poison du catalyseur utilisé ensuite correspond a de
I'éthyléne diamine (eda), permettant de réduire sélectivement les alcynes disubstitués en alcénes
de configuration (Z), et ceci avec une grande pureté?!®. Dans notre cas, une légére sur-réduction
de 6% est obtenue, limitée par une température de réaction fixée a 0°C. Cette derniere est
estimée par RMN *H (500 MHz) grace a l'intégration des protons du -CH en position a de 'alcool

(Figure 47).

3,6 -3,7 ppm

HO <~ " Co,kt
0D

/ Signaux des protons -CH,du produit

45 de sur-réduction

= o
b= k]
b4 =
N~ pd
o o
T 4 T

T T T T
3.65 3.60

Figure 47 : Mise en évidence par RMN H (500 MHz) du produit de sur-réduction par intégration
des signaux des protons -CH; en position a de I'alcool.
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La suite de la synthése est réalisée en conservant ce faible pourcentage de produit de sur-

réduction qui ne peut pas étre éliminé par colonne chromatographique en phase normale.

L'étape suivante correspond a une réaction de type Appel réalisée sur l'alcool 45 en
présence d'iode, d'imidazole (Imd) et de triphényle phosphine (PPhs) conduisant au dérivé iodé 46
avec un rendement de 89%. Ce dernier est enfin converti en sel de phosphonium 29 a l'aide de

PPhs et en chauffant au reflux de I'acétonitrile conduisant a un rendement de 98%.

Pour conclure, le sel de phosphonium di-deutéré 29 a été obtenu en 6 étapes a partir de
I'alcyne deutéré 31 et de I'oxétane, avec un rendement global de 55%. L'optimisation de certaines
étapes ont permis d'effectuer une montée en échelle aboutissant a une quantité en sel de

phosphonium 29 de I'ordre du gramme.
[1.2.3. Synthese du sel de phosphonium tétra-deutéré 30

L'alcyne deutéré 31 a également été utilisé pour introduire les deutériums du (6,6,9,9-Da)-
DHA (23), au niveau du sel de phosphonium tétra-deutéré 30. Ce dernier pourrait étre synthétisé
grace a un couplage de type Caruso entre l'alcyne 31 et le dérivé bromé propargylique deutéré 32
(Schéma 91).La synthese du dérivé bromé propargyllique 32 a donc di étre réalisée pour obtenir

le motif bis-allylique tétra-deutéré présent au niveau du sel de phosphonium.
[1.2.3.1. Synthese du dérivé propargylique bromé deutéré 32

Le schéma de synthése suivi pour obtenir le dérivé bromé deutéré 32 est similaire a celui
utilisé pour la synthése de I'analogue non deutéré décrite par Guy et al.??°
Tout d'abord, l'alcool propargylique deutéré 49 est synthétisé a partir du 4-pentyn-1-ol en 2

étapes (Schéma 96).

DHP, APTS 1) EtMgBr, 1,5 h
— TS, OTHP OTHP
Z TN setan20nT 2 O™ 5 e,0) THE ”°>/\A
4-pentyn-1-ol 91% 48 reflux, 15h D" D 49
86%

Schéma 96 : Synthese de I'alcool propargylique deutéré 49.
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La premiere étape consiste a protéger le 4-pentyn-1-ol commercial avec un groupement
dihydropyrane (DHP), réaction catalysée en milieu acide donnant l'alcool protégé 48. Ensuite,
I'incorporation des atomes de deutérium est effectuée grace a une attaque nucléophile de I'alcyne
vrai 48 préalablement déprotoné par le bromure d’éthyle magnésium sur le paraformaldéhyde
deutéré commercial (CD20)n donnant l'alcool 49. Deux lots de réactif de Grignard ont été testés
pour cette étape : EtMgBr a 0,9v dans le THF ou a 1,6M dans Et,O. Pour ce dernier, les
rendements obtenus ne dépassent pas les 75% probablement di a l'utilisation de Et;0 comme
solvant (limitant la température utilisée pour le reflux). Le rendement obtenu pour cette étape est

de 86% en utilisant EtMgBr a 0,9m dans le THF.

L'alcool 49 est ensuite engagé dans une réaction d’Appel (Schéma 97) conduisant au dérivé

DCM, -40°C, 2h

D" D D" D
60%
49 50

bromé 50.

Schéma 97 : Synthése du dérivé propargylique bromé deutéré 50.

Pour cette étape, les conditions mises en ceuvre différent des travaux de Guy et al.??° ou
sont utilisés 1,5 éq. de CBrs et de PPhs, en présence de 0,1 éq. de triéthylamine dans le
dibromomeéthane. L'essai effectué avec ces mémes conditions sur l'alcool 49 n'a pas permis
d'obtenir le produit souhaité, mais seulement de la dégradation. Nous avons donc suivies les
conditions suivantes, décrites par Yadav et al.??! utilisant 1 éq. de CBrs, 2 éq. de PPhs et
d'imidazole dans le dichlorométhane. L'excés d'imidazole permet de tamponner le milieu et ainsi
de piéger les traces éventuelles d'acide bromhydrique (HBr) formées durant la réaction, capables
de déprotéger le groupement THP (tétrahydropyrane). Dans notre cas la réaction est maintenue a
-40°C afin d'éviter la dégradation des produits, puisqu'une chute importante du rendement est
obtenue lorsque la réaction est réalisée a température ambiante. Le dérivé bromé 50est obtenu

avec un rendement de 60%.

Finalement, L’alcyne protégé 50 est engagé dans 3 étapes (Schéma 98) pour obtenir le

dérivé bromé souhaité 32.
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OTHP Jones solution (2.17M) COOH CO,Et
o /\A CrO4/HS04/H,0 Br>/V H,S0, - >/V
0’ D acétone, 0°C, 30 min D D EtOH, 30°C, 1] DD

50 87% 51 90% 32

Schéma 98 :Synthese du dérivé propargylique bromé deutéré 32.

L’étape de déprotection du groupement THP de |'alcool 50est réalisée en milieu acide
pendant la réaction d'oxydation en acide carboxylique, en présence d'une solution de Jones
(CrO3/H;S04/H20). L'acide 51 est obtenu avec un rendement de 87%. Deux types d'estérification

ont ensuite été testés utilisant deux catalyseurs acides de natures différentes (Tableau 16).

masses en produit Types de catalyseur ‘ Temps de ‘ Rendements (%)
de départ (51) conversion (h)
250 mg Acide de Lewis : BF3.EtO> 16 59
250 mg Acide de Brgnsted : H,SOa4 6 61
3,135¢ Acide de Brgnsted : H,SO4 23 a0

Tableau 16 : Essais d'estérification de |'acide 51.

Un rendement de 59% est obtenu en utilisant I'acide de Lewis BFs3.Et;0, décrit par Guy et
al.?2% En utilisant un acide de Brgnsted commel'H.SO4un rendement de 61% a été obtenu aprés 6h
de réaction, optimisé a 90% en laissant la réaction pendant 1 jour. L'utilisation d'H.SO4 pour

former I'ester d’éthyle est la méthode retenue pour la montée en échelle de cette réaction.

Pour conclure, le dérivé bromé propargylique deutéré 32 est synthétisé en 5 étapes a partir du 4-
pentyn-1-ol avec un rendement global de 37%. La montée en échelle a été effectuée sur environ

8g de 4-pentyn-1-ol et environ 2g de dérivé bromé propargylique deutéré ont été obtenus.

[1.2.3.2. Réaction de couplage entre l'alcyne vrai deutéré 31 et le dérivé

propargylique deutéré 32

La synthése du diyne tétra-deutéré 53 est présentée dans le schéma suivant (Schéma 99).
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=
PMBO
D D D D D D
31 Cul,Nal PMBO CO,Et HO CO,Et
n K,CO; X F DDQ X Z
_— > —_—
DMF, 20°C., 15h o’ D DCM/H,0 o’ D
CO,Et 75% 0°C, 4h
. >/V 52 94% 53
b P32

Schéma 99 : Synthése du diyne tétra-deutéré 53.

La réaction de couplage de type Caruso entre l'alcyne terminal deutéré3l et le dérivé
bromé deutéré 32 est réalisé dans les conditions décrites par Hill et al.”® En présence d'iodure de
cuivre (Cul) en exces, d'iodure de sodium (Nal) (permettant d'effectuer la réaction de Finkelstein
formant le dérivé iodé, meilleur groupement partant), et en utilisant K2CO3 comme base afin de
former I'acétylure. Le diyne deutéré 52 est obtenu avec un rendement de 75%. A noter que cette
réaction semble sensible aux élévations de température puisqu'elle ne fonctionne pas a des
températures au-dela de 30°C. Ensuite la déprotection du diyne 52 en condition oxydante douce

en présence de DDQ est effectuée pour conduire a I'alcool 53.
[1.2.3.3. Hydrogénation du diyne 53

L'hydrogénation du diyne 53 en diéne 54 a ensuite été menée (Schéma 100) avec le

systéme catalytique Ni-P2 correspondant au catalyseur de Brown.?!?

Systéme Ni-P2:

O P Ni(OAc). 4|-}|-|20(03' )
HO CO,Et i(OAc), . 4H,0 (0.3 eq.
N 2 NaBH, (0.6 éq.)
p HO > o< NN
NH2(CH2)2NH2 (eda, 2 eq) o’ p o b CO,Et
op EtOH, 0°C, 30 min
0, 0, - .
53 90% (dont 13 % sur-reduction) 54

Schéma 100 : Hydrogénation du diyne 53 en diéne 54 avec le systeme catalytique Ni-P2apres
optimisation.

Une optimisation de la réaction (Tableau 17 et Figure 48) a été effectuée dans le but de
minimiser la formation des produits de sur-réduction du diéne formé. En effet, Il est important de
limiter au maximum cette réaction de sur-réduction afin d'éviter une purification délicate des
différents produits obtenus. Une méthode mise en ceuvre par Hill et al.”® utilisant un mélange
Si02/Ag(NOs) permettrait de séparer les dérivés selon leur nombre et le type d’insaturation. Ils
reportent un rendement de 70% pour un diéne structurellement proche de celui attendu. Nous
avons préféré optimiser nos conditions réactionnelles afin de limiter au maximum le phénoméne

de sur-réduction et éviter cette étape de purification sur SiO,/Ag(NOs3).
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. Résultats
Equivalents brodu Srodurts d Conversion
Essais | en eda (H2N(CH2)2NH; : | Températures [Temps roduit ro ,mts .e 0
0 ; attendu |[sur-réduction (%)
poison du catalyseur")
54(%) (%)
1 1,5 t.a. (25°C) 3h 46 54 100
2 2 15°C 3h 84 16 100
3 0°C 3h 86 14 100
4 3 0°C 30 min 86 13 100

Tableau 17 : Essais d'hydrogénation du diyne53 en diene 54avec le systeme catalytique Ni-P2.

b 100 239.25
110E : 90 .
3 Essail — E Essai 3
100 ; 807
903 Produit attendu54 E
= » o 107
£ [M + NaJ* ’ 5 0] Produit attendu54
£ 703 a € v,
= = <
< 603 : S < 507 [M + NaJ*
¢ 3 Produits de sur-réduction V.. ¢ 7
£ 503 "o || 24125 T 405 . , .
2 407 [M +2H + Na]* e ] Produits de sur-réduction V..
a0 s [M + 2H + Na]*
204 ] 32017
E 242.25 104 235.00 241.25
1% 22500 227.08 229.00 2 E 22892  233.00 238.25
= r . rerr.rfrerrLLrr T 0-
230 235 240 245 225 230 235 240 245

mfz miz

b) T MRGTE 1 1 E: HelissaRl]
2

3 produits : Essai 1 Produit(s) de

produit sur-réduction

<

attendu 54 et

MRI04E 1 1 E: HElissaR[

2 produits de

3,6 -3,7 ppm

sur-réduction
MRIUR:E 1"“*.!.".:1':: HEJ.].SSaR[

2 produits : / 5 : 5
- " : . : — — (o)
i A : Essai 3 : o G % Y
produit attendu Y"1 _ _ _ _ o’ b DD L
: : : - Produit attendu gz 41 -4.2 ppm

54 et 1 produit
MRIEIB:B l"._,‘!" E: HEIiESaHl:
de

Produits de sur-réduction possibles:

\ : . —
, . ! ' Essai 4 Homo\/
sur-réduction H ; ; ; Db b’ D z
! . . .
secondaire ol b dL : § e _ — o
a1 a0 39 38 37 [ppm] o}

Figure 48 : Analyses associées aux différents essais d'hydrogénation (essais 1 a 4) permettant d'identifier
(MS) et de calculer le pourcentage (RMN H) des produits de sur-réduction : a) Spectres de masse, obtenu
par infusion en electrospray mode + du mélange réactionnel aprés traitement (essais 1 et 3). b) Analyse
RMN *H (500 MHz) du mélange réactionnel aprés traitement (essais 1 3 4).
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Au cours de l'optimisation de cette réaction avec le systeme catalytique Ni-P2 (Tableau 17),
les produits secondaires ont été identifiés grace a une analyse par spectrométrie de masse (MS) et
a la présence d'un signal [M + 2H + Na]* confirmant la sur-réduction d'une double liaison (Figure
48, a). L'analyse par RMN H (500 MHz) (Figure 48, b) a permis de calculer la proportion de produit
de sur-réduction en utilisant l'intégration des signaux des protons en position a de la fonction
I'alcool. La RMN !H a également permis d'identifier le nombre de produits présents dans

I'échantillon grace aux signaux des protons de la fonction ester éthylique.

Le premier essai d'hydrogénation du diyne 53 en diene 54 a été effectué en suivant les
conditions décrites par Guy et al.??° avec le systéme Ni-P2 (Tableau 17, essai 1), utilisant 0,3 éq.
d'acétate de nickel, 0,6 éq. de NaBHs et 1,5 éq. d'éthylene diamine (poison du catalyseur) a
température ambiante. Dans ces conditions, les produits de sur-réduction, identifiés grace a
I'analyse par spectrométrie de masse (MS) (Figure 48, a. essai 1), ont été obtenus a hauteur de
54%, cette valeur a été estimée grace a I'analyse RMN'Hdu mélange aprés traitement (Figure 48,
b. essai 1). Ce premier essai suggere que l'utilisation de seulement 1,5 éq. d'éthyléne diamine n'est
pas suffisante pour éviter la formation des produits de sur-réduction a 25°C.Dans I'essai 2 (Tableau
17), 2 éq. d'éthylene diamine ont été utilisés a une température de 15°C. La formation des
produits de sur-réduction, estimés a 16% en RMN H (Figure 48, b. essai 2), est dans cet essai
moins importante. De plus, un seul produit de sur-réduction semble étre présent d'apres I'analyse

RMN?H.

Lorsque 3 éq. d'éthyléne diamine (Tableau 17, essais 3 et 4) sont utilisés a 0°C, la formation
du produit de sur-réduction semble étre faiblement impactée mais reste aux alentours de 10%
(Figure 48, a) essai 3, et b) essais 3 et 4). L'essai 4 a permis de mettre en évidence que la réaction
est complete en 30 min. Malgré le bon rendement obtenu (90% en global et 78% en diene 54), ce
systeme catalytique présente tout de méme des limites. En effet, la montée en échelle de la
réaction (quantités en produit de départ supérieures a 200 mg) conduit a une réactivité plus lente

et a une hydrogénation parfois partielle des triples liaisons.

Deux autres méthodes d'hydrogénation du diyne 53 en diéne 54 ont été testées'?® et
comparées avec le systeme catalytique de Brown dans le but de limiter la formation du produit de
sur-réduction. L'hydrogénation en présence soit du catalyseur de Lindlar???, soit de Rosenmund??3

ont été mises en ceuvre (Tableau 18) et analyser par RMN *H (Figure 49).
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Résultats
o Poison , .
Conditions Quantite de utilisé Temperatures Produit Produits de Conversion
catalyseur , et temps , : (%)
(éqg.) attendu |sur-réduction
54 (%) (%)
t.a.
a) Pd/CaCOs . quinoléine 2h30 et addition
(Lindlar) 40% (w/w) (2 ég.) supplémentaire 7 23 100
de catalyseur
b) Pd/BaS04 0 quinoléine 0°C
(Rosenmund) 526 (i) (1,5 éq.) 1h 68 =2 LUl
c) Ni-P2 0 eda 0°C
(Brown) 30 (mol%) (3 éq.) 30 min 86 13 100

Tableau 18 : Pourcentage de produit de sur-réduction obtenu en utilisant les catalyseurs de
catalyseur de a) Lindlar???, b) Rosenmund??® et c) Brown, pour I'hydrogénation du
diyne 53 en diene 54.

Diéne
b) c)
Produit de
sur-reduction
gl

- 8 2 g 8
8 ] 3 S & @
o— o —— N —__ — O — —_— =
T : T T T T ; T T T r_'l'_ T T T T [ T 1 T {_ T T L) T ]-l
3.65 3.60 3.65 3.60 365 360
3,6 -3,7 ppm Produits de sur-réduction possibles:
HOWOV HOW\/\”/O\/
D D D D o L\ D D D D o
Produit attendu 4,1-4,2 ppm
54 Homo\/
D D D D

(e}

Figure 49 : Mise en évidence des produits de sur-réduction lors de |'utilisation des différents
catalyseurs d'hydrogénation du diyne 53 en diéne 54 : catalyseur de a) Lindlar???, b)
Rosenmund??3 et c) Brown par analyse RMN H (500 MHz).
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Les catalyseurs de Lindlar et Rosenmund donnent des proportions de sur-réduction plus
élevées (23% et 32%, respectivement) comparée au catalyseur de Brown (Tableau 18 et Figure
49). Ce dernier semble étre le plus adapté pour réaliser I'hydrogénation de notre substrat avec

14% de formation de produit de sur-réduction.

La suite de la synthése est réalisée en conservant ce faible pourcentage (entre 10 et 15%) de
produit de sur-réduction, qui sera éliminé a la fin de la stratégie de synthése du DHA deutéré par

HPLC préparative.

L’étape finale de synthése du sel de phosphonium 30 est ensuite réalisée a partir de |'alcool

54 (Schéma 101).

— = l,, PPhs, Imd ——
HO X X NV Ncopet —2 2 0, 1 T NV N o,k

oo D' D DCM, t.a., 4h o’ o 0o’
939
54 % 47
PPhj, CH4CN
reflux, 17h
qt
€] < o —
I PhP” O > VY
3 o’ b b’ b CO,Et
30

Schéma 101 : Synthése du sel de phosphonium 30 a partir de I'alcool 54.

L'alcool 54 est converti en dérivé iodé 47 dans des conditions de type Appel, en présence
d'iode et de triphénylphosphine avec un rendement de 93%. Enfin, ce dernier est transformé en
sel de phosphonium 30 a l'aide de PPhs et en chauffant au reflux de |'acétonitrile de maniére

quantitative.

Pour conclure, le sel de phosphonium tétra-deutéré 30 est synthétisé en 5 étapes, a partir
de l'alcyne 31 et du dérivé bromé 32, avec un rendement global de 59%. L'optimisation des
différentes conditions réactionnelles ont permis d'effectuer la montée en échelle de cette

synthese, ainsi 1,5 g de sel de phosphonium tétra-deutéré 30 ont pu étre obtenus.
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[V. Optimisation du couplage de Wittig

[V.1. Optimisation sur un synthon test

La réaction d'oléfination de Wittig constitue I'étape clé de notre stratégie de syntheése,

permettant d'accéder au squelette des DHA deutérés (Schéma 102).

Oléfination Oléfination
de Wittig de Wittlg
(6,6-Dy)-DHA (6,6,9,9-D4)-DHA
22 23
— —0 —=0
27 28
+ +
o  ® —
I PhyP” > 7 COLEt 7 PhyP T 008
D D D D D D
29 30

Schéma 102 : Stratégie de synthése des DHA deutérés 22 et 23.

L'optimisation de cette oléfination de Wittig a été réalisée en utilisant des conditions

similaires a celles décrites par Sandri et al.184> 224 (Schéma 103).

NaHMDS y B
. e come _(0.95¢a) ® 2 oo _~_CO,Me =0
" Ph P/\/:\/\/ 2 = o~ PhgP
Br Phj THF, -40°C o — N\ =
Activation t.a. 0.43 &
pendant 4h (043 ¢éq.)

-100°C
puis 0°C en 4h

mc\ozwle

Précurseur de I'EPA
Rendement : 60%

Schéma 103 : Réaction d'oléfination de Wittig en présence de I'aldéhyde 28 réalisée par Sandri

et g/.184b, 224

(215 ]
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Dans ce protocole, la formation de I'ylure s'effectue a -40°C en présence de 0,95 éq. de
bis(triméthylsilyl)Jamidure de sodium (NaHMDS), suivi d'une activation a température ambiante
pendant 4h. L'ylure est ensuite refroidit a -100°C pour |'ajout de I'aldéhyde 28. La température du
mélange réactionnel est remontée a 0°C en 4h. Plusieurs modifications ont été apportées a ce
protocole. Les températures, les temps d'activation et I'ordre d'ajout des réactifs ont été fixés en
prenant en considération les optimisations des réactions d'oléfination de Wittig préalablement
réalisées au sein du laboratoire. Afin de ne pas consommer les sels de phosphoniums deutérés
(composés a haute valeur ajoutée) pendant I'étape d'optimisation de cette réaction, nous avons
dans un premier temps effectué les essais d'oléfination sur un sel de phosphonium "modele",
I'iodure de (Z)-hex-3-en-1-yltriphenylphosphonium 55 (Schéma 104),produit en grande quantité
au sein du laboratoire. Ces réactions tests ont été réalisées a partir des aldéhydes 27 et 28, nous
permettant également de mettre en évidence les conditions optimales a utiliser pour engager ces

aldéhydes, relativement instables et facilement dégradables, dans une réaction de Wittig.

