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Présentation de [INRA

Présentation du centre INRA d'Avignon

Fondé en 1953, le centre INRA d'Avignon fait partie de 1'un des plus importants centres du
dispositif INRA et doit cette renommée principalement aux thématiques qui lui sont confiées.
Ses recherches s'organisent autour de trois pdles de compétences qui sont le pole horticole

intégré, le pole d'adaptation au changement global et le pole de santé des plantes.

UMR 408 - Sécurité et Qualité des Produits d'Origine Végétale

Les objectifs de cette unité sont d'améliorer les caractéristiques organoleptiques, hygiéniques
et nutritionnelles des fruits et Iégumes frais et transformés.
Les travaux de recherche concernent I’ensemble de la filiere
- ¢élaboration de la qualité avant récolte,
- mise au point de technologies de conservation ou de transformations permettant de
valoriser au mieux cette qualité,
- intérét en nutrition préventive et maitrise du risque microbiologique associé au

développement des produits réfrigérés prét a I’emploi.

Pour répondre a ces objectifs, I’activité est répartie entre trois équipes de recherches :

Microbiologie et Sécurité des aliments

Qualité des fruits

Chimie des antioxydants

Equipe Chimie des antioxydants

L’activité de 1’équipe chimie des antioxydants est centrée sur les microconstituants des
plantes d’importance alimentaire, en particulier les polyphénols et les caroténoides.
Les microconstituants sont présents :

- dans la plante ou les fonctions sont généralement bien établies,
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dans I’aliment d’origine végétale ou ils peuvent subir différentes transformations
chimiques (oxydation) au cours des procédés technologiques ou des traitements
domestiques,

chez I’homme (aprés ingestion) ou les questions de leurs biodisponibilités,
métabolismes et effets santé sont reconnues depuis une vingtaine d’années comme un

enjeu scientifique majeur.

L’équipe chimie des antioxydants déploie son activité sur I’ensemble de ces trois champs

(plante, aliment, homme) :

Plante : analyse de la composition en microconstituants, optimisation des procédures
d’extraction.

Aliment : analyse de la composition en microconstituants et son évolution au cours
d’opérations technologiques.

Homme : étude des bases physico-chimiques des effets santé potentiels des
polyphénols et caroténoides (biodisponibilité, interaction, pouvoir antioxydant,
oxydation). Un effort particulier est mené sur la syntheése chimique (métabolites

oxydés de caroténoides, formes conjuguées de polyphénols).



Introduction

Introduction

Des études épidémiologiques ont montré qu'un régime alimentaire de type "Méditerranéen" a
des effets bénéfiques sur la santé [1]. Cette alimentation riche en fruits et légumes apporte en
particulier des microconstituants ayant pour effet de diminuer le risque de maladies
dégénératives telles que les maladies cardiovasculaires et les cancers [2]. Ces

microconstituants appartiennent a différentes familles de molécules : les polyphénols, les

vitamines et les caroténoides (figure 1).

[S-carotene (caroténoide)

Figure 1 : trois microconstituants végétaux

Ces microconstituants peuvent jouer un rdle antioxydant et peuvent donc intervenir dans le
processus du stress oxydant en inhibant directement ou indirectement la formation d'especes
oxygénées ou azotées réactives [3]. D'autres mécanismes d'action sont actuellement a I'étude
tels que la modulation de I'expression de genes. Par exemple une de ces molécules est le
lycopene (figure 2), il fait partie intégrante de la famille des caroténoides et constitue le
pigment rouge de la tomate. Son action est reconnue comme étant bénéfique contre le cancer

de la prostate [4].

20' 19' 18' 17

Figure 2 : structure chimique de la molécule de lycopene
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Le lycopene pourrait étre en partie responsable des effets bénéfiques sur la santé qui lui sont
attribués, les molécules issues de son métabolisme pourraient également étre impliquées dans
des mécanismes de protection. Certains métabolites ont pu étre identifiés et caractérisés chez
I'animal [5-6]. Des produits d’oxydation du lycopéne pouvant mimer des métabolites produits
in vivo ont été obtenus in vitro ; le plus fréquemment il s’agit de molécules issues d'une
coupure oxydante d'une ou plusieurs doubles liaisons [7].