<) ® —
I Ph3P/\/_\/

55
NaHMDS
e, THF  eeen
— —0 ' o © ‘ —0
AN + PP g Q/E/EA
A :
27 . 28
a-78°C, e :

ajout par cannulation

Schéma 104 : Réaction de Wittig test, utilisant le sel de phosphonium non deutéré modele en
présence des aldéhydes 27 ou28.

Pour ces essais I'ylure est formé a partir du sel de phosphonium 55 déprotoné en présence
de NaHMDS. Cet ylure est ensuite versé a -78°C sur |'aldéhyde ou l'inverse, afin de tester l'impact
de I'ordre d'ajout des réactifs. Les différents essais effectués sont résumés dans le tableau suivant

(Tableau 19).
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. Eq. aldéhyde , Température de
Eq. sel de i Température . .
_ (quantité, Eq. o canulation puis
Essais Phosphonium activation ylure , Rdt (%)
" Temps de base ' de la réaction
(quantité) . (durant 30 min)
conservation) (temps)
1 1 0.57 (27)
) 0.9 -50°C - -20°C -78°C > 0°C(2 h) 14
(231 mg) (85 mg, 1j)
3 1 0.57 (27) 53
) 0.9 -50°C - -20°C -78°>t.a.(2h) —————
3 (231 mg) (85 mg, 1j) 40
1 0.57 (27)
4 , 0.9 -50°C = 0°C -78°C >t.a. (2 h) 44
(231 mg) (85 mg, 1j))
1 0.57 (27)
5 ) 0.9 -50°C > -20°C  -78°C->t.a.(21h) 66
(231 mg) (85 mg, 1j)
1 0.57 (27)
6 ) 0.9 -50°C > -20°C  -78°C->t.a.(21h) 37
(231 mg) (85 mg, 3j)
1 0.95 (27)
7 _ 09  -50°C>-20°C  -78°C >t.a.(2h) 23
(231 mg) (139 mg, 3j)
1 0.95 (27)
8 ) 0.9 -50°C v -20°C -78°C »>t.a. (21 h) 60
(231 mg) (139 mg, 1j)
1 0.95 (27)
9 ) 0.9 -50°C - -20°C  -78°C—>t.a. (21 h) 70
(349 mg) (210 mg, 1j)
1
0.95 (28)
10 (142 mg) ' 1 -50°C > -20°C  -78°C->ta.(21 h) 13
R (69 mg, 1)
(réalisé 2 fois)
. 0.95 (28)
11 (69 mg, 1j) 1 -50°C > -20°C  -78°C->ta.(21 h) 22
(142mg) _
(impure)
- . 1.4 (28)
(113 mg, 1)) 1 -50°C > -20°C  -78°C->t.a.(21 h) 49
(142 mg) (our)
pur

Tableau 19 : Mise au point de la réaction de Wittig avec le sel de phosphonium test non deutéré 55 et
les aldéhydes 27 ou 28 (en noir ou bleu : ylure versé sur I'aldéhyde, en vert : aldéhyde
versé sur l'ylure)
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Pour les premiers essais réalisés a partir de l'aldéhyde 27, nous avons privilégié la
canulation de I'ylure sur I'aldéhyde afin de ne pas risquer de dégrader |'aldéhyde en présence d'un
exceés de base (NaHMDS). Les essais 1 et 2 (Tableau 19) mettent en évidence que la remontée
progressive a température ambiante du mélange réactionnelle permet d'obtenir de meilleurs
rendements (14% a 53%). L'influence de la température d'activation de I'ylure a été évaluée (-20°C

ou 0°C, Tableau 19, essais 2,3 et 4) et ne semble avoir aucun impact sur le rendement final.

Au cours des essais 4 et 5 (Tableau 19), le temps de réaction aprés la montée a température
ambiante est augmenté de 2h a 21h, et permet une nette amélioration du rendement (44% a
66%).

D'apres les essais 5 et 6/7 (Tableau 19), la stabilité de I'aldéhyde semble étre un facteur
primordial pour obtenir un rendement satisfaisant. En effet ce dernier se conserve difficilement
malgré toutes les précautions mises en ceuvre (-80°C sous Argon). Il apparait primordial d'engager
rapidement |'aldéhyde directement apres (ou seulement 1 j apres) sa synthese dans cette réaction
de Wittig afin de ne pas faire chuter le rendement. Dans les premiers essais (Tableau 19, essais 1 a
6) Le nombre d'éq. de ce dernier était inférieur a celui de I'ylure, similaire aux proportions utilisées
dans les travaux de Sandri et al.18P224 D'apreés les essais 8 et 9 (Tableau 19) I'aldéhyde peut étre
utilisé en quantité presque équimolaire sans affecter le rendement. Finalement, la reproductibilité
des conditions optimisées a été confirmée grace a ces deux derniers essais ou un rendement de 60

a 70% a pu étre obtenu en utilisant I'aldéhyde 27.

Les conditions optimisées pour |'aldéhyde 27, ont été utilisée afin d'engager |'aldéhyde 28
(Tableau 19) dans la réaction de Wittig. Malheureusement, I'application de ces conditions
optimisées précédemment n'ont pas permis d'obtenir un rendement satisfaisant (13%, Tableau
19, essai 10). Les essais 11, 12 sont alors réalisés avec un sens d'ajout différent des réactifs :
I'aldéhyde est cette fois-ci versé sur I'ylure. La comparaison des essais 10 et 11 montre que le sens
d'ajout des réactifs est un facteur important; en effet un rendement plus élevé est obtenu lorsque
I'aldéhyde est versé sur l'ylure. Enfin la comparaison des essais 11 et 12 (Tableau 19) suggére
encore une fois que la pureté de l'aldéhyde est un facteur limitant pour l'obtention d'un
rendement satisfaisant, puisque dans les mémes conditions le rendement passe de 22 a 49% en
utilisant un aldéhyde de pureté maximale (la détermination de la pureté relative de l'aldéhyde 28

est présentée dans le paragraphe 11.1.3. de ce chapitre).

These de doctorat Mélissa RoseLL 2017 218



Partie IV - Chapitre 1. Synthése des DHA deutérés et lipophénols deutérés

A travers tous ces essais réalisés a partir du sel de phosphonium modeéle 55, nous avons
mis en évidence l'importance de certains facteurs pour obtenir un rendement satisfaisant et
reproductible. Ces facteurs correspondent au sens d'ajout des réactifs (aldéhyde versé sur I'ylure),
a la remontée progressive de la température du milieu réactionnel (-78°C a t.a.), au temps de
réaction, a l'utilisation d'un exces d'aldéhyde par rapport au sel de phosphonium et a la pureté de

I'aldéhyde (doit étre supérieur a 80%, estimée par RMN 'H dans le paragraphell.1.3.).

Malgré cette pré-optimisation, plusieurs essais de réaction de Wittig ont été effectués en
utilisant les sels de phosphonium deutérés 29 et 30, puisque ces derniers possedent une structure

différente comparée a celle du sel de phosphonium test non deutéré 55.

IV.2. Résultats de la réaction d'oléfination de Wittig réalisée avec les sels de
phosphoniums di-deutéré 29 et tétra-deutéré 30

Les conditions optimisées dans le paragraphe précédent ont été appliquée aux sels de

phosphonium deutérés 29 et 30 (Schéma 105) afin d'accéder aux esters de DHA deutérés 56 et 57.

o ® — ) < . _
I PhaP” > " co,E I PhsP” > <X NV Ncoet
o’ b b 0D
29 30
NaHMDS NaHMDS
THF THF
09 L @9 L _
PhsP” > 7 CO,E PhsP” < < NV"co.kt
D D DD D D CO,
. + : +
5
— —0 =0
27 28
TN CO,Et I a e CO,Et
D7D 2 D" DD "D 2
56 57
Essais1a5 Essais 6 a 8

Schéma 105 : Oléfination de Wittig réalisée avec les sels de phosphonium di-deutéré 29 et tétra-
deutéré 30.
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Les résultats correspondant aux différents essais effectués sont rassemblés dans le tableau suivant

(Tableau 20) :

Eq. aldéhyde Température de

Eq. sel de (quantité Eq. Temperature canulation puis Rdt (%)
Essais |Phosphonium ! activation ylure . . i
o Temps de base de la réaction (produit formé)
(quantité) i (durant 30 min)
conservation) (temps)
6 (essai réalisé
1(29) 0.57 (27) 78°C avant optimisation
' . 0.9 -50°C avec sel de P non
(362 mg) (85 mg, 1j) (3h) deutéré)
(56)
1(29) 0.57 (27) -78°C->t.a. 40
) 0.9 -50°C - -20°C
(150 mg) (33mg, 1j) (22 h) (56)
1(29) 0.95 (27) -78°C->t.a. 12
3 _ 0.9 -50°C - -20°C
(554 mg) (210 mg, 1j) (21 h) (56)
1(29) 0.95 (27) -78°C->t.a. 31
4 ; 0.95 -50°C - -20°C
(200 mg) (76 mg, 1j) (21 h) (56)
1(29) 1.7 (27) -78°C->t.a. 40
5 . 1 -50°C - -20°C
(548 mg) (371 mg, 1j) (21 h) (56)
2 (28)
1(30) -78°C->t.a. 17
6 (113 mg) 1 -50°C > -20°C
(200 mg) . (21 h) (57)
J
1.7 (28)
1(30) -78°C->t.a. 51
7 (51 mg) 1 -50°C - -20°C
(100 mg) _ (21 h) (57)
1j(pur)
1.47 (28)
1(30) -78°C->t.a. 48
8 (77 mg) 1  -50°C- -20°C
(150 mg) _ (21 h) (57)
1j(pur)

Tableau 20 : Mise au point de la réaction de Wittig avec les sels de phosphoniums di-deutéré 29 et
tétra-deutéré 30, et les aldéhydes 27 et 28 (En noir : ylure versé sur I'aldéhyde en rouge
et vert : aldéhyde versé sur I'ylure).

Dans les premiers essais d'oléfination de Wittig entre le sel de phosphonium di-deutéré 29
et I'aldéhyde 27 conduisant a l'ester de DHA 56, I'ylure formé est canulé sur ce dernier a -78°C

(Tableau 20, essais 1 a 3). L'essai 1 a été effectué avant |'optimisation avec le sel de phosphonium
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non deutéré 55 présentée dans le paragraphe précédent. Le faible rendement de cet essai
confirme que la remontée en température aprés ajout des réactifs est importante. Les essais 2 et 3
mettent en évidence le probléeme de reproductibilité de la réaction dans ces conditions. Nous
avons donc, comme dans les manipulations sur le sel de phosphonium modéle, inversé le sens
d'ajout des réactifs (Tableau 20, essais 4 et 5) en canulant I'aldéhyde 27 sur I'ylure précédemment
formé a -50°C. D'aprés ces deux essais, une meilleure reproductibilité de la réaction est obtenue.
L'utilisation d'un excés d'aldéhyde permet ici aussi d'augmenter le rendement d'environ 10%.
Finalement, le (6,6-D2)-DHA ester d'éthyle 56est obtenu avec un rendement de 40%, réaction

répétable sur environ 0,5g de sel de phosphonium di-deutéré 29.

Les conditions optimisées sont ensuite utilisées pour engager le sel de phosphonium tétra-
deutéré 30 (Tableau 20, essais 6 a 8) dans la réaction d'oléfination de Wittig afin d'accéder a
I'ester de DHA 57. Dans ces essais, un excés d'aldéhyde est versé sur I'ylure précédemment formé.
La pureté de |'aldéhyde reste un facteur primordial (Tableau 20, essai 6) pour la réussite de la
réaction, comme en témoigne l'essai 6 au cours duquel uniquement 17% de rendement sont
obtenus. Nous obtenons des résultats reproductibles et des rendements satisfaisants de 51% et
48% (Tableau 20, essais 7 et 8) lorsque l|'aldéhyde pur est canulé en excés sur l'ylure
précédemment formé en présence d'un éq. de NaHMDS. Cette réaction reste reproductible sur

faible quantité (100 a 200 mg).

Pour conclure cette oléfination de Wittig, correspondant a la réaction clé des deux
stratégies de synthése de ce travail de thése, a fait I'objet d'une importante optimisation. Les
rendements maximums obtenus sont de 40% et 51% pour le (6,6-D2)-DHA ester d'éthyle 56 et le

(6,6,9,9-D4)-DHA ester d'éthyle 57, respectivement.

L'étape de couplage final pour obtenir le motif lipophénol a ensuite été effectuée. Une
purification des DHA et des lipophénols deutérés est également nécessaire pour séparer les

produits issus de la sur-réduction obtenus durant les étapes d'hydrogénation.
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V. Saponification des esters de DHA deutérés 56 et 57

V.1. Synthese des DHA deutérés

Les réactions de saponifications finales?® des esters de DHA deutérés 56 et 57 (Schéma
106) sont réalisées en présence de LiOH dans un mélange éthanol/eau a 65°C, et conduisent aux
DHA correspondant avec un rendement de 77% et 84%, pour le (6,6-D2)-DHA (22) et (6,6,9,9-Da)-

DHA (23) respectivement.

Et i
<5 co, LiOH <5 CO,H
NN EtOH/H,0, 65°C, 8h N
0,
56 7% (6,6-D,)-DHA
22
T LiOH R aa'eT
D~ DD” D COAE : D~ DD” D COH
EtOH/H,0, 65°C, 11h
= = = 84% —
57 ° (6,6,9,9-D4)-DHA
23

Schéma 106 : Réaction de saponification finale pour la synthése des DHA deutérés 22 et 23.

Une purification par HPLC semi-préparative (Figure 50), avec colonne phase inverse,
systeme H,0/acétonitrile) est réalisée afin d'éliminer les produits de sur-réduction obtenus lors de

I'hydrogénation de l'alcyne. Cette derniére est menée sur des quantités de DHA ne dépassant pas

30 mg.
AIDUU—”V tector A 217nm| ";eteclnrAZWr\m Time  0.031
5004
3500 /— — — = =— —
3000\ oox . . 20
(6,6-D,)-DHA . ol = =/ \=
2500 Produit de (6.6.9.9-D,)-DHA Produits de
22 3004 23
2000+

sur-réduction =0

sur-réduction

1500+

1000+

500+
i

25 ) 75 100 | 125 | 180 175 | 200 225 280 27

Figure 50 : Chromatogrammes de purification obtenus par HPLC préparative (Shimadzu) lors de
la purification des DHA deutérés 22 et 23 (colonne Waters Symmetry Prep™ (Cis) 7 um
(7.8x300mm) ; H,O/acetonitrile, 17 :83 en isocratique ; détection a 217 nm).
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Les produits de sur-réduction peuvent étre éliminés par cette méthode puisqu'ils possedent des
temps de rétention légerement plus élevés que pour le DHA (Figure 50). Les rendements de

purification sont de 87% et 80% pour le (6,6-D2)-DHA (22) et (6,6,9,9-D4)-DHA (23) respectivement.

Ces composés ainsi purifiés (26 mg de (6,6-D2)-DHA (22) et 16 mg de (6,6,9,9-D4)-DHA (23)
seront utilisés afin d'effectuer des tests in vitro dans le but d'évaluer I'effet des deutériums sur la
diminution de la toxicité du DHA en condition oxydante et la diminution de la peroxydation
lipidique. Les analyses RMN H, $3C, UPLC (ultra performance liquid chromatography)/PDA (en anglais
: photodiode array) et MS nous permettent de contrdler la composition et la pureté des composés
obtenus. Tout d'abord la présence des deutériums est validée non seulement par l'intégration des
protons en position bis-allylique en RMN H, mais également en RMN 3C. En effet, le signal
correspondant au carbone lié aux deux deutériums est présent sous forme d'un quintuplet (Figure

51 et Figure 52).

o~ [~ 000 wWO W L0 INE=K-)}
™ LWEOEOWNNMO O M < oW TN N O W~ O~ A
) HONOITOMNNO = —~© o M0 T 0T O M o = o 02
S e e e e e e e e e e < O AN SO NO OO0 @ N 4 ~
o N0 0 0D®O®O®O®D -~ L PN .

~ M NNNNNNNN NN ~~ 0 L0 W0 W0 WO T TNO S N N
R R R R R ~~ s ONNNNNNNNNN A T T “\' ‘\" T
0o CO,H

(6,6-D,)-DHA

T T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figure 51: Spectre RMN 3C obtenu pour le (6,6-D2)-DHA(22) (500 MHz)
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Figure 52 : Spectre RMN 3C obtenus pour le (6,6,9,9-D4)-DHA 23 (500 MHz).
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Le spin de I'atome de deutérium étant égal a 1 (contre 1/2 pour lI'atome d'hydrogene), la

multiplicité du signal du carbone comportant les deux deutériums calculée, selon la formule :

m=2nl+1(n :
quintuplet(m= (2x2x1)+1=05).

V.2. Synthese des lipophénols deutérés

nombre d'atomes voisins et | : spin), indique l'obtention théorique d'un

Les DHA deutérés 22 et 23 sont engagés |'étape de couplage avec le phloro-OiPr-OTIPS 25

suivi d'une étape de déprotection, afin d'accéder aux phloroglucinol-OiPr-ODHA deutérés 20 et 21

(Schéma 107).
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OTIPS OTIPS
N o CO,H D CO,H
D DD D
m + /k /©\ + /k /@\
_ — — (o) OH — — — (6] OH
(6,6-D)-DHA 19 (6,6,9,9-D,)-DHA 19
22 23
DCC, DMAP DCC, DMAP
DCM, t.a., 6h DCM, t.a., 6h

83%

OTIPS

87%

OTIPS

¢ 0 o o
58 59
Et;N-3HF Et;N-3HF
THF, ta., 7h THF, ta., 7h

71%

phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D,)-DHA
20

1%

phloroglucinol-OiPr-O-(6,6,9,9-D,)-DHA
21

Schéma 107 : Synthése des phloroglucinol-OiPr-ODHA deutérés 20 et 21.

Le (6,6-D2)-DHA (22) et (6,6,9,9-Da)-DHA (23) sont couplés avec le phloroglucinol-OiPr-
OTIPS 25, précédemment synthétisé comme décrit dans le paragraphe I.1. de ce chapitre, en
présence de DCC et de DMAP, conduisant aux phloroglucinol-OiPr-OTIPS 58 et 59, suivi d'une
déprotection finale du groupement TIPS formant en deux étapes les lipophénols di- et tétra-
deutérés 20 et 21, avec des rendements de 59% et 62% en 2 étapes respectivement. Les produits
finaux sont purifiés sur colonne chromatographique suivie d'une purification sur HPLC semi-
préparative (avec colonne phase inverse, systéme H,O/ACN), permettant d'éliminer, comme dans
le cas des DHA deutérés 22 et 23, les produits de sur-réduction. Ainsi, 60 mg de phloroglucinol-

OiPr-0-(6,6-D;)-DHA (20) et 45 mg de phloroglucinol-OiPr-O-(6,6,9,9-D4)-DHA (21) sont obtenus.
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VI. Conclusion et perspectives

Pour conclure nous avons réussi a effectuer les premiéres synthéses totales des DHA
deutérés (6,6-D;)-DHA (22) et (6,6,9,9-Da)-DHA (23), ainsi que celles des lipophénols deutérés
correspondant, le phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D,)-DHA (20) et le phloroglucinol-OiPr-O-(6,6,9,9-D4)-
DHA (21) en nous basant sur des stratégies de synthese convergentes comportant des

intermédiaires communs.

Les synthéses mises en ceuvre pour obtenir le (6,6-D2)-DHA (22) et le phloroglucinol-OiPr-
0O-(6,6-D,)-DHA (20), comportant leurs intermédiaires clés et le nombre d'étapes nécessaires a leur

synthese, sont décrites dans le schéma suivant (Schéma 108).

| Produits de départ

" ‘ Intermédiaires communs
/) aux syntheses des deux DHA deutérés

D Produits finaux ! HO OH !

| Phloroglucinol |
Nombre détapes
Rendement global (%) 3 é‘apesl
27%
oTIPS
H’(;;%(O\ 4 étapes ,PMBO%\ 6 étapes Ie PhS — COLEt 2 étapes - _D D4 CO,H /k /@\
I et AN 55% : /D><Dw 2 31% NN + o OH
! glycolate de i e T T (6,6-D,)-DHA phloroglucinol-OiPr-OTIPS
L methyle | 31 29 = S— \
! i — =0
0 ‘ S GNIIN ‘ 22 25
{Oxétane | - = =
5etapes’
83% X
[ o j OH b z ‘
LN 3 o 7
(oo I FSsN gy
L E PA ,,,,,,,,,,,,,,, ‘ phloroglucinol-OiPr-0-(6,6-D,)-DHA
20
Schéma 108 : Résumé de la synthese du (6,6-D2)-DHA (22) et du phloroglucinol-QiPr-O-(6,6-D3)-
DHA (20).

Tout d'abord l'alcyne vrai deutéré 31 est synthétisé en 4 étapes a partir du glycolate de
méthyle avec un rendement global de la synthese de 61%. La montée en échelle de cette synthese
a été effectuée sur 8g de méthyle glycolate. Ensuite, le sel de phosphonium di-deutéré 29 a été
obtenu en 6 étapes a partir de I'alcyne deutéré 31 et de I'oxétane, avec un rendement global de
55% et une montée en échelle validée sur des quantités de I'ordre du gramme. La synthéese
conduisant a l'aldéhyde 27, faite en paralléle, est effectuée en 5 étapes avec un rendement de

83% et une montée en échelle validée sur 5g d'EPA de départ. La réaction d'oléfination de Wittig,
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étape convergente de notre stratégie de synthese, correspondant a la réaction clé permettant
d'obtenir les squelettes du DHA deutéré 22, a fait I'objet d'une importante optimisation. En effet,
cette réaction a préalablement été optimisée sur un synthon test non deutéré en présence de
I'aldéhyde 27. Cette optimisation, suivie de celle effectuée avec le sel de phosphonium di-deutéré
29, a permis de mettre en évidence l'importance de certains facteurs pour obtenir un rendement
satisfaisant et reproductible tels que la remontée en température de la réaction, la pureté de
I'aldéhyde, le sens d'ajout des réactifs. Un rendement reproductible de 40% a été obtenu pour
cette étape avec une montée en échelle validée sur 500 mg de sel de phosphonium di-deutéré 29.
Une étape finale de saponification permet d'obtenir le (6,6-D2)-DHA (22), avec un rendement
global de 31% en 2 étapes. Finalement, le (6,6-D2)-DHA (22) est synthétisé en 12 étapes a partir du
glycolate de méthyle avec un rendement global de 10%. Enfin, le phloroglucinol-OiPr-OTIPS 25,
précédemment obtenu en 3 étapes a partir du phloroglucinol avec un rendement global de 27%,
est couplé avec le DHA di-deutéré 22 pour former apres 2 étapes le phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D3)-

DHA (20) avec un rendement de 59%.