Le projet européen "LYCOCARD" (2006-2011) contraction de "LYCOpene" et
"CARDIOvasculaire", a été€ mis en place pour comprendre le rdle physiologique, biochimique
et génétique du lycopene dans la protection contre les maladies cardiovasculaires. Un de ses
objectifs est de produire des potentiels « métabolites », produits d’oxydations du lycopene
appelés apo-lycopénoides ; d'évaluer les propriétés antioxydantes et complexantes de ces
molécules et enfin de tester leurs activités sur des cellules. La premicre stratégie développée
au laboratoire pour obtenir les apo-lycopénals a été de séparer par chromatographie
préparative, les produits d'oxydation obtenus par coupure oxydante de la molécule de
lycopene en présence de KMnOy [7]. Cette stratégie comporte de nombreuses difficultés telles
que le contrdle de 1'oxydation ou encore la séparation des différents fragments générés lors de
celle-ci. La voie de la synthése organique a donc été envisagée pour obtenir des
« métabolites » potentiels du lycopene. Dans le projet quatre grandes familles d'apo-
lycopénoides ont été ciblées en accord avec les partenaires nutritionnistes, biologistes et
physico-chimistes, les apo-11-lycopénoides, les apo-14'-lycopénoides, les apo-12’-
lycopénoides et les apo-10'-lycopénoides (figure 3). Les partenaires du projet européen

pensent qu'il peut s'agir de molécules produites in vivo et biologiquement actives.

)\/\/MR )\/\/K/\/K/\/K/\/R

Apo-11-lycopénoide Apo-14’-lycopénoide

NS \\\\\\\R

R = COOEt (Me)
CHO

CH,OH
N RN xR COOH

Apo-12’-lycopénoide

Apo-10’-lycopénoide

Figure 3 : structure chimique des apo-lycopénoides ciblés
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Apres un rappel sur la structure, la nomenclature et les propriétés des caroténoides dans un
premier chapitre, nous exposerons dans une deuxieme partie, l'importance des produits de
coupure des caroténoides.

Dans le troisieme chapitre, nous présenterons les principales stratégies de syntheése des
caroténoides puis nous nous attarderons sur la voie de synthése des quatre familles d’apo-
lycopénoides ciblées ayant une pertinence biologique et chimique, ainsi que sur leurs
élucidations structurales par résonance magnétique nucléaire.

Dans un quatrieme chapitre nous présenterons les études effectuées sur la capacité
antioxydante de ces molécules via la peroxydation de I’acide linoléique initiée par la
metmyoglobine.

Enfin dans une cinquieme partie nous déterminerons les interactions entre ces composés et
I’albumine du sérum humain, cette derniere étant connue comme transporteur d’acides gras

dans le plasma.



Chapitre 1

Les caroténoides

Dans ce premier chapitre nous présenterons les caroténoides, (définition,
régles de nomenclature etc..) puis nous énoncerons les propriétés physico-
chimiques et biologiques propres a la famille des caroténoides. Enfin

nous présenterons plus spécifiquement la molécule de [ycopéne.