Nous avons ainsi obtenu 26 mg de (6,6-D;)-DHA (22) et 60 mg de phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D;)-
DHA (20).

Les syntheéses mises en ceuvre pour obtenir le (6,6,9,9-Ds)-DHA (23) et le phloroglucinol-
OiPr-0-(6,6,9,9-D4)-DHA (21) ont nécessité un nombre d'étapes supplémentaires comparées a
leurs analogues di-deutérés mais leurs stratégies de synthése comportent des intermédiaires
communs. Les différents intermédiaires clés et le nombre d'étapes nécessaires a leur synthese,

sont décrits dans le schéma suivant (Schéma 109).

These de doctorat Mélissa RoseLL 2017 227



Partie IV - Chapitre 1. Synthése des DHA deutérés et lipophénols deutérés

’ Produits de départ
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Schéma 109 : Résumé de la synthese du (6,6,9,9-Ds)-DHA (23) et du phloroglucinol-OiPr-O-
(6,6,9,9-D4)-DHA (21).

L'alcyne vrai deutéré 31 est un intermédiaire commun aux synthéses des DHA di- et tétra-
deutéré 22 et 23. Le dérivé bromé propargylique deutéré 32 est synthétisé en 5 étapes a partir du
4-pentyn-1-ol avec un rendement global de 37%. La montée en échelle pour cette synthese a été
effectuée sur environ 8g de 4-pentyn-1-ol et environ 2g de dérivé bromé propargylique deutéré
ont été obtenus. Ensuite, le sel de phosphonium tétra-deutéré 30 est synthétisé en 5 étapes, a
partir de l'alcyne vrai deutéré 31 et du dérivé bromé propargylique deutéré 32, avec un
rendement global de 59% et une montée en échelle permettant d'obtenir 1,5g de produit
souhaité. De plus, I'aldéhyde 28 a été synthétisé en 10 étapes a partir de I'EPA avec un rendement
global de 27%, avec un intermédiaire commun aux deux syntheses, I'aldéhyde 27. Sa montée en
échelle a été validée sur environ 100 mg en produit souhaité. De méme que pour la synthése du
DHA di-deutéré, la réaction d'oléfination de Wittig, a fait I'objet d'une importante optimisation. En
effet, cette réaction a préalablement été optimisée sur un synthon test non deutéré en présence
de I'aldéhyde 28. Un rendement reproductible de51% a été obtenu pour cette étape avec une

montée en échelle validée sur 200 mg de sel de phosphonium tétra-deutéré 30. Une étape finale
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de saponification permet d'obtenir le (6,6,9,9-D4)-DHA (23), avec un rendement global de 43% en
2 étapes. Finalement, le (6,6,9,9-D4)-DHA (23) est synthétisé en 14 étapes a partir du glycolate de
méthyle avec un rendement global de 9%. Enfin, le phloroglucinol-OiPr-OTIPS 25, également un
intermédiaire commun aux deux synthéses, est couplé avec le DHA tétra-deutéré 23 pour former

apres 2 étapes le phloroglucinol-OiPr-0-(6,6,9,9-D4)-DHA (21) avec un rendement de 62%.

Nous avons ainsi obtenu 16 mg de (6,6,9,9-D4)-DHA (23) et 45 mg de phloroglucinol-OiPr-O-
(6,6,9,9-D4)-DHA (21).

Les deux stratégies de synthese des DHA deutérés ont été validées et permettent d'accéder
a des quantités suffisantes pour |'évaluation biologique des AGPI deutérés et leurs lipophénols.
Cependant, quelques limitations ont été observées au niveau de la montée en échelle de la
stratégie, notamment pour l'obtention de I'aldéhyde nécessaire a la synthése du (6,6,9,9-D4)-DHA

(23), et également pour les réactions d'oléfination de Wittig.

Une autre voie de synthese envisageable pour I'obtention du (6,6,9,9-D4)-DHA (23) serait
de mettre en ceuvre une autre méthode d'incorporation des deutériums. Cette derniére pourrait
correspondre a un échange H/D (Schéma 110) comme décrit dans la partie IV, chapitre |,
paragraphe 1.1.1., basé sur la présence d'un proton énolisable en position a d'une fonction
aldéhyde,’> effectuée en présence de pyridine et d'oxyde de deutérium D>O. Ainsi I'aldéhyde 27
pourrait étre engagé dans cette réaction d'incorporation des deutériums. L'avantage de cette
derniere est également lié a I'obtention d'un composé plus résistant a I'isomérisation en aldéhyde
o,B insaturé, ayant lieu lors de l'arrachement d'un proton acide en position a de la fonction
aldéhydique. Ainsi, une purification intermédiaire pourrait étre envisageable, effectuée sans
dégradation de |'aldéhyde et permettrait d'engager un composé avec une pureté acceptable pour
la réaction d'oléfination de Wittig. Cette stabilisation hypothétique aurait également un fort
avantage durant la réaction d'oléfination de Wittig, pendant laquelle |'aldéhyde est versé sur

I'ylure.

These de doctorat Mélissa RoseLL 2017



Partie IV - Chapitre Il Synthése des DHA deutérés et lipophénols deutérés

1) Oléfination de Wittig

° Ph g - CO,Et
— — o -
<XO/L/\ — <:/>(LO/L/\ - — 2 mﬁw
" p DD D
o . _ — — — 2) Saponification — — —
27 (6,6,9,9-D,)-DHA

23
Schéma 110 : Voie alternative a tester pour obtenir le (6,6,9,9-D4)-DHA (23).

Cet échange H/D pourrait également étre envisagé pour obtenir I'aldéhyde 28 deutéré en
position a (Schéma 111). Ce dernier pourrait également étre purifié de maniére plus aisée, et
engagé dans la réaction d'oléfination de Wittig en présence de I'ylure provenant du sel de
phosphonium tétra-deutéré 30, permettant ainsi la synthese d'un DHA hexa-deutéré en positions
bis-allyliques, le (6,6,9,9,12,12-Ds)-DHA.

1) Oléfination de Wittig

=] ® — —
1 PP O X NV oot

—0 =0 N -
- 5 "o oD b
C/w D,O/pyridine {/\_/\_/\ mwﬁ
A A DAl N— 2) Saponification P A=

28 (6,6,9,9,12,12-Dg)-DHA

Schéma 111 : Voie alternative a tester pour obtenir le (6,6,9,9,12,12-D4)-DHA.
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Structures des intermédiaires de synthese et produits finaux décrits

dans la partie 1V, chapitre II
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General methods

All reactions requiring anhydrous conditions were conducted in oven-dried glassware with
magnetic stirring under nitrogen unless mentioned otherwise. Solvents, anhydrous solvents and
reagents were used as obtained from the supplier unless otherwise noted. Reactions were
monitored by TLC using plates precoated with silica gel 60 (Merck). Reaction components were
visualized by using a 254 nm UV lamp, treatment with acidic p-anisaldehyde stain followed by
gentle heating or with KMNO4 solution in ethanol. Organic layers were dried with MgS0Oa4 unless
otherwise stated. Column chromatography was performed by using silica gel 40-63 pm. *H NMR
and 3C NMR spectra were obtained at 500MHz. The spectra were recorded in CDCls (internal
reference at 6 = 7.26 ppm for *H NMR and 6 = 77.16 ppm for 3C NMR) unless otherwise noted. All
of the NMR spectra were assigned with the help of 2D NMR techniques (COSY *H-!H, HSQC, and
HMBC). The 'H NMR spectra are reported as follows: chemical shift in ppm [multiplicity, coupling
constant(s) J in Hz, relative integral). The multiplicities are defined as follows: br. = broad, m =
multiplet, s = singlet, d = doublet, t = triplet, g = quadruplet, quint. = quintuplet or combinations
thereof. Mass spectra and high-resolution mass spectra (HRMS) were measured using ESI or APCI

(atmospheric pressure Cl) techniques on Q-TOF mass spectrometers.

The high volatility of compounds 31, 38, 39 and 48 has to be considered during the different

workups of their synthesis.

5-Isopropoxybenzene-1,3-diol : 19

OH

Y

O OH

A freshly prepared saturated solution of dry HCl (gas) in i/PrOH (32 N, 4 mL) was added to a
suspension of phloroglucinol (0.40 g, 3.17 mmol) in dioxane (1 mL). The mixture was stirred at
room temperature for 1 h. An additional amount of the saturated HCI solution (1 mL) was added,
and the mixture was kept at 70°C for 7 h. The solvents were evaporated under vacuum, and the
residue was purified by chromatography on silica gel (CH,Cl,/MeOH, 98:2) to give 19 0.27 mg,

51%) as a white solid. Dialkylated derivative was also isolated (13 %).
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R:=0.4 (CH,Cl/MeOH,95:5) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : 6=5.99-5.96 (m, 3H, CHar), 5.70 (br., 2H, OH), 4.45 (quint., 3J(H,H)=7.5
Hz, 1H, CHoier), 1.31 (d, 3J(H,H)=6 Hz, 6H, CH3(0irr)) ppm ;

13C NMR(125 MHz, CDCls) : 6=160.0, 158.1, 95.8, 95.5, 70.0, 22.0 ppm ;

HRMS(ESI-TOF) : m/z : calcd. for CoH1103: 167.0708[M- H] ; found: 167.0710.

5-Isopropoxy-1,3-bis(triisopropylsilyloxy)benzene : 24
OTIPS

s

Phloroglucinol-OiPr 19 (231 mg, 1.37 mmol) was dissolved in dry CH)Cl, (24 mL).
Diisopropylethylamine (617 uL, 3.60 mmol) and TIPSOTf (969 pL, 3.60 mmol) were added dropwise
to the solution, and the reaction mixture was stirred at room temperature for 6 h. EtOAc (30 mL)
was added to the mixture, and the organic layer was washed with water (15 mL) and brine (15
mL). The organic phase was dried (MgS0s4) and concentrated under vacuum. The residue was
purified by chromatography on silica gel (hexane/EtOAc, 99.5:0.5) to give the diprotected
phloroglucinol-OiPr 24 (573 mg, 87%) as a colourless oil.

R=0.88 (hexane/EtOAc, 95:5) ;

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=6.07-6.06 (m, 2 H, CHa/), 6.04—6.02 (m, 1H, CHa/), 4.42 (quint.,
3J(H,H)=6Hz, 1H, CHoirr), 1.29 (d, 3J(H,H) = 6Hz, 6H, CHs(oirr), 1.26—-1.19 (m, 6H,CHrps), 1.09 (d,
3J(H,H)=7.5Hz, 36H, CHz(mips)) ppm. ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=159.5, 157.7, 105.0, 101.9, 70.2, 22.3,18.2, 12.9 ppm ;

HRMS (ESI-TOF) : m/z : calcd. for C27Hs303Siz : 481.3527 [M + H]*; found : 481.3537.
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3-Isopropoxy-5-(triisopropylsilyloxy)phenol : 25

BN

@) OH

OTIPS

Diprotected phloroglucinol 24 (100 mg, 0.21 mmol) was dissolved in dry THF (6 mL), and EtsN-3HF
(68 pL, 0.42 mmol) was added. The reaction was followed by TLC, and it was stopped so as to limit
as much as possible the formation on the fully deprotected derivative. The mixture was stirred for
5 h at room temperature, then EtOAc (15 mL) was added, and the organic layer was washed with
water (10 mL) and brine (10 mL). The organic phase was dried (MgS0a4), and concentrated under
vacuum. The residue was purified by chromatography on silica gel (hexane/EtOAc, 95:5) to give
monoprotected phloroglucinol 25(42 mg, 62%) as colorless oil. The fully deprotected derivative

was also isolated (5 mg, 14%).

R:=0.70 (hexane/EtOAc, 95:5) ;

'H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=6.04-5.99 (m, 3H, CHa/), 4.87 (br., 1H, OH), 4.44(sept., 3J(H,H)=6Hz,
1H, CHop), 1.31 (d, (H,H) = 6Hz, 6H, CHs (o), 1.28-1.20 (m, 3H,CHrps), 1.10 (d, (H,H)=7.5 Hg,
36H, CHs(mis)) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCl3) : 6=159.6, 157.9,157.0, 100.7, 100.0, 96.6, 70.0, 22.0, 17.9, 12.6 ppm.

HRMS (ESI-TOF) : m/z : calcd. for C1gH3103Si : [M-H] 323.2042 ; found : 323.2045.

(52, 82,112, 142, 17Z)-eicosa-5,8,11,14,17-pentaenoic acid: EPA
O
OH

EPA
(C20:5; n-3)

Extraction EPA from Cod Liver Oil:

Commercially sourced cod liver oil (7.00 g, Cooper, France) was dissolved in a mixture of EtOH/H,0
(95:5, v/v, 35 mL) in the presence of NaOH (2.10 g) under argon atmosphere. The mixture was
protected from the light with foil, and heated at 82°C for 2 h. The ethanolic fraction was

evaporated, and the residue was dissolved in hexane (40 mL) after heating. Then water (35 mL)
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was added to the organic layer, and unsaponifiable material was removed by repeated hexane
extractions (4x40 mL) of the aqueous phase. The aqueous phase was acidified to pH = 2 using
HClag. solution (6.0 m). The fatty acids were extracted with hexane (4x35 mL). The organic phase
was concentrated under reduced pressure to give the crude fatty acids (6.47 g) as an oil. Urea
(19.40 g) and EtOH (80 mL) were added to the crude residue. The mixture was heated at 60-70 °C,
protected from the light, until it turned into a clear homogeneous solution. The mixture was then
returned to room temperature, and then cooled to 4 °C for 24 h. The resulting crystals were
separated from the liquid by filtration. The filtrate was diluted with water (50 mL), and acidified to
pH = 4-5 with HClaqg solution (6.0 m). Hexane (100 mL) was added, and the solution was stirred
thoroughly for 1 h. The hexane layer containing the liberated fatty acids was separated from the
aqueous layer, and washed with water (3x60 mL). The organic phase was dried with Na;SOs, and
concentrated under reduced pressure to give a crude mixture of AGPI (820 mg), which was
purified by preparative HPLC (column Atlantis Prep OBDTM 10 pm (19250 mm) ; H.0/MeOH,
13:87 isocratic ; detection 217 nm) to give pure EPA (1.33 g).

Saponification of EPA ethyl ester

A solution of LiOH.H,0 (4.29 g, 102.31 mmol) in 70 mL of H,0 was added to a solution the EPA
ethyl ester (5.20 g, 15.74 mmol) in 70 mL EtOH under inert atmosphere. After 2 h at 65°C the
reaction was cooled at room temperature and quenched with H,O (100 mL) and HClag. (1.0 m)
until pH = 2. The aqueous layer was extracted with 4x100 mL of pentane/EtOAc (7:3). The
combined organic layers were dried over MgSOj, filtered and the solvents removed under reduced

pressure to give the pure EPA (4.76 g, qt.) as a yellow oil.

R:=0.21 (pentane/EtOACc,8:2) ;

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=5.42-5.30 (m, 10H, CH), 2.85-2.80 (m, 8H, CHapis-alyiic), 2.37 (t,
3J)(H,H)=7.5 Hz, 2H, CH»-CO), 2.14-2.05 (m, 4H, CH,-CH,-CH,-CO and CH,-CHs), 1.75-1.69 (m, 2H,
CH,-CH,-C0), 0.97 (t, 3J(H,H)=7.5 Hz, 3H, CH3) ppm.
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Methyl 4-(3-((22,52,8Z,11Z)-tetradeca-2,5,8,11-tetraen-1-yl)oxiran-2-yl)butanoate : 34

y-Collidine (0.26 mL, 2 mmol) and I, (250 mg, 1 mmol) were added to a solution of
eicosapentaenoic acid (EPA) (150 mg, 0.50 mmol) in acetonitrile (15 mL) at 0°C under inert
atmosphere. The mixture was stirred for 1 h at 0°C and then quenched with a saturated Na»S,03
solution (10 mL) and ethyl acetate (30 mL). The layers were separated and the organic one was
washed with 3x20 mL of brine and water (10 mL). The combined organic layers were dried over
Na,S0s, filtered and the solvents removed under reduced pressure. The crude iodolactone was

immediately used for next step without further purification.

K2CO3 (150 mg, 0.90 mmol) was added to a solution of the crude iodolactone (400 mg) in MeOH
(10 mL) at room temperature under inert atmosphere. The mixture was stirred for 4 h at room
temperature and then quenched with brine (15 mL) and water (20 mL). The aqueous layer was
extracted with 4x30 mL of pentane. The combined organic layers were dried over Na,SOa, filtered
and the solvents removed under reduced pressure. The residue was purified by chromatography

on silica gel (pentane/EtOAC,95:5) to give the epoxide 34 (158 mg, 95%) as a pale yellow oil.

R:=0.25 (pentane/EtOAc,9:1) ;

4 NMR (500 MHz, CDCls) : 6=5.53-5.27 (m, 8H, CH), 3.66 (s, 3H, CH3esten), 2.95-2.92 (m, 2H,
CHiepoxide), 2.84—2.78 (m, 6H, CHapis-allyiic), 2.41-2.35 (m, 3H, CH2-CO and CH-CHa(a)-CHepoxide), 2.24—
2.18 (m, 1H, CH-CHa(b)-CHiepoxide), 2.08—-2.05 (m, 2H, CH-CH,-CHs), 1.86—1.77 (m, 2H, CH,-CH»-CHa),
1.86—1.77 (m, 2H, CH(epoxide)-CH2-CH3), 0.96 (t, 3J(H,H)=7.5 Hz, 3H, CH3) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=173.8, 132.2, 130.7, 128.7, 128.6, 127.8, 127.8, 127.1, 124.4, 56.7,
56.3,51.7,33.7, 27.3, 26.3, 25.9, 25.7, 25.6, 22.1, 20.7, 14.4 ppm.

(32,6Z,92,12Z)-pentadeca-3,6,9,12-tetraenal : 27
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Acetic anhydride (9 mL) was added to a solution of the epoxide 34 (4.48 g, 13.47 mmol) in acid
acetic (90 mL) at room temperature under inert atmosphere. The mixture was then stirred at 45°C
for 2.5 d and the solvents were removed under reduced pressure. The crude diacetate was

immediately used for next step without further purification.

LiOH.H,0 (2.70 g, 64.35 mmol) diluted in H,O (100 mL) was added to a solution of diacetate in
MeOH (100 mL) at room temperature under inert atmosphere. The mixture was stirred at room
temperature for 21 h then cooled at 0°C and carefully quenched with an aqueous solution of
HClag. (10%) to reach pH = 1. The aqueous layer was extracted with 2x100 mL of Et,0. The
combined organic layers were dried over NaSOs, filtered and the solvents removed under

reduced pressure. The crude diol was immediately used for next step without further purification.

Sodium periodate (6.68 g, 31.23 mmol) diluted in H,0 (49 mL) was added dropwise to a solution of
crude diol in MeOH (180 mL) at room temperature under inert atmosphere. The mixture was
stirred at room temperature for 3 h and then quenched with 150 mL of brine. The aqueous layer
was extracted with 3x100 mL of pentane. The combined organic layers were successively washed
with 100 mL of saturated NaHCOj3 solution, brine and water. The organic layer was dried over
Na,S0s, filtered and the solvents removed under reduced pressure. The residue was then
dissolved in 10 mL of Et;0 and finally filtered through a plug of Celite® and the solvents were
removed under reduced pressure to give the crude aldehyde 27 (2.57 g, 87%). The purification on
normal phase silica gel was not possible because of isomerization of the desired aldehyde toward

the a,B-unsaturated aldehyde.

R:=0.47 (pentane/EtOAc,9:1) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : §6=9.68 (t, 3J(H,H)=2 Hz, 1H, CHO), 5.72-5.67 (m, 1H, CH), 5.62-5.56 (m,
1H, CH), 5.44-5.28 (m, 6H, CH), 3.24-3.22 (m, 2H, CH,-CHO), 2.84-2.79 (m, 6H, CHapis-aliylic), 2.1—
2.04 (m, 2H, CH>-CHs), 0.97 (t, 3J(H,H)=7.5 Hz, 3H, CH3) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=199.5, 133.3, 132.3, 129.0, 128.9, 127.7, 127.2, 127.1, 118.8, 42.6,
26.1, 25.8, 25.7, 20.7, 14.4 ppm.
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(32,62,9Z,122)-pentadeca-3,6,9,12-tetraen-1-ol : 35
— OH

NaBH4 (1.47 g, 38.86 mmol) was added to a solution of the aldehyde 27 (2.30 g of crude product,

10.53 mmol) in MeOH (70 mL) at 0°C under inert atmosphere. The mixture was stirred at 0°C for 1
h and then quenched with 150 mL of brine. The aqueous layer was extracted with 3x80 mL of
CH,Cl,. The combined organic layers were dried over Na,SOs, filtered and the solvents removed
under reduced pressure. The residue was purified by chromatography on silica gel

(pentane/Et;0,9:1 to 7:3) to give the alcohol 35 (1.64 g, 71%) as a colorless oil.

R#=0.18 (pentane/EtOACc,9:1) ;

IH NMR (500 MHz, CDCls) : 6=5.58-5.53 (m, 1H, CH), 5.44-5.29 (m, 7H, CH), 3.66 (t, 3J(H,H)=6.5 Hz,
2H, CH-0), 2.87-2.80 (m, 6H, CHapisalyicy 2.39-2.34 (m, 2H, CH,-CH,-0), 2.10-2.04 (m, 2H, CH,-
CH3), 0.97 (t, 3J(H,H)=6.5 Hz, 3H, CH3) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=132.2, 131.3, 128.8, 128.5, 128.1, 128.0, 127.1, 125,8, 62.4, 31.0,
25.9, 25.8, 25.7, 20.7, 14.4 ppm.

2-(3-((22,52,82)-undeca-2,5,8-trien-1-yl)oxiran-2-yl) ethanol : 36

o)
OH

Vanadylacetylacetonate (100 mg, 0.37 mmol) was added to a solution of the homoallylic alcohol
35 (1.64 g, 7.44 mmol) in toluene (60 mL) at 0°C under inert atmosphere. The mixture was stirred
at 0°C for 5 min and a solution of tBUuOOH (5.5 m in decane, 2.7 mL) was added dropwise. The
mixture was then stirred at room temperature for 1.5 h and the same amount of tBuOOH solution
was added. The mixture was stirred 4.5 h and then quenched with an aqueous Na;S,03 solution
(20%, m/m, 100 mL) and 100 mL of water. The aqueous layer was extracted with 3x60 mL of
CHyCly. The combined organic layers were dried over Na,;SOa, filtered and the solvents removed
under reduced pressure. The residue was purified by chromatography on silica gel (pentane/EtOAc,

9:1 to 7:3) to give the epoxide 36 (1.29 g, 73%) as a pale yellow oil.
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R:=0.26 (pentane/EtOAc,6:4) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : 6=5.54-5.28 (m, 6H, CH), 3.90-3.82 (m, 2H, CH,-0), 3.11 (dt,
3J(H,H)=4.5, 8 Hz, 1H, CH(epoxide), 3.01-2.97 (m, 1H, CH(epoxide), 2.85-2.79 (m, 4H, CHapis aliyii, 2.46—
2.40 (m, 1H, CH-CHa(a)-CHepoxide), 2.28—2.22 (m, 1H, CH-CHa(b)-CH(epoxide), 2.10-2.03 (m, 2H, CH,-CHs),
1.93-1.85 (m, 1H, CHiepoxide)-CHap)-CH2), 1.77-1.70 (m, 1H, CHiepoxide)-CHaa-CH2), 0.97 (t,
3)(H,H)=7.5 Hz, 3H, CHs) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=132.3, 130.9, 129.0, 127.5, 127.0, 124.1, 60.8, 56.1, 55.1, 30.6, 26.5,
25.9, 25.7,20.7, 14.4 ppm.

(32,6Z,92)-dodeca-3,6,9-trienal : 28
-

Acetic anhydride (0.74 mL) was added to a solution of the epoxide 36 (200 mg, 0.85 mmol) in acid

acetic (7.40 mL) at room temperature under inert atmosphere. The mixture was then stirred at
45°C for 21 h and the solvents were removed under reduced pressure. The residue, mainly
composed of di-acetate derivatives, was immediately used for next step without further

purification.

LiOH.H,0 (93 mg, 2.21 mmol) diluted in water (2.50 mL) was added to a solution of the crude
residue in MeOH (2.50 mL) at room temperature under inert atmosphere. The mixture was stirred
at room temperature for 3 h then cooled at 0°C and carefully quenched with an aqueous solution
of HClag. (10%, m/m) to reach pH = 1 and then 10 mL of water. The aqueous layer was extracted
with 3x10 mL of Et;0. The combined organic layers were dried over Na;SQs, filtered and the
solvents removed under reduced pressure. The crude triol was immediately used for next step

without further purification.

Sodium periodate (309 mg, 1.44 mmol) diluted in water (2.30 mL) was added dropwise to a
solution of crude triol in MeOH (8.90 mL) at room temperature under inert atmosphere. The
mixture was stirred at room temperature for 2.5 h and then quenched with 15 mL of brine. The
aqueous layer was extracted with 3x10 mL of pentane. The combined organic layers were
successively washed with 2x20 mL of saturated NaHCOs3 solution, brine and water. The organic

layer was dried over Na;SO., filtered and the solvents removed under reduced pressure. The
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residue was then dissolved in 10 mL of Et,0 and finally filtered through a plug of Celite® and the
solvents were removed under reduced pressure to give the crude aldehyde 28 (93 mg, 62%). The

product must not be purified on normal phase silica gel because its degradation.

R:=0.50 (pentane/EtOAc,9:1) ;

IH NMR (500 MHz, CDCls) : 6=9.67 (t, 3J(H,H)=2Hz, 1H, CHO), 5.71-5.66 (m, 1H, CH), 5.61-5.55 (m,
1H, CH), 5.43-5.26 (m, 4H, CH), 3.24-3.21 (m, 2H, CH,-CHO), 2.83-2.78 (m, 4H, CHa(pis-alyii), 2.10—
2.03 (m, 2H, CH,-CH3), 0.97 (t, 3J(H,H)=7.5 Hz, 3H, CH3) ;

13C NMR (125 MHz, CDCl3) : 6=199.3, 133.2, 132.2, 129.2, 126.9, 126.8, 118.7, 42.5, 26.0, 25.6,
20.6, 14.3 ppm.

methyl 2-(4-methoxybenzyloxy)ethanoate : 38
0]
PMBO™
0]

4-Methoxybenzyl alcohol (8.54 g, 61.80 mmol) diluted in dry Et,0 (50 mL) was added dropwise to
a suspension of sodium hydride (NaH) (60% m/m dispersion in mineral oil, 148 mg, 6.18 mmol) in
dry Et;0 (30 mL) at room temperature under inert atmosphere. After 30 min the mixture was
cooled at 0°C and trichloroacetonitrile (9.82 g, 68 mmol) was added dropwise. After complete
addition the reaction mixture was allowed to warm up at room temperature and stirred for 4 h.
The solvent was then removed under reduced pressure to give the crude intermediate 4-
methoxybenzyl trichloroacetimidate. Methyl glycolate (3.90 g, 43.30 mmol) was then added to a
solution of the intermediate in dry CH,Cl; (210 mL) under inert atmosphere. The mixture was
cooled at 0°C and (+)-camphor-10-sulfonic acid (1 g, 4.33 mmol) was added. After complete
addition the reaction mixture was allowed to warm up at room temperature and stirred for 1 d.
The obtained suspension was filtered through a pad of Celite®. The filtrate was washed with a
saturated NaHCOs solution (100 mL), dried over Na;SOs, filtered and the solvents removed under
reduced pressure (600 mbar at 40°C). The residue was purified by chromatography on silica gel

entane/Et,0, 9:1 to 6:4) to give the protected alcoho . 6) as a pale yellow oil.
(p /Et20, 9:1 to 6:4) to give the p d alcohol 38 (8.74 g, 96%) pale yell il
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R:=0.44 (7:3 pentane/Et;0) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : 6=7.30-7.28 (m, 2H, CHaro), 6.89-6.87 (m, 2H, CHaro), 4.56 (s, 2H,
CHaeme), 4.07 (s, 2H, CH2), 3.80 (s, 3H, CHs(ewms), 3.75 (s, 3H, CHs) ppm ;

13C NMR (126 MHz, CDCls) : 6=171.0, 159.6, 129.9 (2C), 129.2, 114.0 (2C), 73.1, 66.9, 55.4, 52.0

ppm.

1,1-dideuterio-2-(4-methoxybenzyloxy) ethanol : 39

PMBO Of

D D

The ester 38 (671 mg, 3.19 mmol) diluted in dry Et,0 (9 mL) was added dropwise to a suspension
of lithiumaluminumdeuteride (LiAlD4) (134 mg, 3.19 mmol) in dry Et20 (9 mL) at 0°C under inert
atmosphere. The mixture was stirred for 2 h at 0°C and then quenched carefully with an aqueous
solution of Rochelle salt (1m, 5 mL). The layers were separated and the aqueous one was extracted
with 3x10 mL of Et;0. The combined organic layers were dried over Na;SQs, filtered and the
solvents removed under reduced pressure (600 mbar at 40°C). The residue was purified by
chromatography on silica gel (1:1, pentane/Et,0) to give the deuterated alcohol 39 (535 mg, 91%)

as a colorless oil.

R:=0.25 (pentane/EtOAc,1:1) ;

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=7.28-7.26 (m, 2H, CHaro), 6.90—6.88 (m, 2H, CHaro), 4.48 (s, 2H,
CHzpmg), 3.80 (s, 3H, CH3ppme), 3.55 (s, 2H CH3) ppm ;

13 NMR (125 MHz, CDCls) : 6=159.4, 130.2, 129.6 (2C), 114.0 (2C), 73.1, 71.1, 61.4 (quint.,
1J(C,D)=21.7 Hz), 55.4 ppm.

1,1-dideuterio-2-(4-methoxybenzyloxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate : 40

oT
PMBO/>< s
o’ D

Triethylamine (2.2 mL, 16.30mmol) and tosyl chloride (3.10 g, 16.30mmol) were added under inert
atmosphere to a solution of the alcohol 39 (1 g, 5.43 mmol) in CH,Cl, (40 mL) at room temperature

under inert atmosphere. The mixture was stirred for 20 h and then quenched with CH,Cl, (120 mL)
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and saturated NaHCOs solution (20 mL). The layers were separated and the agueous one was
extracted with CH,Cl, (80 mL). The combined organic layers were dried over Na;SO,, filtered and
the solvents removed under reduced pressure. The residue was purified by chromatography on

silica gel (pentane/Et,0,7:3 to 1:1) to give the activated alcohol 40 (1.77 g, 97%) as a white solid.

R:=0.40 (pentane/EtOAc,7:3) ;

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=7.80-7.77(m, 2H, CHaro(Tosy)), 7.32—7.30 (M, 2H, CHaro(tosy)), 7.20—
7.17 (m, 2H, CHaro(pmg), 6.87—6.84(m, 2H, CHaro(pmg), 4.41 (s, 2H, CHz(pms), 3.80 (s, 3H, CHzpme), 3.62
(s, 2H, CHy), 2.43 (s, 3H, CH3(tosy)) ppmM ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=159.4, 144.9, 133.1, 129.9 (2C), 129.7, 129.5 (2C), 128.1 (2C), 113.9
(2C), 73.0, 68.8 (quint., YJ(C,D)=22.7 Hz), 67.1, 55.4, 21.8 ppm ;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z: calcd for C17H1s8D20sS : 338.1157 [M]**; found : 338.1157.

1-((but-3-yn-1,1-dideuterio-1-yloxy)methyl)-4-methoxybenzene : 31

=
PMBO/T><//

D D

The activated alcohol 40 (664 mg, 1.96 mmol) diluted in dry DMSO (4 mL) was added dropwise to
a suspension of Lithium acetylide ethylenediamine complex (LiCCH.eda) (90% m/m, 300 mg, 2.95
mmol) in dry DMSO (2 mL) at 10°C under inert atmosphere. The mixture was stirred for 15 min at
10°C and then allowed to warm up at room temperature. The mixture was stirred for 4 h then
guenched carefully with CH2Cl, (20 mL), water (10 mL) and brine (10 mL). The layers were
separated and the aqueous one was extracted with 4x10 mL of CH,Cl,. The combined organic
layers were dried over Na,SO, filtered and the solvents removed under reduced pressure (500
mbar at 40°C). The residue was purified by chromatography on silica gel (pentane/Et,0,95:5) to

give the deuterated alkyne 31 (290 mg, 77 %) as a pale yellow oil.

R:=0.30 (pentane/Et,0,9:1) ;

'H NMR (500 MHz, CDCl3):6=7.28-7.26 (m, 2H, CHar), 6.89-6.87 (m, 2H, CHar), 4.49 (s, 2H,
CH2(pmg), 3.80 (s, 3H, CH3pms), 3.56 (s, 2H, CH), 1.99 (s, 1H, CH) ppm ;
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13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=159.4, 130.2, 129.5 (2C), 113.9 (2C), 81.4, 72.8, 69.4, 67.8, 55.4,
19.4 (quint., ¥J(C,D) = 20.3 Hz) ppm ;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z : calcd for C12H12D,0,: 192.1119 [M]**; found : 192.1118.

6,6-dideutero-7-(4-methoxybenzyloxy)hept-4-yn-1-ol : 41

/>/\/\OH
PMBO

D D

A solution of nBuli (1.6 min hexane, 1.64 mL) was slowly added to a solution of alkyne 31 (500 mg,
2.06 mmol) in dry THF (3 mL) at -78°C under inert atmosphere. The mixture was stirred at -78°C for
30 min. Then a solution of oxetane (85 pL, 1.30 mmol) in dry THF (2.50 mL) was slowly added to
the mixture, followed by the slow addition of BF3.Et;0 (320 pL, 2.52 mmol). The reaction was
stirred at -78°C for 30 min then quenched with EtOAc (10 mL), saturated NH4Cl solution (5 mL) and
brine (5 mL). The layers were separated and the aqueous one was extracted with 2x10 mL of
EtOAc. The combined organic layers were dried over Na;SOs, filtered and the solvents removed
under reduced pressure. The residue obtained was purified by chromatography on silica gel

entane/Et,0,9:1 to 5:5) to give the deuterated alcohol 41 (258 mg, 79%) as a pale yellow oil.
(p /Et20, Jtog g paley

R:=0.49 (pentane/EtOAc,1:1) ;

14 NMR (500 MHz, CDCls) : 6=7.28-7.25 (m, 2H, CHaro), 6.89-6.86 (M, 2H, CHaro), 4.47 (s, 2H,
CHa(pms), 3.80 (s, 3H, CH3(pms), 3.75-3.72 (m, 2H, CH,-OH), 3.51 (s, 2H, CH»-0), 2.27 (t, 3J(H,H)=6.9
Hz, 2H, CH,-C=C), 1.75-1.69 (m, 2H, CH,-CH,-CH2) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCl3) : 6=159.3, 130.3, 129.5 (2C), 113.9 (2C), 80.7, 77.6, 72.7, 68.4, 61.9,
55.4, 31.5, 19.7 (quint., YJ(C,D)=19.9 Hz), 15.5 ppm ;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z : calcd for C15H18D203: 250,1538[M]** ; found : 250,1530.
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6,6-dideutero-7-(4-methoxybenzyloxy)hept-4-ynoic acid : 42

O

& OH
PMBO
D D

A Jones solution (2.17 m, 0.28 mL) was added dropwise to a solution of the alcohol 41 (100 mg,
0.40 mmol) in acetone (6 mL) at 0°C. The mixture was stirred at 0°C for 1 h. The reaction was then
guenched with isopropanol (0.50 mL). The suspension is filtered through a pad of Celite® and the
green solid was washed with EtOAc (15 mL). The filtrate was washed with acidified water (5 mL)
and acidified brine (10 mL) (pH=1), dried over Na;SO, filtered and then the solvents were
removed under reduced pressure. The residue obtained was purified by chromatography on silica

gel (pentane/EtOACc,9:1 to 6:4) to give the acid 42 (100 mg, 94%) as a white solid.

R:=0.20 (pentane/EtOAc,1:1) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : 6=7.28-7.25 (m, 2H, CHaro), 6.89-6.86 (m, 2H, CHaro), 4.47 (s, 2H,
CHa(pms), 3.80 (s, 3H, CHaewms), 3.51 (s, 2H, CH2-0), 2.60-2.42 (m, 4H, CH2) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCl5) : 6=177.9, 159.3, 130.3, 129.5 (2C), 113.9 (2C), 79.1, 78.0, 72.7, 68.3,
55.4, 33.8, 19.7 (quint., YJ(C,D)=19.7 Hz), 14.6 ppm ;

HRMS (ESI-TOF) : m/z : calcd for C1sH15sD204: 263.1252 [M-H]" ; found : 263.1250.

ethyl 6,6-dideutero-7-hydroxyhept-4-ynoate : 44

Z
HO
D D
The acid 42 (100 mg, 0.38 mmol) was diluted in EtOH (7 mL) then 350 pL of concentrated H;SOa4
were added. The mixture was stirred at 40°C for 3 d under inert atmosphere. The reaction was
guenched with a saturated NaHCOs; solution (10 mL) and water (10 mL). The mixture was

extracted with 4x10 mL of Et,0. The combined organic layers were washed with brine (10 mL),

dried over Na;SOs, filtered and the solvents removed under reduced pressure. The residue was
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purified by chromatography on silica gel (pentane/Et;0,7:3 to 1:1) to give the ester 44 (56mg,

86%) as a pale yellow oil.

R:+=0.57 (pentane/EtOAc,1:1) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : 6=4.13 (q, 3/(H,H)=7 Hz, 2H, CHaester)), 3.64 (s, 2H, CH2-0), 2.50-2.43
(m, 4H, CH,), 1.24 (t, 3J(H,H)=7.5 Hz, 3H CH3(ester)) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=172.4, 80.6, 77.7, 61.2, 60.8, 34.0, 22.6 (quint, YJ(C,D)=19.9Hz), 14.9,

14.3 ppm;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z : calcd for CoH13D,03: 173.1147 [M+H]* ; found : 173.1147.

(42Z)-ethyl 6,6-dideutero-7-hydroxyhept-4-enoate : 45

HO™ >~ " “CO,Et

D D

A solution of NaBH4 in EtOH (0.50 m, 1.1 mL) was added dropwise to a solution of Ni(OAc),.4H,0
(70 mg, 0.28 mmol) in EtOH (25 mL) at 0°C under H, atmosphere. The mixture was stirred at 0°C
for 15 min and ethylene diamine (0.22 mL, 3.35 mmol) was added. After further 15 min at 0°C, the
deuterated alkyne 44 (384 mg, 2.23 mmol) diluted in EtOH (15 mL) was added. Before and after
each addition, three cycle of vacuum/H, were realized. The reaction was stirred for 30 min at 0°C
under H, atmosphere and then quenched with saturated NH4Cl solution (30 mL) and brine (30 mL).
The reaction mixture was extracted with 3x50 mL of Et;0. The combined organic layers were dried
over Na;S0y, filtered and the solvents removed under reduced pressure. The residue was purified
by chromatography on silica gel (pentane/EtOAc,6:4) to give the alkene 45 (371 mg, 90%) as a pale

yellow oil (+ 5% of over-reduced by-product).

R:=0.30 (pentane/EtOAc,7:3) ;

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=5.50-5.45 (m, 1H, CH-CH,), 5.41 (d, 3J(H,H)=11Hz, 1H, CH-CD,), 4.10
(g, ¥(H,H)=7 Hz, 2H, CHa(esten), 3.61 (s, 2H, CH2-0), 2.40-2.33 (m, 4H, CH2), 1.22 (t, 3J(H,H)=7 Hz,
3H, CHs(ester)) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=173.4, 130.8, 127.1, 62.0, 60.5, 34.1, 30.2 (quint., 1J(C,D)=19.2 Hz),
22.8,14.3 ppm.
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(4Z)-ethyl 6,6-dideutero-7-iodohept-4-enoate : 46

17> T CO,E

D D

Imidazole (348 mg, 5.11 mmol) and triphenylphosphine (671 mg, 2.56 mmol) were added to a
solution of I (650 mg, 2.56 mmol) in CHCl> (14 mL) under inert atmosphere. The mixture was
then cool at 0°C and the alcohol 45 (371 mg, 2.13 mmol) diluted in CH,Cl, (14 mL) was added.
After complete addition the reaction mixture was allowed to warm up at room temperature and
stirred for 2 h. The reaction was then quenched with saturated Na,S,03 solution (20 mL), water
(20 mL) and CHCl; (15 mL). The layers were separated and the aqueous one was extracted with 20
mL of CH:Cl,. The combined organic layers were dried over Na SO, filtered and the solvents
removed under reduced pressure. The residue was purified by chromatography on silica gel

(pentane/Et20,95:5) to give the iodide derivative 46 (538 mg, 89%) as a pale yellow oil.

Ri=0.48 (pentane/EtOAc, 9:1) ;

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=5.53-5.48 (m, 1H, CH-CH,), 5.37 (d, 3J(H,H)=10.5 Hz, 1H, CH-CD,),
4.12 (q, 3J(H,H)=7 Hz, 2H, CHaesten), 3.12 (s, 2H, CHz-1), 2.38-2.33 (m, 4H, CHa), 1.25 (t, 3J(H,H)=7 Hz,
3H, CHs(ester)) PP ;

13C NMR (126 MHz, CDCl3) : 6=173.1, 130.3, 129.3, 60.4, 34.2, 30.8 (quint., 1J(C,D)=19.7 Hz), 23.1,
14.4,5.1 ppm ;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z : calcd for CaH14D210; : 285.0321 [M+H]* ; found : 285.0317.