Chapitre I : Les caroténoides

I) Les caroténoides

1.1) Généralités

Caroténoide est un mot dérivé de "Daucus Carota” le nom latin de la carotte dont le [-
carotene fut extrait et isolé, pour la premiere fois, en 1831 par Wackenroder. Le B-carotene
(figure 4) est le représentant le plus connu de cette famille de molécules, et une des plus
répandue dans la nature et dans notre alimentation. Plus de 700 membres de cette famille sont
aujourd’hui connus et la structure chimique de 500 d'entre eux est pleinement élucidée [8].
Les caroténoides sont la plus grande famille de pigments naturels de couleur jaune - orangé a
rouge lorsqu’ils sont a 1’état libre. Ils sont a 1’origine de la coloration jaune et rouge de
nombreux fruits et légumes (carotte, tomate), de champignons, d’algues et bactéries. Les
animaux, pas plus que I’homme, ne sont capables de synthétiser des caroténoides, seules les
plantes et certaines bactéries sont capables de les produirent. La couleur de certains crustacés
(Homard, langouste), de poissons (saumon) ou d’oiseaux (flamant, cardinal) est due a des
caroténoides présents dans leur alimentation. Lorsqu’un caroténoide est associé a une

protéine, la coloration peut étre bleue ou verte.

Figure 4 : structure chimique du [-carotéene

1.2) Structure et nomenclature

1.2.1) Structure

Chimiquement les caroténoides sont des molécules organiques insaturées liposolubles plus ou
moins complexes composées d'atomes de carbone, d'hydrogene et d'oxygene pour certaines

d'entre elles. Ils ont une structure relativement "linéaire" et ont pour point commun la
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présence de plusieurs doubles liaisons conjuguées constituant le chromophore de la molécule.
En effet ce dernier est en partie responsable de leur couleur a 1'état libre. Les caroténoides
sont par définition des tétraterpénoides ayant un enchainement de huit unités isoprénoides
(figure 5) de ce fait ils posseédent un squelette carboné comprenant 40 atomes de carbone. Ces
unités sont renversées au centre de la molécule donnant une relation 1-6 entre les deux
groupements méthyles centraux, alors que les autres méthyles de la molécule ont une relation
1-5. Tous les caroténoides dérivent de cette structure de base acyclique en C4oHs¢ ayant subi
des déshydrogénations, des cyclisations, des oxydations, ou encore une combinaison de ces

processus.

Figure 5 : squelette carboné de base des caroténoides

Les caroténoides peuvent étre classés dans deux sous groupes. Les carotenes étant les
molécules hydrogénocarbonées aliphatiques tels que le B-caroténe (figure 4) et le a-caroteéne

(figure 6). Les xanthophylles étant leurs homologues oxygénés comme la lutéine (figure 6).

lutéine (famille des xanthophylles)

Figure 6 : exemples d'un carotene et d'un xanthophylle
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1.2.2) Nomenclature

L'utilisation des regles IUPAC (International Union of Pure Applied and Chemistry)
classiques de chimie organique devient vite complexe et fastidieuse pour la nomenclature des
caroténoides. Au début des recherches sur les caroténoides, ces derniers portaient des noms
triviaux se référant a leur découverte ou a des caractéristiques de la molécule. C'est ainsi que
le lycopene provient du nom latin de la tomate "solanum lycopersium" quand a la lutéine elle
provient du latin "luteus" signifiant jaune, en référence a sa couleur. De nombreux
caroténoides ont une éthymologie grecque tel que la zéaxanthine que l'ont trouve dans le
mais, "zéa" signifiant sorte de blé et "xantho" pour jaune. Pour rendre plus évidente la
dénomination de ces molécules, en 1971 la premiere nomenclature des caroténoides a été
publiée [9] puis en 1974 elle fiit légerement modifiée et publiée dans Pure and Applied
Chemistry. Cette derniere a été approuvée par [UPAC-IUB (International Union of Pure and
Applied Chemistry- International Union of Biochemistry) [10]. La numérotation des
caroténoides est spécifique a cette famille. La structure générale des caroténoides étant
symétrique le squelette est numéroté de 1 a 15 jusqu'au point de symétrie centrale de la
molécule puis de 15" a 1'. Les groupements méthyles sont numérotés de 16 a 20 et de méme

du coté "prime" (figure 7). Le nom de base de cette structure est "carotene", c'est ce dernier

qui est la base nominative de tous les caroténoides.