(32)-(2,2-dideutero-7-ethoxy-7-oxohept-3-en-1-yl)triphenylphosphonium iodide : 29

o © —
| Ph3P/><_\/\COQEt
D D

Triphenylphosphine (595 mg, 2.27 mmol) was added to a solution of the iodide derivative 46 (538
mg, 1.89 mmol) in acetonitrile (15 mL) at room temperature under inert atmosphere. The mixture
was then stirred at reflux for 20 h and the solvent was removed under reduced pressure. The
residue was purified by chromatography on silica gel (CH2Cl./MeOH,98:2 to 90:10) to give the
phosphonium salt 29 (1.02 g, 98%) as a clear wax.
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R:=0.18 (CH,Cl,/MeOH,7:3) ;

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=7.83-7.68 (m, 15H, CHaro), 5.64 (d, 3J(H,H)=11Hz, 1H, CH-CD,), 5.36—
5.31 (m, 1H, CH-CH>), 4.04 (q, 3J(H,H)=7 Hz, 2H, CHa(ester)), 3.65 (d, 2J(H,P)=12 Hz, 2H, CH,-P), 2.27 (t,
3J(H,H)= 7 Hz, 2H, CH2), 2.13-2.09 (m, 2H, CHa-CH), 1.19 (t, 3J(H,H)=7 Hz, 3H, CHs(ester) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=173.1, 135.3(d, %(C,P)=3 Hz, 3C), 133.8 (d, 3J(C,P)=10.2 Hz, 6C),
130.7 (d, 2(C,P)=12.4 Hz, 6C), 130.5 (d, 4(C,P)= 1.4 Hz), 127.3 (d, 3J(C,P)= 15.8 Hz), 118.0 (d,
1J(C,P)= 85.9 Hz, 3C), 60.5, 33.5, 23.0 (d, Y(C,P)= 48.5 Hz), 22.7, 20.1-19.5 (m), 14.3 ppm ;

31p NMR (120 MHz, CDCls) : 6=23.8 ppm ;

HRMS (ESI*-TOF) : m/z: calcd for C7H28D202P : 419.2109 [M-I]* ; found : 419.2110.

2-(pent-4-yn-1-yloxy)tetrahydro-2H-pyran : 48

=~ > TOTHP

2,4-Dihydropyran (DHP) (5.78 g, 68.80 mmol) diluted in CH,Cl, (10 mL) was added dropwise under
inert atmosphere to a solution of pent-4-yn-1-ol (4.82 g, 57.30mmol) and p-toluenesulfonic acid
(PTSA) monohydrate (272 mg, 1.43 mmol) in CH,Cl, (60 mL) at room temperature. The reaction
was stirred for 20h and then quenched with a saturated NaHCO3 solution (50 mL). The mixture
was stirred for 15 min and then the layers were separated. The aqueous layer was extracted with
Et,0 (50 mL). The combined organic layers were washed with 2x50 mL of a saturated NaHCO3
solution and 2x50 mL of brine, dried over Na,SO,, filtered and the solvents removed under
reduced pressure (600 mbar at 40°C). The residue was purified by chromatography on silica gel

entane/Et> :5) to give the protected alcoho . ) AS a coloriess Oll.
(p JEt20,95:5) to give the p d alcohol 48 (8.77 g, 91%) lorless oil

R:=0.22 (pentane/Et,0,95:5) ;

IH NMR (500 MHz, CDCls) : 6=4.58 (dd, 3J(H,H)=4.1Hz, 3J(H,H)=3.1Hz, 1H, CH(np)), 3.87-3.79 (m, 2H,
CHa(a)-O¢rhp) and CHa(3)-0), 3.51-3.44 (m, 2H, CHa(p)-Orhe) and CHap)-0), 2.29 (tdd, 3J(H,H)=6.6 Hz,
3J(H,H)=2.6 Hz, 3J(H,H)=1.6 Hz, 2H, CH»>-C=C), 1.93 (t, 3J(H,H)=2.6 Hz, 1H, C=CH), 1.82-1.76 (m, 3H,
CHa(a)-CHrnp) and CH2-CH,-CH>), 1.71-1.66 (m, 1H, CHa)-CH(tip)), 1.58—1.48 (m, 4H, CHatip)) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=98.9, 84.1, 68.5, 65.8, 62.3, 30.7, 28.8, 25.6, 19.6, 15.4 ppm.
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1,1-dideuterio-6-(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)hex-2-yn-1-ol : 49

HO/\/\ OTHP

D D

A commercial solution of ethyl magnesium bromide (0.90 m in THF, 13.2 mL) was added dropwise
under inert atmosphere to a solution of the alkyne 48 (1 g, 5.94 mmol) in dry THF (6 mL) at room
temperature. The mixture was then stirred at reflux for 1.5 h. The mixture was cooled at 0°C and
deuterated paraformaldehyde (CD20)n(286 mg, 8.90 mmol) was added. The mixture was then
stirred at reflux for 15 h. The reaction was cooled at 0°C and quenched carefully with Et>0 (20 mL)
and saturated NaHCOs solution (10 mL). The obtained suspension was filtered through a pad of
Celite® and the solid was washed with 2x20 mL of Et,0. The layers were separated and the
aqueous one was extracted with 3x20 mL of Et20. The combined organic layers were washed with
2x10 mL of brine, dried over Na;SOy, filtered and the solvents removed under reduced pressure.
The residue was purified by chromatography on silica gel (pentane/Et;0,7:3 to 5:5) to give the

deuterated alcohol 49 (1.02 g, 86%) as a colorless oil.

R:=0.16 (pentane/Et,0,7:3) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : 6=4.57 (dd, 3J(H,H)=4.2 Hz, 3J(H,H)= 3 Hz, 1H, CH(p)), 3.86-3.77 (m,
2H, CHy(a)-O(rp) and CHy(2)-0), 3.51-3.43 (m, 2H, CHa)-Orrp) and CHa(r)-0), 2.31 (t, 3J(H,H)=7.1Hz,
2H, CH,-C=C), 1.82-1.74 (m, 3H, CHa(a)-CHrrp)and CHa-CHp-CHs), 1.71-1.66 (m, 1H, CHaw)-CHrHe)),
1.58-1.47 (m, 4H, CHz(thp)) ppm ;

13¢ NMR (125 MHz, CDCl3) : §=98.9, 85.5, 78.9, 66.0, 62.3, 55.7 (quint., Y(C,D)=22.3 Hz), 30.7, 28.8,
25.5,19.5, 15.7 ppm.

2-(6-bromo-6,6-dideuteriohex-4-yn-1-yloxy)tetrahydro-2H-pyran : 50

Br>/\/\OTHP

D D

Triphenylphoshine (PPhs3) (13.80 g, 52.60 mmol) diluted in CH2Cl> (50 mL) was added dropwise
under inert atmosphere to a solution of tetrabromomethane (CBr4) (8.72 g, 26.30 mmol) in CH2Cl,

(50 mL) at -40°C. Then the deuterated alcohol 49 (5.26 g, 26.30 mmol) and imidazole (3.58 g, 52.60
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mmol) both in CH2Cl; (50 mL) were added dropwise in the mixture at -40°C. The reaction was
stirred at -40°C during 2 h then quenched with a saturated NaHCO3s solution (25 mL) and NaxS;03
aqueous solution (10% w/w, 25 mL). The layers were separated and the aqueous one was
extracted with 2x50 mL of CH,Cl,. The combined organic layers were washed with 2x100 mL of
water, dried over Na,SOg, filtered and the solvents removed under reduced pressure. The residue
was then triturated in Et,O (50 mL) and the suspension is filtered through a pad of Celite® to
remove most of the white solid (triphenylphosphine oxide) which was washed with 3x50 mL of
Et20. The filtrate then was concentrated under reduced pressure. The residue was purified by
chromatography on silica gel (pentane/Et20,9:1 to 7:3) to give the deuterated bromide derivative

50 (6.92 g, 60%) as a colorless oil.

R¢= 0.39 (pentane/EtOACc,9:1) ;

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=4.59 (m, 1H, CH(tup)), 3.88-3.77 (m, 2H, CH2-O(rhp) and CH,-0), 3.53—
3.43 (m, 2H, CHap)-Ogrrp) and CHap)-0), 2.37 (t, 3J(H,H)=7.1Hz, 2H, CH,-C=C), 1.84-1.77 (m, 3H,
CHaa)-CHrp) and CHa-CH,-CHy), 1.73=1.70 (m, 1H, CHag)-CHtie)), 1.60—1.50 (m, 4H, CHarve) ppm ;
13C NMR (126 MHz, CDCls) : 6=98.9, 87.6, 75.5, 65.9, 62.3, 30.7, 28.6, 25.6, 19.6, 16.0, 15.5 (quint.,
1J(C,D)=24.3 Hz) ppm ;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z: calcd for C11116D2BrO; : 263,0616 [M+H]* ; found : 263,0616.

6-bromo-6,6-dideuteriohex-4-ynoic acid : 51

COOH

D D

A Jones solution (2.17 m, 35 mL) was added dropwise to a solution of the deuterated bromide
derivative 50 (3.95 g, 15 mmol) in acetone (40 mL) at 0°C. The mixture was stirred at 0°C for 30
min. The reaction was then quenched with isopropanol (45 mL) and Et,0 (200 mL). The suspension
is filtered through a pad of Celite® and the green solid was washed with 4x100 mL of Et.0. The
filtrate was washed with 2x100 mL of acidified brine (pH=1), dried over Na;SOs, filtered and the
solvents removed under reduced pressure. The residue obtained was purified by chromatography

on silica gel (pentane/Et,0,8:2 to 6:4) to give the acid 51 (2.51 g, 87%) as a white solid.
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R#=0.26 (pentane/EtOAc,1:1) ;
1H NMR (500 MHz, CDCls) : §=2.62—2.55 (m, 4H, CH2) ppm ;
13C NMR (125 MHz, CDCl3) : 6=178.2, 85.5, 76.3, 33.1, 14.7 ppm (signal of CD; is not visible) ;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z : calcd for C¢HgD2BrO2 : 192,9833 [M+H]*; found : 192,9836.

Ethyl 6-bromo-6,6-dideuteriohex-4-ynoate : 32

CO,Et
Br>/\/

D D

The acid 51 (1.93 g, 9.48 mmol) was diluted in EtOH (80 mL) then 250 uL of concentrated H2SO4
were added. The mixture was stirred at reflux for 1 d. The reaction was quenched with a saturated
NaHCOs solution (20 mL). The aqueous layer was extracted with 4x100 mL of pentane/Et,0 (1:1).
The combined organic layers were washed with brine (100 mL), dried over Na,SO, filtered and the
solvents removed under reduced pressure. The residue was purified by chromatography on silica

gel (pentane/Et,0,95:5) to give the deuterated ester 32 (2.07 g, 90%) as a pale yellow oil.

R:=0.47 (pentane/EtOAc,9:1) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : 6=4.14 (q, 4H, 3J(H,H)=7.1Hz, 2H, CHaester)), 2.56-2.48 (m, 4H, CH,),
1.25 (t,3J(H,H)=7.1Hz, 3H, CHs) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCl3) : 6=171.8, 86.0, 76.0, 60.8, 33.3, 15.0, 14.3 ppm (signal of CD; is

absent).

Ethyl 6,6,9,9-tetradeutero-10-(4-methoxybenzyloxy)deca-4,7-diynoate : 52

D D
PMBO CO,Et
R =

D D

The terminal alkyne 31 (1.63 g, 8.50 mmol) diluted in DMF (40 mL) was added to a solution of Cul
(3.40 g, 17.80 mmol), Nal (2.67 g, 17.80 mmol) and K>COs3 (3.52 g, 25.50 mmol) in DMF (25 mL) at
20°C. The bromide derivative 32 (1.88 g, 8.50 mmol) diluted in DMF (30 mL) was immediately

added to the mixture at 20°C. The mixture was stirred at 20°C for 15 h and then quenched with
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saturated NHaCl solution (100 mL) and brine (100 mL). The aqueous layer was extracted with
3x200 mL of EtOAc. The combined organic layers were washed with 2x50 mL of brine and water
(50 mL), dried over NaySOs, filtered and the solvents removed under reduced pressure. The
residue was purified by chromatography on silica gel (pentane/Et,0,9:1) to give the coupling

product 52 (2.12 g, 75%) as a pale yellow oil.

R:=0.20 (pentane/EtOAc,9:1) ;

14 NMR (500 MHz, CDCls) : 6=7.27-7.24 (m, 2H, CHaro), 6.88-6.86 (m, 2H, CHaro), 4.47 (s, 2H,
CHapeme), 4.14 (g, 3J(H,H)=7.1Hz, 2H, CHaesten)), 3.79 (s, 3H, CHs(pms), 3.52 (s, 2H, CH,-0), 2.51-2.45
(m, 4H, CH,), 1.25 (t, 3J(H,H)=7.1Hz, 3H, CHs(ester)) PPM ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=172.1, 159.3, 130.3, 129.4 (2C), 113.9 (2C), 78.7, 77.4, 75.4, 75.1,
72.7, 68.1, 60.7, 55.4, 33.7, 19.7 (quint., ¥J(C,D)=20.5 Hz), 14.8, 14.3, 9.4 (quint., 1J(C,D)=20.3 Hz)
ppm:;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z : calcd for CaoH20D404: 332.1926 [M]**; found : 332.1922.

Ethyl 6,6,9,9-tetradeutero-10-hydroxydeca-4,7-diynoate : 53

D D
HO CO,Et
AN =

D D
2,3-Dichloro-5,6-dicyano-p-benzoquinone (DDQ) (1.88 g, 8.26 mmol) was added to a solution of
the protected alcohol 52 (1.92 g, 5.78 mmol) in DCM/H,0 (10:1, v/v, 88 mL) at 0°C.The mixture is
stirred at 0°C for 4 h and then quenched with saturated NaHCOs solution (200 mL). The layers
were separated and the aqueous one was extracted with 3x100 mL of EtOAc. The combined
organic layers were dried over Na;S0Oy, filtered and the solvents removed under reduced pressure.
The residue was purified by chromatography on silica gel (pentane/Et20,6:4) to give the

deprotected alcohol 53 (1.14 g, 94%) as a pale yellow oil.
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R:=0.43 (pentane/EtOAc,1:1) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : 6=4.15 (q, 3J(H,H)=7.1Hz, 2H, CH2(ester)), 3.69 (d, 3J(H,H)=6.2 Hz, 2H, CH,-
0), 2.52-2.45 (m, 4H, CH;), 1.85 (t, 3J(H,H)=6.2 Hz, 1H, OH), 1.26 (t, 3J(H,H)=7.1Hz, 3H, CH3(ester))
ppm:;

13C NMR (125 MHz, CDCl3) : 6=172.2, 78.8, 77.4, 76.6, 75.0, 61.1, 60.7, 33.7, 22.7 (quint.,
1J(C,D)=20 Hz), 14.8, 14.3, 9.5 (quint., Y(C,D)=20.5 Hz) ppm ;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z : calcd for C12H13D403: 213.1429 [M+H]* ; found : 213.1430.

(42, 7Z)-ethyl 6,6,9,9-tetradeutero-10-hydroxydeca-4,7-dienoate : 54

HO™ <~ X~ NV"co,kt

D D D D

A solution of NaBH4 in EtOH (0.5 m, 0.56 mL) was added dropwise to a solution of Ni(OAc),.4H,0
(38 mg, 0.15 mmol) in EtOH (25 mL) at 0°C under H, atmosphere. The mixture was stirred at 0°C
for 15 min and ethylene diamine solution in EtOH (0.5 m, 2.82 mL) was added. After further 15 min
at 0°C, the diyne 53 (100 mg, 0.47 mmol) diluted in EtOH (15 mL) was added. Before and after
each addition of reagent, three cycle of vacuum/H; were realized. The reaction was stirred for 30
min at 0°C under H; atmosphere and then quenched with saturated NH4Cl solution (15 mL) and
brine (20 mL). The aqueous layer was extracted with 3x30 mL of EtOAc. The combined organic
layers were dried over Na;SOs, filtered and the solvents removed under reduced pressure. The
residue was purified by chromatography on silica gel (pentane/Et,0,6:4) to give the diene 54 (91

mg, 90%) as a pale yellow oil (with 13% of over-reduced by-product).

R:=0.24 (pentane/EtOACc,6:4) ;

IH NMR (500 MHz, CDCls) : 6=5.52 (d,3J(H,H)=10.5 Hz, 1H, CD,-CH=CH-CD,), 5.41-5.34 (m, 3H, CH),
4.13 (q, ¥J(H,H)=7 Hz, 2H, CHa(este), 3.64 (s, 2H, CH2-0), 2.42-2.34 (m, 4H, CH,), 1.25 (t, 3J(H,H)=7
Hz, 3H, CH3(ester)) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCl3) : 6=173.3, 130.4, 129.0, 127.9, 125.8, 61.9, 60.4, 34.2, 30.1 (quint.,
1)(C,D)=19.2 Hz), 25.7-24.9 (m), 22.8, 14.2 ppm ;

HRMS (ESI*-TOF) : m/z : calcd for C12H17D403: 217.1742 [M+H]* ; found : 217.1741.
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(42, 7Z)-ethyl 6,6,9,9-tetradeutero-10-iododeca-4,7-dienoate : 47

T O NV o

D D D D

Imidazole (429 mg, 6.30 mmol) and triphenylphosphine (826 mg, 3.15 mmol) were added to a
solution of I, (800 mg, 3.15 mmol) in CH2Cl; (7 mL) under inert atmosphere. The mixture was then
cool at 0°C and the alcohol 54 (447 mg, 2.10 mmol) diluted in CHCl, (7 mL) was added. After
complete addition the reaction mixture was allowed to warm up at room temperature and stirred
for 4 h. The reaction was then quenched with saturated Na,S;03 solution (20 mL), water (20 mL)
and CH,Cl, (15 mL). The layers were separated and the aqueous one was extracted with 15 mL of
CHyCl,. The combined organic layers were dried over Na,SOs, filtered and the solvents removed
under reduced pressure. The residue was purified by chromatography on silica gel

(pentane/Et20,95:5) to give the iodide derivative 47 (634 mg, 93%) as a pale yellow oil.

R:=0.55 (pentane/EtOAc, 95:5) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : 6=5.49 (d,3J(H,H)=11Hz, 1H, CD»-CH-CH-CD,), 5.38-5.33 (m, 3H, CH),
4.13 (q, 3J(H,H)=7 Hz, 2H, CHaesten), 3.12 (s, 2H, CH,-1), 2.41-2.33 (m, 4H, CH2), 1.25 (t, 3J(H,H)=7 Hz,
3H, CHs(ester)) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=173.2, 130.4, 128.8, 128.4 (2C), 60.5, 34.3, 30.9 (quint., Y(C,D)=19.7
Hz), 25.3(quint., Y(C,D)=19.1Hz), 23.0, 14.4, 5.1 ppm ;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z : calcd for C12H16D2102 : 327.0759 [M+H]* ; found : 327.0762.

(32,62)-(2,2,5,5-tetradeutero-10-ethoxy-10-oxodeca-3,6-dien-1-yl)triphenylphosphonium
iodide : 30

SIS — —
7 PheP” > X NV NcoEt

D D D D

Triphenylphosphine (583 mg, 2.22 mmol) was added to a solution of the iodide derivative 47 (604
mg, 1.85 mmol) in acetonitrile (12 mL) at room temperature under inert atmosphere. The mixture
was then stirred at reflux for 17 h and the solvent was removed under reduced pressure. The
residue was purified by chromatography on silica gel (CH2Cl,/MeOH,98:2 to 9:1) to give the

phosphonium salt 30 (903 mg, quant.%) as a clear wax.
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Re=0.21 (CHClo/MeOH,95:5) ;

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=7.837.68 (m, 15H, CHaro), 5.57 (d, 3J(H,H)= 10.5 Hz, 1H, P-CH,-CD;-
CH), 5.33 (d, 3J(H,H)=11Hz, 1H, P-CH»-CD,-CH=CH), 5.28-5.23 (m, 1H, CH=CH.), 5.19 (d,
3J(H,H)=11Hz, 1H, CH=CH-CH>), 4.03 (q, 3J(H,H)=7 Hz, 2H, CHa(ester)), 3.66 (d, %J(H,P)=12 Hz, 2H, P-
CH2), 2.26-2.14 (m, 4H, CH2), 1.18 (t, 3J(H,H)=7.5 Hz, 3H, CH3s(ester)) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=173.0, 135.2 (d, %J(C,P)=1.8 Hz, 3C), 133.6 (d, 3(C,P)=9.9 Hz, 6C),
130.6 (d, 2(C,P)=12.4 Hz, 6C), 130.4, 128.4, 128.1, 126.2 (d, 3J(C,P)= 15 Hz), 117.8 (d, J(C,P)=86 Hz,
3C), 60.3, 33.9, 24.9 (quint., J(C,D)=19.2 Hz), 23.0 (d, U(C,P)=48.7 Hz), 22.7, 20.0-19.5 (m), 14.3
ppm;

31p NMR (120 MHz, CDCl3) : 6=24.1 ppm ;

HRMS (ESI*-TOF) : m/z : calcd for C30H30D402P : 461.2547 [M-I]*; found : 461.2549.

(4z,7Z,10Z, 132, 16Z, 19Z)-ethyl 6,6-dideuterodocosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoate : 56

CO,Et

A solution of NaHMDS (2.0 m in THF, 0.50 mL) was added dropwise to a solution of the deuterated
phosphonium salt 29 (548 mg, 1 mmol) in THF (9 mL) at -50°C under inert atmosphere. The
reaction was then stirred at -20°C for 30 min and cooled at -78°C. The aldehyde 27 (371 mg, 1.7
mmol) in THF (9 mL) at -78°C was added through a cannula to the orange mixture. The reaction
was allowed to reach room temperature in 1.5 h and then stirred for 21 h. The reaction was
guenched with saturated NH4Cl solution (30 mL). The aqueous layer was extracted with 4x20 mL
of pentane/EtOAc (8:2). The combined organic layers were dried over MgS0a, filtered and the
solvents removed under reduced pressure. The residue was purified by chromatography on silica

gel (pentane/Et,0,98:2) to give the deuterated DHA ethyl ester 56 (143 mg, 40%) as a yellow oil.

R+=0.51 (pentane/EtOAc,9:1) ;

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=5.40-5.29 (m, 12H, CH), 4.12 (q, 3J(H,H)=7 Hz, 2H, CHa(ester)), 2.85—
2.79 (m, 8H, CHapis-alyiic), 2.40-2.33 (m, 4H, CHo-CH-CO), 2.08-2.04 (m, 2H, CH,-CHs), 1.25 (t,
3J(H,H)=7 HZ, 3H, CH3(ester)), 0.96 (t, 3./(H,H)=75 HZ, 3H, CH3) ppm;
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13¢ NMR (125 MHz, CDCls) : 6=173.2, 132.1, 129.2, 128.6, 128.3 (2C), 128.3, 128.2, 128.2, 128.1
(2C), 128.0, 127.1, 60.4, 34.4, 25.7 (2C), 25.7, 25.6, 25.1 (quint., ¥J(C,D)=19.4 Hz), 22.9, 20.7, 14.4,

14.3 ppm;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z: calcd for Caan3sD20;: 359.2919 [M+H]*; found : 359.2918.

(4z, 7z, 10z, 132, 16Z, 192)-6,6-dideuterodocosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoic acid: (6,6-D;)-DHA
(22)

CO,H

A solution of LiOH.H,0 (109 mg, 2.60 mmol) in 1 mL of water was added to a solution of the ester
56 (143 mg, 0.40 mmol) in 1 mL of EtOH under inert atmosphere. The mixture was heated at 65°C
for 1 h and additional LiOH.H,0 (50 mg, 1.20 mmol) was added. After 7 h at 65°C the reaction was
cooled at room temperature and quenched with water (10 mL) and HClaqg. (1.0 m) until pH = 2. The
aqueous layer was extracted with 3x10 mL of pentane/EtOAc (6:4). The combined organic layers
were dried over MgS0, filtered and the solvents removed under reduced pressure. The residue
was purified by chromatography on silica gel (pentane/EtOAc,9:1 to 7:3) to give the (6,6-D2)-DHA
(22) (98 mg, 77%) as a yellow oil. A part of this product was purified by preparative HPLC to
remove traces of over reduced by-products (column Waters Symmetry Prep™ (Cig) 7 um

(7.8x300mm) ; H2O/acetonitrile, 17:83 isocratic ; detection 217 nm) to give pure (6,6-D2)-DHA (22).

R#=0.50 (pentane/EtOACc,6:4) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : §=5.43-5.29 (m, 12H, CH), 2.86—2.80(m, 8H, CHa(bis-alyiic), 2.43—2.38 (m,
4H, HC-CH,-CH,-CO), 2.10-2.04 (m, 2H, CH,-CHs), 0.97 (t, 3J(H,H)=7.5 Hz, 3H, CHs) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCl3) : 6=179.5, 132.2, 129.6, 128.7, 128.5, 128.4, 128.4, 128.2, 128.2, 128.0
(2C), 127.7, 127.1, 34.1, 25.8 (2C), 25.7, 25.7, 25.1 (quint., Y(C,D)=19.2 Hz), 22.6, 20.7, 14.4 ppm ;

HRMS (ESI"-TOF) : m/z : calcd for Ca2H29D203 : 329.2450 [M-H]"; found : 329.2446 ;

HPLC : column Bridge® BEH (Cig) 2.5 um (2.1 x 100 mm) ; H,0/MeOH, 20:80 isocratic ; PDA
detection (200-800 nm) : tg= 6.36 min.
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(42,72,10Z,132,16Z,192)-6,6-Dideutero-3-isopropoxy-5-(triisopropylsilyloxy)phenyldocosa-
4,7,10,13,16,19-hexaenoate : 58

OTIPS

5-Isopropoxy-1,3-bis(triisopropylsilyloxy)benzene 25 (75 mg, 0.23 mmol) dissolved in dry CHxCl,
(3.7 mL) was added to a solution of (6,6-D2)-DHA n°22 (68 mg, 0.21 mmol) in dry CHCl; (3.7 mL) at
room temperature under inert atmosphere. Then DCC (47 mg, 0.23 mmol) and DMAP (2 mg, 0.02
mmol) were added to the mixture. The reaction was stirred for 2 h and then additional DCC (22
mg, 0.1 mmol) and DMAP (2 mg, 0.02 mmol) were added. After 4 h the reaction was cooled at 4°C
for 1 h to induce the crystallization of dicyclohexylurea. The mixture was then filtered to remove
the solid and the solvent was removed under reduce pressure. The residue was purified by
chromatography on silica gel (pentane/EtOAc, 99:1) to give the coupled product 58 (111 mg, 83%)

as a pale oil.

R=0.55 (pentane/EtOAc, 95:5) ;

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=6.28-6.27 (m, 1H, CHa), 6.23-6.22 (m, 1H, CHas), 6.21-6.20 (m, 1H,
CHar), 5.47-5.28 (m, 12H, CHuinyiic), 4.44 (septuplet, 3J(H,H)=6Hz, 1H, CHopr), 2.86-2.80 (m, 8H, CHy(
bis-allylic), 2.60-2.57 (m, 2H, CH,—CO), 2.51-2.48 (m, 2H, CHy— CH,—CO), 2.10-2.04 (m, 2H,CH,-CHs),
1.30 (d, 3J(H,H)=6Hz, 6H, CHs(orn), 1.27-1.21 (m, 3H,CHrps), 1.09 (d, 3J(H,H)=7.5Hz, 18H, CHsps),
0.97 (t, 3J(H,H)=8.5Hz, 3H, CHs) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=171.4, 159.3, 157.5, 152.1, 132.1, 129.6, 128.7, 128.5, 128.4, 128.4,
128.2,128.2, 128.0, 128.0, 127.8, 127.1, 106.1, 105.5, 102.4, 70.3, 34.4, 25.8, 25.8, 25.7, 25.7, 25.1
(quint., L(C,D)=19.2 Hz), 22.9, 22.1 (2C), 20.7, 18.0 (6C), 14.4, 12.7 (3C) ppm ;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z : calcd for CaoHg1D204Si : 637.4621 [M + H]* ; found : 637.4617.
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(42,72,10Z,132,162,192)-6,6-Dideutero-3-isopropoxyphenyldocosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoate :
Phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D2)-DHA (20)

L,

EtsN.3HF (83 uL, 0.51 mmol) was added dropwise to a solution of the coupled product 58 (111 mg,

0.17 mmol) in dry THF (7 mL)at room temperature under inert atmosphere. Additional EtsN.3HF
(55 pL, 0.34 mmol) was added after 2.5 h and 5.5 h of reaction. After 7 h the reaction was
guenched with EtOAc (20 mL) and H;0 (20 mL). The layers were separated and the aqueous one
was extracted with 2x10 mL of EtOAc. The combined organic layers were dried over Na;SOa,
filtered and the solvents removed under reduce pressure. The residue was purified by
chromatography on silica gel (pentane/EtOAc, 95:5 to 85:15) to give the residue which was then
purified by preparative HPLC (column Waters SymmetryPrep™ (Cig) 7 um (7.8x300mm) ;
H>O/acetonitrile, 1:9 isocratic ; detection 214 nm) to give the Phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D,)-DHA
20 (60 mg, 71%) as a pale oil.

R=0.25(pentane/EtOAc, 85:15).

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=6.23-6.22 (m, 1H, CHa), 6.20-6.17 (m, 1H, CHa/), 6.14-6.13 (m, 1H,
CHar), 5.47-5.30 (m, 12H, CHuinyiic), 4.44 (septuplet, 3J(H,H)=6Hz, 1H, CHor), 2.85-2.80 (m, 8H, CHy(
bis-allylic), 2.60-2.58 (m, 2H, CH,—CO), 2.52-2.48 (m, 2H, CHy— CH,—CO), 2.10-2.04 (m, 2H,CH,-CHs),
1.30 (d, 3J(H,H)=6Hz, 6H, CHs(oien), 0.97 (t, 3J(H,H) = 7.5Hz, 3H, CHs) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCl3) : 6 = 172.1, 159.7, 157.4, 152.2, 132.3, 129.9, 128.8, 128.6, 128.5,
128.5, 128.3, 128.3, 128.1 (2C), 127.7, 127.2, 101.9, 101.8, 101.2, 70.5, 34.5, 25.9, 25.8, 25.8, 25.7,
25.3 (quint., YJ(C,D)=19.1Hz), 24.9, 23.0, 22.2, 20.8, 14.5 ppm ;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z : calcd for C31H41D204: 481.3287 [M + H]* ; found : 481.3293 ;

HPLC : column Bridge® BEH (Cig) 2.5 um (2.1 x 100 mm) ; H,0/MeOH, 20:80 isocratic ; PDA
detection (200-800 nm) : tg=13.61 min.
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(42,72, 10Z, 132, 16Z, 19Z)-ethyl 6,6,9,9-tetradeuterodocosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoate : 57

CO,Et

A solution of NaHMDS (2.0 m in THF, 85 uL) was added dropwise to a solution of the phosphonium
salt 30 (100 mg, 0.17mmol) in THF (1.50 mL) at -50°C under inert atmosphere. The reaction was
then stirred at -20°C for 30 min and cooled at -78°C. The aldehyde 28 (51 mg, 0.29 mmol) in THF
(1.50 mL) at -78°C was added through a cannula to the orange mixture. The reaction was allowed
to reach room temperature in 1.5 h and then stirred for 21 h. The reaction was quenched with
saturated NH4Cl solution (10 mL). The aqueous layer was extracted with 4x5 mL of pentane/EtOAc
(9:1). The combined organic layers were dried over MgSQO., filtered and the solvents removed
under reduced pressure. The residue was purified by chromatography on silica gel (pentane/Et,0,

98:2) to give the ethyl DHA ester 57 (31 mg, 51%) as a yellow oil.

R:+=0.53 (pentane/EtOAc,9:1) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : 6=5.40-5.32 (m, 12H, CH), 4.12 (q, 3J/(H,H)=7 Hz, 2H, CHa(ester)), 2.86—
2.80 (m, 6H, CHapisalyi, 2.39-2.34 (m, 4H, CH,-CH,-CO), 2.08-2.05 (m, 2H, CH,-CHs), 1.25 (t,
3J(H,H)=7 Hz, 3H, CHa(esten), 0.97 (t, 3J(H,H)=7.5 Hz, 3H, CH3) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=173.2, 132.1, 129.2, 128.7, 128.4, 128.3, 128.2, 128.2, 128.1, 128.1
(2C), 128.0, 127.1, 60.5, 34.4, 25.7, 25.7, 25.6, 25.1 (quint., Y(C,D)=19.4 Hz), 25.1 (quint.,
1)(C,D)=19.5 Hz), 22.9, 20.7, 14.4, 14.4 ppm ;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z : calcd for C2a133D403 : 361.3045 [M+H]* ; found : 361.3046.

(4z, 7z, 10z, 132, 16Z, 19Z)-6,6,9,9-tetradeuterodocosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoic acid : (6,6,9,9-
D4)-DHA (23)

CO,H

A solution of LIOH.H,0 (72 mg, 1.71 mmol) in 0.60 mL of H,O was added to a solution the ester 57
(95 mg, 0.26 mmol) in 0.6 mL EtOH under inert atmosphere. The mixture was heated at 65°C for 4
h and additional LiOH.H,0 (33 mg, 3 mmol) was added. After 7 h at 65°C the reaction was cooled
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at room temperature and quenched with H,0 (10 mL) and HClag. (1.0 m) until pH = 2. The aqueous
layer was extracted with 3x10 mL of pentane/EtOAc (6:4). The combined organic layers were dried
over MgSO0q, filtered and the solvents removed under reduced pressure. The residue was purified
by chromatography on silica gel (pentane/EtOAc,95:5 to 6:4) to give the (6,6,9,9-D4)-DHA n°23 (72
mg, 84%) as a yellow oil. A part of this product was purified by preparative HPLC to remove traces
of over reduced by-products (column Waters Symmetry Prep™ (Cig) 7 um (7.8x300mm) ;

H,O/acetonitrile, 17:83 isocratic, detection 217 nm) to give pure (6,6,9,9-D4)-DHA (23).

R:=0.52 (pentane/EtOAc,6:4) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : 6=5.43-5.30 (m, 12H, CH), 2.86-2.80 (m, 6H, CHais-alyiic), 2.43-2.38 (m,
4H, CH,-CH,-CO), 2.09-2.06 (m, 2H, CH,-CHs), 0.97 (t, 3/(H,H)=7.5 Hz, 3H, CH3) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=179.3, 132.2, 129.6, 128.7, 128.4 (2C), 128.4, 128.2, 128.1, 128.1,
128.0, 127.7, 127.1, 34.1, 25.8, 25.8, 25.7, 25.1 (quint., 1(C,D)=19.1Hz), 25.1 (quint., 1(C,D)=19.5
Hz), 22.6, 20.7, 14.4 ppm ;

HRMS (ESI'-TOF) : m/z : calcd for C22H29D,0, : 331.2575 [M-H]"; found : 331.2574 ;

HPLC : column Bridge® BEH (Cig) 2.5 um (2.1 x 100 mm) ; H,O/MeOH, 20:80 isocratic ; PDA
detection (200-800 nm) : tr= 4.76 min.

(42,72,10Z,132,162,192)-6,6,9,9-Tetradeutero-3-isopropoxy-5-

(triisopropylsilyloxy)phenyldocosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoate : 59

OTIPS

@) O

5-Isopropoxy-1,3-bis(triisopropylsilyloxy)benzene 25 (57 mg, 0.17 mmol) dissolved in dry CHxCl,
(2.6 mL) was added to a solution of (6,6,9,9-D4)-DHA n°23 (50 mg, 0.15 mmol) in dry CHxCl, (2.6
mL) at room temperature under inert atmosphere. Then DCC (35 mg, 0.17 mmol) and DMAP (2
mg, 0.02 mmol) were added to the mixture. The reaction was stirred for 2 h and then additional
DCC (15 mg, 0.07 mmol) and DMAP (2 mg, 0.02 mmol) were added. After 4 h the reaction was

cooled at 4°C for 1 h to induce the crystallization of dicyclohexylurea. The mixture was then
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filtered to remove the solid and the solvent was removed under reduce pressure. The residue was
purified by chromatography on silica gel (pentane/EtOAc, 99:1) to give the coupled product 59 (84
mg, 87%) as a pale oil.

R=0.56 (pentane/EtOAc, 95:5) ;

1H NMR (500 MHz, CDCls) : 6=6.29-6.28 (m, 1H, CHar), 6.23—6.22 (m, 1H, CHar), 6.21-6.20 (m, 1H,
CHar), 5.47-5.28 (m, 12H, CHuinyiic), 4.44 (septuplet, 3J(H,H)=6Hz, 1H, CHopr), 2.86-2.80 (m, 6H, CHy(
pis-alylic), 2.60—2.57 (m, 2H, CH,—~CO), 2.52—2.48 (m, 2H, CH,— CH,—CO), 2.10-2.05 (m, 2H,CH,-CHs),
1.30 (d, 3J(H,H)=6Hz, 6H, CHs(oirr), 1.27-1.21 (m, 3H,CHrs), 1.09 (d, 3J(H,H)=7.5Hz, 18H, CHs(ips)),
0.97 (t, 3J(H,H)=8.5Hz, 3H, CHs) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCl3) : 6=171.3, 159.2, 157.5, 152.1, 132.1, 129.6, 128.7, 128.4, 128.4 (2C),
128.2, 128.1, 128.1, 128.0, 127.8, 127.1, 106.1, 105.5, 102.4, 70.2, 34.4, 25.8, 25.7, 25.7, 25.1
(quint., (C,D)=19.4 Hz, 2C), 22.9, 22.1 (2C), 20.7, 18.0 (6C), 14.4, 12.7 (3C) ppm ;

HRMS (ASAP*-TOF) : m/z : calcd for CaoHs9D404Si : 639.4747 [M + H]* ; found : 639.4742.

(42,72,10Z,132,16Z,192)-6,6-Dideutero-3-isopropoxyphenyldocosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoate :
Phloroglucinol-OiPr-0-(6,6,9,9-D4)-DHA (21)

L3,

EtsN.3HF (64 pL, 0.39 mmol) was added dropwise to a solution of the coupled product 59 (84 mg,

0.13 mmol) in dry THF (5 mL) at room temperature under inert atmosphere. Additional EtsN.3HF
(43 pL, 0.26 mmol) was added after 3 h and 5 h of reaction. After 7 h the reaction was quenched
with EtOAc (15 mL) and H.O (15 mL). The layers were separated and the aqueous one was
extracted with 2x5 mL of EtOAc. The combined organic layers were dried over Na;SQyg, filtered and
the solvents removed under reduce pressure. The residue was purified by chromatography on
silica gel (pentane/EtOAc, 95:5 to 85:15) to give the residue which was then purified by
preparative HPLC (column Waters SymmetryPrep™ (Cig) 7 um (7.8x300mm) ; H.O/acetonitrile, 1:9
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isocratic ; detection 214 nm) to give the Phloroglucinol-OiPr-0-(6,6,9,9-D4)-DHA(21) (45 mg, 71%)

as a pale oil.

R=0.23 (pentane/EtOAc, 85:15).

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : 6=6.23-6.22 (m, 1H, CHa/), 6.18-6.17 (m, 1H, CHa/), 6.14-6.13 (m, 1H,
CHar), 5.47-5.30 (M, 12H, CHyinyiic), 4.44 (septuplet, 3J(H,H)=6Hz, 1H, CHoirr), 2.88-2.80 (m, 6H, CHy(
pis-alylic), 2.62—2.58 (m, 2H, CH,—~CO), 2.52-2.48 (m, 2H, CH,— CH,—CO), 2.10-2.04 (m, 2H,CH,-CHs),
1.30 (d, 3J(H,H)=6Hz, 6H, CH3(0ipr)), 0.97 (t, 3J(H,H) = 7.5Hz, 3H, CH3) ppm ;

13C NMR (125 MHz, CDCls) : 6=171.9, 159.7, 157.3, 152.2, 132.2, 129.8, 128.7, 128.4 (3C), 128.2,
128.1, 128.0, 128.0, 127.6, 127.1, 101.8, 101.7, 101.1, 70.4, 34.4, 25.8, 25.7, 25.7, 25.1 (quint,,
1J(C,D)=19.4 Hz), 22.9, 22.1, 20.7, 14.4 ppm ;

HRMS (ASAP*-TOF) : calcd. for C31H39D404 : 483.3412 [M + H]*; found : 483.3410;

HPLC : column Bridge® BEH (Cig) 2.5 um (2.1 x 100 mm) ; H.0/MeOH, 20:80 isocratic ; PDA
detection (200-800 nm) : tg=12.90 min.
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I'activité des DHA et lipophénol-DHA en
lignée cellulaire ARPE-19 : toxicité,
activités antioxydantes, et anti-

stresseur carbonylé
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Introduction

Les composés deutérés et non deutérés ont été évalués grace a plusieurs tests biologiques
réalisés in vitro sur une lignée cellulaire humaine de I'EPR, la lignée ARPE-19 (en anglais : adult
retinal pigment epithelial cell line 19). Elles correspondent a des cellules épithéliales a croissance
spontanée et rapide.??® Elles forment une monocouche de cellules pigmentées et adhérentes
(Figure 53). Sur la Figure 53 les cellules observées sont dites "confluentes" car la monocouche est

constituée de cellules jointives.

Figure 53 : Photographie des cellules ARPE-19 confluentes en culture cellulaire observées par
microscope optique (grossissement : 200x).

Nous avons ainsi testé les lipophénols deutérés, le phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D2)-DHA (20),
et phloroglucinol-OiPr-0-(6,6,9,9-D4)-DHA (21), et leurs DHA associés, le (6,6-D2)-DHA (22) et le
(6,6,9,9-D4)-DHA (23) deutérés préalablement synthétisés (Partie 1V, Chapitre Il). L'objectif est de
mettre en évidence l'intérét de l'introduction des deutériums sur les positions bis-allyliques du
DHA, en comparant les activités biologiques des molécules de(s) analogue(s) deutéré(s) a celles de
I'analogue naturel (ou non deutéré) (Figure 54). Ayant au sein du laboratoire les AGPI et dérivés
lipophénols du phloroglucinol-OiPr, en séries ALA et LA, non deutérés et deutérés (Figure 54), ces
dernieres ont été comparées a la série DHA (AGPI et lipophénols). En effet, I'équipe de
Shchepinov ayant montré l'intérét des composés ALA et LA deutérés en positions bis-allyliques
dans leurs travauy, il nous est apparu intéressant de les comparer aux DHA deutérés, synthétisés

dans ce travail de thése, sur un modéle cellulaire rétinien (lignée ARPE-19). Le (11,11-D;)-LA et le
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(11,11,14,14-D4)-ALA deutérés ayant servis dans cette partie ont été fournis par le laboratoire

Shchepinov.

Remarque : pour des soucis de simplification d'écriture, les nomenclatures des AGPI et

lipophénols ont été modifiés comme suit :

Composés

Noms simplifiés

DHA naturel DHA naturel
(6,6-D2)-DHA (22) DHA-D2
(6,6,9,9-D4)-DHA (23) DHA-D4
phloroglucinol-OiPr-ODHA (17) PG-DHA non D
phloroglucinol-OiPr-O-(6,6-D2)-DHA (20) PG-DHA-D;
phloroglucinol-0iPr-0-(6,6,9,9-D4)-DHA (21) PG-DHA-D4

ALA naturel ALA naturel
(11,11,14,14-D4)-ALA ALA-D4

phloroglucinol-OiPr-OALA PG-ALA non D

phloroglucinol-OiPr-0-(11,11,14,14-D4)-ALA PG-ALA-D4

Série LA
LA naturel LA naturel
(11,11-D;)-LA LA-D;
phloroglucinol-OiPr-OLA PG-LAnon D
phloroglucinol-OiPr-0-(11,11-D;)-LA PG-LA-D;

Tableau 21 : noms simplifiés des différents composés testés sur la lignée ARPE-19.
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AGPI lipophénols

Série DHA (acide docosahexaénoique (C22:6, »3))

mCOZH

DHA naturel

CRE~EETT™
| 2

O

! (6,6-D,)-DHA = DHA-D, (6,6,9,9-D4)-DHA = DHA-D,
o phioroglucinol-OiPr-O-(6,6-D,)-DHA = PG-DHAD; phioroglucinol-OiPr-0-(6,6,9.9-D,)-DHA = PG-DHA-D, |

xﬁluﬁﬁg

phloroglucinol-OiPr-OALA = PG-ALA non D phloroglucinol-OiPr-O-(11,11,14,14-D4)-ALA = PG-ALA-| D4‘

— CO,H

ALA naturel

e — COH
D DD D
; (11,11,14,14-D,)-ALA = ALA-D,

Série LA (acide linoleique (C18:2, ©6))

AN NN
AN A Q UI? A J@ Uﬁf

D D
! (11,11-D,)-OLA = LA-D, phloroglucinol-OiPr-OLA = PG-ALA non D phloroglucinol-OiPr-O-(11,11-D,)-LA = PG-LA- D2

Toxicité Peroxydation lipidique Potentiel anti-stress carbonylé
(viabilité cellulaire test MTT) (sonde: C11-BODIPY581/591) (viabilité cellulaire test MTT)
®Carrence en sérum e Carrence en sérum ® Série DHA testée uniquement
*H,0, *H,0, * Stress carbonylé rétinal tout-trans
e Lumiere

Figure 54 : Séries des AGPI et lipophénols naturels et deutérés (DHA, ALA et LA) testés sur la
lignée cellulaire ARPE-19. Trois tests biologiques mis en oeuvre : toxicité,
peroxydation lipidique et potentiel anti-stress carbonylé.