Structure terminalel Structure centrale
|

Figure 7 : nomenclature, numérotation du squelette des caroténes

Plusieurs structures terminales existent dans la nature (figure 8). Elles sont acycliques (y)

cyclohexéniques (B et €), cyclopenténique (x), elles peuvent aussi contenir un groupement
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méthyleéne cyclohexane (y) ou encore aryles (¢ et x). Pour les désigner les lettres grecques

nommant chacune des structures terminales sont positionnées devant le nominatif "carotene".

16 17 16 17
17 18 ] R 19 20
2 2 7 11
)\/S\/K/ 6 6 RN A
N R 3 3 R= 9 13
2 4 6 4 518 s 5 18 8 10 12 14
v Y p
16 17 16 16 16 6
CH,R
R 2
) 17 R 17 ] 17 s
6
3 2 6 2 6
4
25> 18 5 3 5 2
18" 34 4 18 3
€ Y [0) K

Figure 8 : nomenclature, structures terminales des caroténoides

Dans le cas ou les deux structures terminales sont identiques la molécule est parfaitement
symétrique comme le y,y-carotéene connu sous le nom de lycopene (figure 9) ou encore le
B,B-carotene simplifié sous le nom de B-caroténe. Si les structures terminales sont différentes
la molécule n'est plus symétrique comme le f,y-carotene appelé aussi plus simplement o-

carotene (figure 9).

b, w-carotene = o-carotene

Figure 9 : structure et nomenclature de deux caroténes

Pour leurs homologues oxygénés, les xanthophylles ; les regles concernant la désignation du
groupe terminal ainsi que la numérotation de la molécule sont identiques. Afin de notifier la

position et la nature de la fonction du groupement oxygéné ou de tout autre modification
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fonctionnelle ou structurale ; les regles générales de chimie organique sont appliquées (figure

10).

1-éthoxy-1,2,7',8'-tétrahydro-y,y-caroténe

Figure 10 : structure et nomenclature de deux xanthophylles

La famille des caroténoides comprend aussi des composés ayant plus de 40 atomes de carbone
tel que le 2-(3-méthylbut-2-ényl)-g,y-carotene (figure 11), mais aussi des caroténoides ayant
perdu des atomes de carbone appelés norcaroténoides tel que le 16,17,16',17'-tétranor-¢,&-
carotene (figure 11). Enfin nous pouvons y ajouter les molécules de cette famille ayant subi
des coupures sur un cycle terminal appelées les séco-caroténoides tel que le 2,3-séco-¢,¢e-

carotene (figure 11).

2,3-seco-¢,e-carotene

Figure 11 : exemples de C45, nor et séco-caroténoides

10
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Faisons un "focus" sur la sous famille des caroténoides qui nous intéresse plus
particulierement dans le cadre de ma these : les apo-caroténoides et notamment les "apo-
lycopénoides". Le préfixe d'origine grecque "Apo" signifie une séparation, un éloignement
d'une partie de la molécule. La rupture peut s'effectuer soit d'un seul c6té de la molécule soit
des deux cotés de la molécule. Le préfixe "apo" ou "diapo" respectivement est précédé du
numéro du carbone concerné, quand au nominatif "carotene" il est agrémenté du suffixe
correspondant a la nouvelle fonction présente sur la molécule comme le montrent les

exemples ci-dessous (figure 12).

2'-apo- p,y-carotene-2'-al

8

(0) \\\\\\\8'0
OH 20'

acide 8,8'"-diapocaroténe-8,8'-dioique
Figure 12 : exemples de apo et diapo caroténoides

D'apres les regles IUPAC les apo-caroténoides doivent posséder les deux méthyles centraux
20 et 20" pour appartenir a cette famille. Il se posait alors un dilemme concernant les
rétinoides tels que le rétinol, le rétinal et l'acide rétinoique (figure 13). Ces molécules
proviennent d'un clivage entre le carbone 15 et 15' de la molécule de B,B-carotene, ils ont
donc un caroténoide comme molécule parent mais ne possedent pas le méthyle 20'. A partir de
1983, I'IUPAC a autorisé la famille des rétinoides comme pouvant bénéficier officiellement

des regles des apo-caroténoides [11].