Deux tests ont été mis en ceuvre pour montrer l'intérét de l'incorporation des deutériums :
I'évaluation de la toxicité des composés en condition oxydante, et leur capacité a inhiber Ila
peroxydation lipidique. Le troisieme test correspond a I'évaluation de l'activité anti-stress

carbonylé sur les lipophénols de la série DHA contre le rétinal tout-trans.
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Le premier test mis en ceuvre dans ce travail a pour but d’évaluer la toxicité des composés
lorsque les cellules sont soumises a un stress oxydant (carence en sérum ou incubation avec
H,0;).L'intérét d'un tel test est ici d'évaluer l'impact des deutériums sur la toxicité du DHA, induite
en condition de stress oxydant. En effet, la liaison ester présente entre le lipophénol et le DHApeut
étre clivée en milieu cellulaire et en présence d'estérases, conduisant au DHA libre et pouvant
former des composés délétéres (HHE, MDA, ...) apres peroxydation lipidique, comme décrit dans
la partie Il (chapitre |, paragraphe IlIl.). Les lipophénols n'ayant pas montré de toxicité a faibles
concentrations (uniguement a partir de 80 uM) lors des tests préliminaires, contrairement aux
AGPI, I'évaluation des toxicités en condition de stress oxydant a été effectuée uniquement sur les
AGPI des séries DHA, ALA et LA (Figure 54). Ce test de viabilité cellulaire a été effectué en utilisant
le réactif MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium). Les résultats

obtenus sont décrits dans le chapitre | de cette partie.

Le deuxieme test développé et mis au point dans ce travail, concerne I'évaluation de
I'inhibition de la peroxydation lipidique. En effet il a été montré par I'équipe de Shchepinov et al.
gue cette derniére pouvait étre réduite en présence d'AGPI deutérés comparés aux AGPI naturels
(Partie lll, chapitre Il). La capacité des molécules deutérés a limiter la peroxydation lipidique
comparées aux composés non deutérées a été ainsi évaluée sur la lignée ARPE-19. Les AGPI mais
également les lipophénols (séries DHA, ALA et LA) ont été testés. Les cellules, aprés un traitement
avec ces composés, ont été soumises non seulement a un stress oxydant correspondant a une
carence en sérum ou a une incubation avec H,0,, mais également a un stress lumineux. La
peroxydation lipidique induite dans ces conditions de stress oxydant a été quantifiée grace a une
sonde fluorescence, le C11-BODIPY>8/591spécifiquede ce mécanisme. Les résultats obtenus sont

rapportés dans le chapitre Il de cette partie.

Un troisieme test biologique de "contréle" a finalement été effectué avec les lipophénols
appartenant a la série DHA. L'objectif étant de mettre en évidence si l'activité de protection contre
un stresseur carbonylé, le rétinal tout-trans (impliqué dans les pathologies rétiniennes, partie |,
chapitre Il, paragraphe 1.2.3.), préalablement obtenue pour la molécule non deutérée lead 17(PG-
DHA, partie Il, chapitre Il, paragraphe 11.1.), pouvait étre conservée avec les analogues deutérés
(PG-DHA-D, et PG-DHA-D4). Les résultats obtenus sont rapportés dans le chapitre Ill de cette

partie.
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Chapitre 1. Effet des deutériums sur la toxicité du DHA : comparaison des

toxicités du DHA naturel vs deutérés et d'autres AGPI naturels vs deutérés,

en condition de stress oxydant en lignée cellulaire ARPE-19

L'objectif du travail suivant est d'évaluer l'influence de l'incorporation des atomes de
deutérium sur la toxicité des AGPI en condition oxydante. Celle-ci est mise en évidence via une
courbe de "dose-réponse", correspondant a la concentration de I'AGPI en fonction de la viabilité
cellulaire. La viabilité cellulaire est estimée grace a un test MTT qui permet de rendre compte de
I'activité métabolique des cellules vivantes. En effet, le réactif MTT, un sel de tétrazolium soluble
dans les milieux de culture, est réduit en cristaux de formazan bleu-violets insolubles par I'action
de réductases mitochondriales (succinates-déhydrogénases) des cellules vivantes (Schéma 112).
Ces cristaux de formazan sont ensuite solubilisés dans le DMSO, générant une coloration violette
directement proportionnelle a la quantité de cellules vivantes. Ainsi, le test MTT permet d'évaluer

la viabilité cellulaire par colorimétrie.

oy b
A BN
STN Réductases mitochondriales ST N
20) NN

N:N des cellules vivantes

Réactif MTT
formazan

Absorbance a 570 nm

Schéma 112 : Test MTT : réduction du réactif MTT en formazan par les réductases des cellules
vivantes.
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Le protocole mis en ceuvre pour effectuer ces tests de toxicité est le suivant (Schéma 113) :

Test MTT
a (viabilité cellulaire)
5 Incubation fm"‘“ i B
%}e@ des AGPI Stress oxydant T N
ARPE-19 — '
confluentes

Schéma 113 : Protocole suivi pour le test de toxicité des AGPI sur les ARPE-19.

Les cellules a confluence sont incubées avec des concentrations croissantes en AGPI durant
24 h, suivi du test de viabilité cellulaire (MTT). Les cellules non traitées avec les AGPI

correspondent a un "contréle" associé a une viabilité cellulaire de 100%.

A noter que dans notre cas, les ARPE-19 ne présentent pas de mutation d'une coenzyme Q
contrairement aux levures utilisées par Shchepinov (partie Ill, chapitre Il, paragraphe 1l.1.), et ne
sont donc pas sensibilisées a la toxicité des AGPI, induite par une peroxydation lipidique. L'effet
toxique observé aprés incubation des AGPI non deutérés sur les cellules est donc moins évident a
obtenir, car la peroxydation lipidique pourrait ne pas étre le seul mécanisme a l'origine de leur
toxicité dans notre modeéle cellulaire. L'objectif est donc de mettre au point les différentes
conditions de culture cellulaire permettant de générer une peroxydation lipidique entrainant une
toxicité des AGPI via un stress oxydant, soit par une carence en sérum, soit par l'utilisation d'un

stresseur chimique.

Thése de doctorat Mélissa RoseLL 2017 274



Partie V - Chapitre |. Effet des deutériums sur la toxicité du DHA : comparaison des toxicités du DHA naturel vs deutérés et d'autres AGP!
naturels vs deutérés, en condition de stress oxydant en lignée cellulaire ARPE-19

I. Mise au point des conditions d'oxydation engendrant une toxicité des AGPI en

lignée cellulaire ARPE-19

I.1. Influence de la carence en sérum

[.1.1. Influence de la carence en sérum sur le stress oxydant cellulaire (sans

traitement avec I'AGPI)

Le sérum de veau foetal (SVF) présent a 10 % (v/v) dans le milieu de culture est un élément
central pour la croissance et la prolifération des cellules. Une diminution de ce pourcentage en
sérum favorise I'état de stress cellulaire. Le stress oxydant présent au sein des cellules carencées
en SVF durant 24 h a été évaluée de deux manieres : par la mise en évidence de la formation

d'EOR, et par la quantification de la peroxydation lipidique.

Tout d'abord, la détection des EOR a été effectuée en présence d'une sonde fluorescente
appelée DCFDA (diacetate de 2’,7'-dichlorofluorescéine) (Schéma 114).Le DCFDA est incorporé
dans les cellules en traversant leur membrane, suivi de sa transformation par déacétylation en
DCFH,, dérivé non fluorescent piégé au sein des cellules. Ce dernier est transformé en DCF

fluorescent apres son oxydation en présence des EOR.

COoH Déacétylation intracellulaire O l COCH
/ COOH

Cl Cl ;
par des estérases
:im m[: o cl H cl EOR o] N cl
o) (o) (o) composé piégé dans la cellule O O 2H* -2e”
HO (0] OH HO © ©
o DCFDA 0
pas fluorescent DCFH,
pas fluorescent DCF

fluorescent
Membrane

cellulaire

Excitation: 492-495 nm
Emission: 517 a 527 nm

Schéma 114 : Mécanisme d'oxydation de la sonde DCFDA, permettant de quantifier
I'intensité de fluorescence proportionnelle a la production d'EOR.

Ainsi la mesure de l'intensité de fluorescence du DCF est proportionnelle a la formation

d'EOR au sein des cellules. Une analyse par cytométrie de flux (réalisée par FACS : fluorescence-
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activated cell sorting) permet de quantifier l'intensité de fluorescence des cellules vivantes. La
production d'EOR engendrée a été évaluée en présence de différentes carences en sérum : totale

(0% ou @), 1%, 2,5% ou 10% (Figure 55). Cette expérience a été réalisée en monoplicat (n=1).

Influence du pourcentage en SVF (@; 1%; 2,5% et 10%)
sur la production d'EOR (n=1)

120
100
80
60

* ¥
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: _
=] i

@ SVF 1% SVF 2,5% SVF 10% SVF

Intensité de fluorescence (%)

Figure 55 :Production d'EOR a différents pourcentages en SVF : Incubation des cellules dans un milieu

sans sérum (@), 1%, 2,5% ou 10% durant 24 h. La sonde fluorescente utilisée pour la quantification d'EOR
est le DCFDA(2 uM), permettant une analyse de l'intensité de fluorescence par cytométrie de flux (FACS).
Les résultats sont normalisés et exprimés en % d'intensité de fluorescence par rapport aux cellules
présentant le maximum d'intensité de fluorescence (condition @SVF) correspondant a 100% (moyenne
écart type; **p<0,01).

La carence totale en sérum (@) provoque une production importante d'EOR comparée a un
milieu contenant 1%, 2,5% et 10%. A noter que la carence associée a 1% de SVF dans le milieu
génere une production d'EOR 2,4 et 4,3 fois plus grande comparée respectivement au milieu a

2,5% et 10% de SVF.

Ensuite, la quantification de la peroxydation lipidique présente au niveau des cellules a été
effectuée via la sonde fluorescente C11 BODIPY>8/5%1(Figure 56). Cette derniére existe sous deux
formes, réduite et oxydée, possédant chacune une fluorescence différente. Plus de détails sur
I'utilisation de cette sonde lipidique capable de s'insérer dans les membranes cellulaires seront
évoqués dans la partie V, chapitre Il, consacrée a |'évaluation de l'inhibition de la peroxydation

lipidique.
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Influence du pourcentages en SVF
(@; 1%; 2,5% et 10%) sur la peroxydation lipidique (n=1)
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Figure 56  : Peroxydation lipidique évaluée a différents pourcentages en SVF : Incubation des cellules

dans un milieu sans sérum (@), 1%, 2,5% ou 10% durant 24 h. La sonde fluorescente utilisée pour la
quantification de la peroxydation lipidique est le C11-BODIPY>®/5°! permettant une analyse de l'intensité
de fluorescence par cytométrie de flux (FACS). Les résultats sont normalisés et exprimés en % d'intensité de
fluorescence par rapport aux cellules présentant le maximum d'intensité de fluorescence (condition @SVF)
correspondant a 100%.

De méme que pour la production d'EOR, nous observons grace a ce test qu'une élévation
de carence en sérum entraine une augmentation de la peroxydation lipidique associée a un état

de stress des cellules.

Au vue de ces différents résultats, nous avons utilisé dans nos premiers tests un milieu
totalement carencé en SVF afin d'évaluer la toxicité des AGPI dans ces conditions d'oxydation. Ce
milieu générant le stress oxydant le plus important parmi les quatre conditions testées, il nous est
apparu adapté afin de favoriser la formation des métabolites d'oxydation déléteres issus de la

peroxydation lipidique des AGPI.

[.1.2. Toxicité des AGPI naturels (DHA, ALA et LA) dans des conditions sans sérum

[.1.2.1. Test préliminaires des DHA naturel et deutérés

Les cellules ont été incubées en présence des DHA (naturel et deutérés) a différentes
concentrations dans un milieu totalement carencé en SVF pendant 24 h. L'objectif étant de mettre

en évidence si la toxicité du DHA pouvait étre réduite par la présence de deutérium sur certaines
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positions bis-allyliques. Les dose-réponses suivantes ont été établies (Figure 57) en duplicat (n=2)

pour |'essai 1 et en monoplicat (n=1) pour I'essai 2.

Toxicité DHA (naturel et deutérés) (@ SVF) (n=2)
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Figure 57 : Evaluations de la toxicité des DHA (naturel et deutérés) (@ SVF) : incubation des cellules avec

le DHA 3 différentes concentrations (milieu sans sérum @) durant 24 h. Le test MTT est utilisé afin de
quantifier la viabilité cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire par
rapport aux cellules controéles non traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire.

La toxicité des DHA semble étre trés proche dans la gamme de concentration utilisée.
Malheureusement des problemes de reproductibilité sont observables pour le point a 50 et 60uM
et nous empéche d'interpréter correctement les résultats. La toxicité brutale des DHA et les
conditions de stress important des cellules, obtenu avec un milieu totalement carencé en SVF,
ajoutent une difficulté dans I'obtention de dose-réponses reproductibles. Nous avons par la suite
évalué la toxicité de I'ALA et du LA naturels dans les mémes conditions afin de vérifier si le

probleme de reproductibilité été lié a la série DHA ou non. La mise au point du test de toxicité a

Thése de doctorat Mélissa RoSELL 2017 278



Partie V - Chapitre |. Effet des deutériums sur la toxicité du DHA : comparaison des toxicités du DHA naturel vs deutérés et d'autres AGP!
naturels vs deutérés, en condition de stress oxydant en lignée cellulaire ARPE-19

également été réalisée sur I'ALA et le LA naturel afin de comparer les différences de toxicité des

séries DHA, ALA et LA.
[.1.2.2. Test préliminaires de I'ALA et du LA naturels

De méme que pour le DHA, les cellules ont été incubées en présence d'ALA naturel a
différentes concentrations dans un milieu totalement carencé en SVF pendant 24 h. Les dose-
réponses suivantes ont été réalisées en triplicat (n=3) pour I'essai 1 et en monoplicat (n=1) pour

I'essai 2 (Figure 58).

Essai 1 Essai 2
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Figure 58 : Evaluations de la toxicité de I'ALA naturel (@ SVF) : incubation des cellules avec I'ALA a

différentes concentrations (milieu sans sérum @) durant 24 h. Le test MTT est utilisé afin de quantifier la
viabilité cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire par rapport aux
cellules controles non traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire.

La toxicité de I'ALA semble moins importante que celle du DHA, cependant, une toxicité
brutale et des problemes de reproductibilité sont également rencontrés pour cet AGPI. La toxicité
observée a une concentration de 60 uM est trés variable d'une dose-réponse a l'autre puisqu'elle
passe de 109% (Figure 58, essai 1) en survie cellulaire a 0% (Figure 58, essai 2).

Les dose-réponses ont également été établies pour évaluer la toxicité du LA naturel selon
un protocole similaire a celui décrit précédemment. Les essais ont été réalisés en duplicat (n=2)
pour l'essai 1 et en monoplicat (n=1) pour l'essai 2 (Figure 59) et conduisent également a un

défaut de reproductibilité d'un essai a I'autre.
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Figure 59 : Evaluations de la toxicité du LA naturel (@ SVF) : incubation des cellules avec le LA a différentes

concentrations (milieu sans sérum @) durant 24 h. Le test MTT est utilisé afin de quantifier la viabilité
cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire par rapport aux cellules
controdles non traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire.

Ainsi, l'utilisation du milieu totalement carencé en sérum semble étre limitante pour
observer une toxicité des AGPl de maniére reproductible. Les toxicités obtenues sont assez
brutales, ce qui laisse trés peu de marge au niveau du choix des concentrations toxiques a étudier.
Le stress induit par la carence en sérum s'est révélé important que ce soit en termes de formation
d'EOR (Figure 55) ou en présence de peroxydation lipidique (Figure 56) et pourrait varier en
fonction de I'état des cellules. Toutes ces raisons nous ont amené a augmenter le pourcentage en
sérum a 2,5%, condition dans lequel les cellules subissent toujours un stress oxydant. En effet, en
termes de formation d'EOR et de peroxydation lipidique, la carence en sérum a 2,5% engendre un
stress respectivement 11% et 31% moins important comparé a un milieu totalement carencé en

sérum.
[.1.3. Toxicité des AGPI naturels (DHA, ALA et LA) en présence de 2,5% de SVF

[.1.3.1.Test préliminaires du DHA, de I'ALA et du LA naturels

Des gammes de concentration en AGPI plus élevées ont été appliquées aux cellules (0 a 110
UM pour I'ALA et le DHA, et 0 a 140 uM pour le LA) comparées a celles associées au milieu
totalement carencé en SVF ce qui correspond a des concentrations relativement élevées. (Figure

60). Chaque expérience a été réalisée en monoplicat (n=1).
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Figure 60 : Evaluations de la toxicité des AGPI (DHA, ALA et LA) naturels (2,5% SVF) : incubation des

cellules avec I'AGPI a différentes concentrations (milieu a 2,5% de SVF) durant 24 h. Le test MTT est utilisé
afin de quantifier la viabilité cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire
par rapport aux cellules controles non traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire.

Malheureusement aucune toxicité n’est observée sur les cellules aprés incubation des AGPI
en milieu carencé a 2,5 % de SVF, malgré la gamme de concentration élevée utilisée. Un effet
protecteur du sérum semble étre présent, limitant considérablement la toxicité des composés.
Cela peut étre en partie lié a la diminution du stress oxydant en présence de 2,5% de sérum
comparé aux conditions de carence totale en sérum, comme mis en évidence dans le test de
formation d'EOR (Figure 55) ou de peroxydation lipidique (Figure 56). Cependant la peroxydation
lipidique, bien que limitée par la présence de sérum, n'est pas nulle. Il apparait par ce test que la
toxicité des AGPI pourrait ne pas étre uniguement corrélée a ce mécanisme. De plus, on observe a

de fortes concentrations pour les 3 séries d'AGPI, une augmentation de la survie cellulaire,

These de doctorat Mélissa RoseLL 2017



Partie V - Chapitre |. Effet des deutériums sur la toxicité du DHA : comparaison des toxicités du DHA naturel vs deutérés et d'autres AGP!
naturels vs deutérés, en condition de stress oxydant en lignée cellulaire ARPE-19

traduisant la présence d'une protection dose-dépendante, illustrant le double effet de certains
AGPI (toxiques ou protecteurs). Ainsi, les essais effectués en carence totale en SVF et a 2,5% de
SVF mettent en évidence que |'effet bénéfique ou délétére des AGPI dépend considérablement de

I'état de stress des cellules.
[.1.3.2.Test préliminaires du DHA et de I'ALA naturels en présence de H202

Au vu des résultats précédents, de nouvelles conditions utilisant un stresseur chimique
comme H0,, ont été appliquées afin d'augmenter le stress oxydant cellulaire et visualiser une
toxicité des AGPI. Ce dernier est responsable de la formation d'EOR pouvant étre a I'origine d'une
peroxydation lipidique au sein des cellules et ainsi induire une toxicité visible des AGPI. Le
mécanisme recherché est donc tres spécifique, a noter que la peroxydation lipidique pourrait ne

pas étre le seul mécanisme responsable de la toxicité des AGPI dans les conditions appliquées.

Des essais préliminaires ont été effectués afin de mettre en évidence la concentration limite non
toxique a utiliser en H,0;, en I'absence d'une supplémentation en AGPI, mais suffisante pour
produire des EOR. Une dose-réponse associée a la toxicité du stresseur chimique H;0; en milieu
carencé a 2,5% de SVF a donc été établie (Figure 61) ainsi qu'une cinétique de production d'EOR

engendrée a plusieurs concentrations en H,O; (Figure 62), sonde fluorescente DCFDA).

Toxicité H,0, (2,5% SVF) (n=1)
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Figure 61 : Evaluation de la toxicité de H,0, (2,5% SVF) : incubation des cellules avec H,0, a

différentes concentrations (milieu carencé a 2,5% de SVF) durant 4 h. Le test MTT est utilisé afin de
quantifier la viabilité cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire par
rapport aux cellules contréles non traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire.
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Cette dose-réponse (Figure 61) montre que la toxicité reste faible (environ 90% de viabilité
cellulaire) jusqu’a 700 uM. Ainsi, les concentrations comprises entre 300 et 700 uM pourront étre

utilisées pour engendrer une toxicité des AGPI.
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Figure 62 : Cinétique de production d'EOR pour H,0; (2,5% SVF) : incubation des cellules avec H,0, a

différentes concentrations, 400, 600, 800 et 1000 uM (milieu carencé a 2,5% de SVF) durant 4 h. La sonde
fluorescente utilisée pour la quantification d'EOR est le DCFDA (2 uM), permettant une analyse de
I'intensité de fluorescence grace au Clariostar. Les résultats sont normalisés et exprimés en % d'intensité de
fluorescence par rapport aux cellules présentant le maximum d'intensité de fluorescence (condition 800
UM en H,0; a 4h) correspondant a 100%.

La cinétique de production d'EOR(Figure 62) montre que I'utilisation de H,0, a 400 uM
permet, au bout de 4 h, de produire environ 50% de la valeur maximale des EOR obtenue en
utilisant 800 uM de H;0,.Une concentration de 400 uM de H,O,pourrait donc étre suffisante pour

induire une toxicité associée au mécanisme de peroxydation lipidique, et a donc été choisie.

Les doses-réponses associées a la toxicité des AGPI, en présence de 400 uM de H,0,, ont
été établies uniquement pour le DHA et I’ALA (Figure 63), possédant des toxicités plus élevées
(mises en évidence en condition sans sérum) et un nombre de positions bis-allyliques oxydables
plus important comparé au LA (5 pour le DHA et 2 pour I'ALA). Ces expériences ont été réalisées

en monoplicat (n=1).
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Figure 63 : Evaluation de la toxicité du DHA et ALA naturels en présence de 400 uM de H,0; (2,5% SVF) :

incubation des cellules avec le DHA ou I'ALA a différentes concentrations (milieu carencé a 2,5% de SVF)
durant 24 h, puis ajout de H,0; a 400 uM durant 4h. Le test MTT est utilisé afin de quantifier la viabilité
cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire par rapport aux cellules
contréles non traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire.

Aucune toxicité des AGPI n’est observée (Figure 63) malgré les conditions de stress
imposées en présence de H,0, (400 uM pendant 4 h). Un effet de protection est méme
observable dans la gamme de concentration utilisée. Finalement ces conditions ne semblent pas
adaptées pour notre étude puisque l'objectif est de chercher des conditions d'oxydation dans
lesquelles les AGPI présentent une toxicité. L'utilisation d'un milieu carencé a 1% de SVF, a donc

été testée.

1.1.4. Toxicité des séries d'AGPI (DHA, ALA et LA) en présence de 1% de SVF

Cette carence a 1% de SVF entraine une peroxydation lipidique (Figure 56), 0,4 fois moins
importante comparé a celle obtenue sans sérum et 1,5 plus importante comparé au milieu a 2,5%
de SVF. Ainsi le stress oxydant engendré par un milieu a 1% de SVF est plus proche de la valeur
maximale obtenue sans sérum et supérieure a celui observé avec un milieu a 2,5% de SVF. Les
dose-réponses associées aux toxicités des AGPI ont été établies dans ces conditions ainsi que la

détermination des stresseurs chimiques oxydants a utiliser.
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[.1.4.1.Test préliminaires des DHA naturel et deutérés

La dose-réponse associée au toxicité des DHA naturel et deutérés dans un milieu carencé a

1% de SVF a été établie. Les expériences ont été réalisées en duplicat (essai 1) et en monoplicat

(essai 2).
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Figure 64 : Evaluation de |a toxicité des DHA (naturel et deutérés) (1% SVF) : incubation des cellules

avec le DHA a différentes concentrations (milieu carencé a 1% de SVF) durant 24 h. Le test MTT est utilisé
afin de quantifier la viabilité cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire
par rapport aux cellules contrdles non traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire.

Grace a cette nouvelle condition, associée a un milieu carencé a 1 % de SVF, les écarts
types observés sont plus faibles que ceux obtenus dans un milieu sans sérum, montrant un gain de
reproductibilité. Cependant, un probléme de reproductibilité est toujours rencontré, cette fois-ci
a 70 uM pour le DHA naturel. Un étalement des concentrations entre 60 et 80 UM sera nécessaire
pour obtenir une dose réponse progressive et donc étudier correctement la différence entre les

DHA naturel et deutérés. Cette mise au point sera présentée dans le paragraphe Il de ce chapitre.
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[.1.4.2.Test préliminaires de I'ALA et du LA

De méme que pour le DHA, la toxicité de I’ALA naturel a été testée dans un milieu carencé

a 1% de SVF (Figure 65).
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Figure 65 : Evaluation de la toxicité de I'ALA (naturel et deutéré) (1% SVF) : incubation des cellules avec

I'ALA a différentes concentrations (milieu carencé a 1% de SVF) durant 24 h. Le test MTT est utilisé afin de
quantifier la viabilité cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire par
rapport aux cellules contrdles non traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire.

Avec cet AGPI, les conditions utilisant un milieu carencé a 1% de SVF ont également permis
de minimiser le probleme de reproductibilité entre 2 essais. Malheureusement un autre probléeme
de reproductibilité est présent dans ce cas, au niveau du point a 80 uM (Figure 65, essai 1 et essai
2). Un étalement des concentrations sera également nécessaire pour |'étude de la toxicité de cet

AGPI, entre 70 et 90 uM, afin d'obtenir une dose-réponse progressive.

Ensuite le LA naturel a été évalué dans un milieu carencé en 1% de SVF (Figure 66),
permettant de réduire les valeurs des écarts types et les problémes de reproductibilité comparés

aux résultats obtenus dans un milieu sans SVF.
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Figure 66 : Evaluation de la toxicité du LA (naturel et deutéré) (1% SVF) : incubation des cellules avec le

LA a différentes concentrations (milieu carencé a 1% de SVF) durant 24 h. Le test MTT est utilisé afin de
quantifier la viabilité cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire par
rapport aux cellules contréles non traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire.

Comme pour les autres AGPI, un étalement des concentrations sera envisagé, ici entre 80

et 120 uM, pour évaluer correctement la différence de toxicité entre le LA naturel et deutérés.

Pour conclure, I'évaluation de la toxicité des différents AGPI nécessitera un étalement des
gammes de concentration afin de pouvoir éventuellement étudier la différence entre AGPI naturel
et deutéré. Ces premiers essais préliminaires nous ont permis d'observer que, pour chaque AGPI,
les courbes de concentration peuvent étre divisées en deux parties : une partie ou la viabilité
cellulaire augmente considérablement illustrant un effet protecteur, une seconde partie ol la
toxicité brutale de I'AGPI prend le dessus sur l'effet protecteur initialement visible. Cela met

encore une fois en évidence la dualité que présentent les AGPI en condition de stress oxydant.
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[.2. Choix du stresseur chimique

Similairement aux tests effectués dans un milieu carencé a 2,5 % en SVF, le stresseur
chimigue H,0; a été évalué. D’autres composés pouvant engendrer un stress oxydant au sein des

cellules ont également été testé comme le tBUOOH et le CuSOa.
[.2.1. Toxicité et production d'EOR en présence de H202 (sans AGPI)

Comme pour les conditions a 2,5 % en sérum, une dose-réponse associée a la toxicité
deH;0.a été établie (Figure 67) afin de choisir la concentration limite en H,O, a utiliser sans
engendrer une mort cellulaire trop importante. Ces résultats ont été reproduits en tétraplicat

(n=4).
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Figure 67 : Evaluation de la toxicité de H,0, (1% SVF) : incubation des cellules avec H,0; a différentes

concentrations (milieu carencé a 1% de SVF) durant 4 h. Le test MTT est utilisé afin de quantifier la viabilité
cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire par rapport aux cellules
contrdles non traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire.

Cette dose-réponse (Figure 67) met en évidence qu'une toxicité de 20% est obtenue a 400

UM, correspondant a une concentration limite pouvant étre utilisée en présence des AGPI.

Une cinétique de formation d'EOR a également été effectuée (Figure 68) pour rendre
compte de |'état de stress oxydant que subissent les cellules en fonction de la concentration en

H20, appliquée dans un milieu carencé a 1% de SVF.
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Figure 68 : Evaluation de la production d'EOR pour H,0, (1% SVF) : incubation des cellules avec H,0,a

différentes concentrations, 400, 500, 600 et 700 uM (milieu carencé a 1% de SVF) durant 4 h. La sonde
fluorescente utilisée pour la quantification d'EOR est le DCFDA (2 uM), permettant une analyse de
I'intensité de fluorescence grace au Clariostar. Les résultats sont normalisés et exprimés en % d'intensité de
fluorescence par rapport aux cellules présentant le maximum d'intensité de fluorescence (condition 800
UM de H,0; a 4h) correspondant a 100%.

Cette cinétique a permis de mettre en évidence que la production d'EOR, au bout de 4h en
utilisant une concentration de 400 uM en H;0,, représente 73% de la valeur maximale de
formation d'EOR obtenue (100%) en utilisant 700 uM de H,0;. Pour illustrer I'état des cellules
subissant ce stress oxydant, des photos ont été prise a 4 h aux différentes concentrations

appliquées en H,O, (Figure 69).

600 UM 1000 uM

Figure 69 : Observation au microscope des ARPE-19 a différentes concentration en H,0; (1%
SVF) : 0 ; 400, 500, 600 et 1000 uM (milieu carencé a 1% SVF) aprés 4 h d'incubation
(grossissement : 200x).
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Ce stress est surtout visible a partir de 600 uM, ou les cellules deviennent plus allongées et

forment des fibres de stress.

[.2.2. Toxicité du DHA en présence de 400 uM de H20:2

Durant les premiers essais d'étude de toxicité en présence d'AGPI, les cellules sont
incubées 24 h en présence de DHA puis traitées 4 h avec 400 uM de H,0;. A cette concentration,
H,0, présente une toxicité de 30%, et engendre une production d'EOR non négligeable comparé

aux cellules non traitées.

La dose-réponse suivante associée a une toxicité a été établie pour le DHA naturel en

I'absence (Figure 70, courbe grise) ou en présence (Figure 70, courbe bleue) de H,0; a 400 uM.
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Figure 70 : Evaluation de la toxicité du DHA naturel en présence de 400 uM de H,0, (1% SVF) :

incubation des cellules avec le DHA a différentes concentrations (milieu carencé a 1% de SVF) durant 24 h,
puis ajout de H,0, a 400 uM durant 4h. Le test MTT est utilisé afin de quantifier la viabilité cellulaire. Les
résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire par rapport aux cellules controles non
traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire.

H,02a 400 uM entraine une toxicité légeérement plus importante du DHA, cependant la différence
de toxicité n'est pas proportionnelle a la différence de production d'EOR. Le mécanisme de toxicité
induit par une peroxydation lipidique du DHA est probablement trop spécifique pour étre visible

dans ces conditions. Ce résultat pose plusieurs hypotheses, soit le mécanisme de peroxydation
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lipidique n'est pas le seul a I'origine de la toxicité du DHA, soit le stress induit a 400 uM en H;0;

n'est pas suffisant pour augmenter cette peroxydation.

A défaut d'augmenter la toxicité du DHA en présence de H;0; a 400 uM, une concentration
de 600 uM en H;0,a été sélectionnée pour établir les futures dose-réponses de toxicité du DHA.
Cette concentration en H,0; est toxique (viabilité cellulaire réduite a environ 30%, Figure 67), et
directement liée a un stress oxydant (production importante d'EOR, Figure 68), I'objectif étant de
mettre en évidence si cette toxicité peut étre limitée par |'utilisation de nos composés deutérés.

Les différentes dose-réponses obtenues seront présentées dans le paragraphe Il de ce chapitre.
[.2.3. Toxicité en présence de deux autres stresseurs : tBuOOH et CuSO4

Deux autres stresseurs oxydants ont également été étudié pour entrainer une toxicité des
AGPI : le CuSOs (impliqué dans la réaction de Fenton) et le tBuOOH (peroxyde plus lipophile
comparé a H,0,) (Figure 71).

Toxicité CuSO, (1% SVF) (n=1) Toxicité tBuOOH (1% SVF) (n=1)
120 120
$100 Ty — $100 ® o
¢ T ) ¢ TS
E I
T 60 T 60
o o
N N
£ 40 £ 40
Q0 Q0
(1] (1]
S 20 S 20
0 0
0 20 30 40 50 60 70 80 0 300 400 500 600 700 800 1000
[CuSO,] (M) [tBUOOH] (uM)

Figure 71 : Evaluation de la toxicité des stresseurs oxydants CuSO, et tBUOOH (1% SVF) : incubation des

cellules en présence des stresseurs a différentes concentrations (milieu carencé a 1% de SVF) durant 24 h.
Le test MTT est utilisé afin de quantifier la viabilité cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en %
de viabilité cellulaire par rapport aux cellules contréles non traitées correspondant a 100% de viabilité
cellulaire.

Aucune toxicité n’est visible pour ces composés dans la gamme de concentration choisie,
contrairement a l'utilisation de H20,. Nous nous sommes donc focalisés uniquement sur le stress
oxydant induit par H,02a une concentration fixe de 600 uM pour établir les dose-réponses avec les

AGPI.
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[I. Effet des deutériums en positions bis-allyliques sur la toxicité du DHA, et

d'autres AGPI (ALA et LA) dans les conditions optimisées

L'optimisation précédente a été utilisée afin d'évaluer la toxicité des AGPI naturels et
deutérés, et sera détaillée dans ce paragraphe. Ces dose-réponses permettent de mettre en
évidence la toxicité de chaque AGPI, grace aux calculs des concentrations inhibitrices médianes
(Clso) respectives. La Clsg correspond a la concentration d'AGPI entrainant une diminution de 50%
de la viabilité cellulaire observée en absence de toxicité des AGPI. La comparaison des Clso permet
de mettre en évidence l'influence de l'incorporation des deutériums en positions bis-allyliques sur
la toxicité. Dans le cas des DHA, cette comparaison sera effectuée entre le DHA naturel et les DHA
deutérés, mais également entre les deux composés deutérés entre eux (DHA-D; et DHA-D4), afin
de mettre en évidence l'influence de l'incorporation des deutériums sur une ou deux positions bis-
allyliques. Le protocole suivi pour chaque AGPI permettant d'établir les dose-réponses étudiées

dans ce paragraphe est le suivant (Schéma 115) :

Test MTT

SRR DAL (viabilité cellulaire)

carence en sérum
Incubation (1% SVF) w‘“ T s
%%ef“* des AGPI m&“

24H

Stress oxydant: i
ARPE-19
confluentes H,0, (5?70 M) : "

Schéma 115 : Protocole suivi pour évaluer la toxicité et déterminer les Clso des AGPI en culture
cellulaire d'ARPE-19 en condition de stress oxydant.

II.1. Toxicité de la série DHA

[1.1.1. Toxicité des DHA naturel et deutérés en présence d'un milieu carencé a 1%

de SVF, sans H202

L'évaluation de la toxicité des DHA naturel et deutérés (Figure 72) a été effectuée sur une
gamme de concentration resserrée sur la pente, associée a la chute brutale de viabilité cellulaire,
avec un pas de 5 uM a la place de 10 uM. Les dose-réponses ont été obtenues en triplicat (n=3),

permettant de réaliser des tests statistiques.
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Figure 72 : Evaluation de |a toxicité des DHA (naturel et deutérés) (1% SVF) : incubation des cellules avec

le DHA a une gamme de concentrations de 60 a 80 uM (avec un pas de 5 pM) (milieu carencé a 1% de SVF)
durant 24 h. Le test MTT est utilisé afin de quantifier la viabilité cellulaire. Les résultats sont normalisés et
exprimés en % de viabilité cellulaire par rapport aux cellules contréles non traitées correspondant a 100%
de viabilité cellulaire. a) Courbes obtenues avec Excel montrant I'effet bénéfique (entouré en vert) et I'effet
toxique des DHA. b) Sigmoides obtenues avec GraphPad Prism® pour le calcul des Cls.

Pour les trois DHA (naturel et deutérés) un effet de protection est visible entre 0 et 60 uM

(Figure 72, a), suivi d'une chute brutale de la viabilité cellulaire, mettant en évidence que la dualité

du DHA naturel est également présente au niveau des DHA deutérés. D’apres les calculs des
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Clspassociés aux sigmoides (Figure 72, b) et a une étude statistique, les résultats montrent des

différences significatives entre les 3 composés en faveur des deutérés :

Clso(DHA naturel)=65,21+1,03 uM ; Clso(DHA-D2)=69,48+1,46 UM et Clso(DHA-D4)=75,60+ 1,05uM.
Une diminution de la toxicité des DHA deutérés comparés a celle du DHA naturel est ainsi
observée dans ces conditions. Le DHA-D4 est moins toxique que le DHA-D;, montrant l'intérét de

I'incorporation des deutériums sur deux positions bis-allyliques.

La différence de toxicité entre les différents DHA est observable en microscopie d'aprées
I'aspect et la morphologie des cellules (Figure 73). Une toxicité brutale est visible pour les trois
DHA a partir de différente concentration : 65uM pour le DHA naturel, 70 uM pour le DHA-D,et 75
UM pour le DHA-D4. Chaque concentration correspond au point présentant I'écart type le plus
important au niveau des toxicités obtenues, comprenant ainsi les valeurs des Clso calculées (Figure

72).

70 uM

Figure 73 : Observation au microscope des ARPE-19 en présence des DHA (naturel et
deutérés) a différente concentration(grossissement : 200x).
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[1.1.2. Toxicité des DHA naturel et deutérés en présence d'un milieu carencé a 1%

de SVF et de 600 uM de H20:2

Une dose-réponse avec une gamme de concentration étalée en DHA naturel et deutéré, et
en présence de 600 uM de H.0,a été établie (Figure 74). Le pourcentage de viabilité cellulaire a
600 uM n'est que de 30%, montrant |'effet toxique du stress induit par H,02, méme en I'absence

d'AGPI. Les dose-réponses de toxicité ont été obtenues en triplicat (n=3).
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Figure 74 : Evaluation de la toxicité des DHA (naturel et deutérés) en présence de 600 pM de H,0,

(1% SVF) : incubation des cellules avec le DHA a différentes concentrations (milieu carencé a 1% de SVF)
durant 24 h, puis ajout de H,0; a 600 uM durant 4h. Le test MTT est utilisé afin de quantifier la viabilité
cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire par rapport aux cellules
controles non traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire.

En présence d'un stress oxydant induit par H,0,, le DHA-D4 (Clso de 76,24 + 2,26 uM)
montre une toxicité significativement inférieure (Figure 74) a celle du DHA naturel et de son
analogue di-deutéré. En revanche, la différence entre le DHA naturel et le DHA-D,est moins
importante (les deux "sigmoides «sont tres proches), avec des Clso respectives de 65,47 + 1,87 uM
et 66,98 + 2,39 uM. Similairement a la condition de carence a 1% de SVF sans H,O; (Figure 72),

cette dose-réponse montre l'intérét de I'incorporation des deutériums en positions bis-allyliques.
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I1.2. Toxicité des séries ALA et LA

Afin de comparer l'effet de l'incorporation des deutériums sur la toxicité de la série DHA
avec les séries ALA et LA, les dose-réponses associées la toxicité des AGPI ont été établies en

présence d'une carence en sérum (1% SVF) ou de H,0; (600 uM).

I1.2.1. Toxicité des ALA naturel et deutéré en présence d'un milieu carencé a 1% de

SVF, avec ou sans 600 uM de H20:

Les dose-réponses de toxicité associées aux ALA naturel et deutéré (Figure 75) ont été
reproduites en triplicat (n=3) dans les conditions ou les cellules sont carencées en sérum (1% SVF),

avec ou sans traitement en présence de H20; a 600 pM.

a) Toxicité ALA (naturel et deutéré) b) Toxicité ALA (naturel et
) -—
(1% SVF) (n=3) deutéré)(1% SVF) (n=3)
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Figure 75 : Evaluation de la toxicité des ALA (naturel et deutéré) (1% SVF + H,0,) : incubation des

cellules avec I'ALA a une gamme de concentrations de 70 a 90 uM (avec un pas de 5 uM) (milieu carencé a
1% de SVF) durant 24 h, puis ajout de H,0; a 600 uM (uniquement pour c). Le test MTT est utilisé afin de
quantifier la viabilité cellulaire. Les résultats sont normalisés et exprimés en % de viabilité cellulaire par
rapport aux cellules contréles non traitées correspondant a 100% de viabilité cellulaire. a) Courbes
obtenues avec Excel montrant |'effet bénéfique (entouré en vert) et I'effet toxique des ALA. b) Sigmoides
obtenues avec GraphPad Prism® pour le calcul des Clsp. ¢) Dose-réponses de toxicité des ALA naturel et
deutéré en présence de H,0, (600 uM).
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Dans les conditions de carence a 1% de SVF (Figure 75, a et b), une toxicité brutale est observée
pour les deux ALA. En effet la viabilité cellulaire égale a 140 % a 70 uM chute a presque 0% a 80
uM. Cet effet engendre une grande variabilité de la survie cellulaire a 75 uM, présentant ainsi un
écart type important. D’apres les Clso calculées, les toxicités de chaque composé apparaissent tres
proches et ne présentent pas de différence significative en faveur d'un composé ou d'un autre.
Ces résultats, établis dans nos conditions, montrent que la diminution de toxicité due a la
présence des deutériums n'est pas prouvée pour la série ALA, contrairement aux observations de

la série DHA.

Les doses-réponses mises en évidence pour les ALA naturel et deutérés en présence de 600
UM de H,0. (Figure 75, c) ne montrent pas de différence significative de toxicité entre ces deux

analogues, similairement a ce qui avait été établi pour la condition de carence a 1% de SVF.

I1.2.2. Toxicité des LA naturel et deutéré en présence d'un milieu carencé a 1% de

SVF, avec ou sans 600 uM de H20:2

De méme que pour I'ALA, les toxicités des LA naturel et deutéré ont été mise en évidence
par des dose-réponses (Figure 76) et ont été reproduites en triplicat (n=3) dans les mémes
conditions que précédemment (carencées en sérum, ou traitées avec 600 uM de H,