20 20 20 oH
NN, ) T AN \\\\150
15-apo-f-caroténe-15-al 15-apo-f-caroténe-15-ol Acide 15-apo-f-caroténe-15-oique
Rétinal Rétinol Acide rétinoique

Figure 13 : molécules rétinoides
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Depuis quelques années les études sur le y,y-carotene communément appelé lycopene ainsi
que ses produits d'oxydations se multiplient. Aujourd'hui le monde scientifique qui travaille
sur les caroténoides ne parle plus de y,y-carotene mais de lycopene, et méme "lycopénoides”
pour les molécules ayant une similarité avec le lycopene et d'apo-lycopénoides pour des
fragments oxydés du lycopene (figure 14). Les regles des caroténoides ont alors été
officieusement transposées voire 1égerement modifiées pour les appliquer aux "lycopénoides".
Le terme nominatif devient "lycopene”, le clivage de la molécule est toujours désigné par le
préfixe "Apo" ce dernier est suivi du numéro du carbone concerné. Puis le suffixe désigne la
nouvelle fonction chimique générée sur le fragment du lycopeéne. Cette nouvelle nomenclature
officieuse a été utilisée a plusieurs reprises dans des articles portant aussi bien sur des études

en chimie ou en biologie effectuées sur les lycopénoides [5-7, 12-14].

OH

NS \\\\\\\\10'0

Acide 10"-apo-y-caroténe-10"-oique = acide apo-10'-lycopénoique

14'

N Ve S S S
X OH

14'-apo-y-carotene-14"-ol = apo-14'-lycopénol

11-apo-y-carotene-11-al = apo-11-lycopénal

Figure 14 : exemples d'apo-lycopénoides avec leurs nomenclatures officielle et officieuse.

12
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De nombreux caroténoides ont été identifiés sous plusieurs formes diastéréoisomériques ou
présentant des centres chiraux. Les précisions concernant leurs énantioméries ou

diastéréoisoméries sont notées en premier dans la nomination de la molécule (figure 15)

(2R)-p,p-carotene-2-ol

Figure 15 : exemples d'isomeres de caroténoide

1.3) Biosynthese des caroténoides

Chaque année plus de 100 millions de tonnes d'une grande variété de caroténoides sont
fabriqués dans la nature par les plantes et certaines bactéries. Leurs voies de biosynthese
dérivent de la biosynthese générale des isoprénoides et restent commune jusqu'au niveau du
phytoene (figure 16) pouvant étre considéré comme le premier caroténoide. C'est a ce niveau

que des voies de biosyntheses different pour générer une grande diversité de caroténoides.

Figure 16 : structure du phytoéne

13
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1.3.1) Biosynthése de [isopentényl pyrophosphate (IPP)

Les isoprénoides sont présents chez tous les animaux, leurs biosyntheéses peuvent provenir soit
de la voie de l'acide mévalonique soit de la voie du déoxyxylulose phosphate via l'unité

commune isopentényl pyrophosphate [15] (schéma 1).

o]

@ Q0 o I
)L /C A + H/\OP
s ’MS/COA ACOOH + OH
Voie de l'acide V(/)ie du
mévalonique déoxyxylulose
phosphate
OH

OH
B <4+— O
|-|ooc0</\OH I )\/\opp ” WOP
OH
IPP

Schéma 1 : voies de biosynthese simplifiées de ' isopentényl pyrophosphate (IPP)

La voie de biosyntheése de 1'TPP via I'acide mévalonique a été longtemps considérée comme
ubiquitaire. Depuis quelques années une deuxieme voie de biosynthese via le 1-déoxy-D-
xylulose-5-phosphate a été découverte chez les eubactéries [16]. Cette derniere est considérée
comme une alternative a la voie mévalonate [17]. La voie de la déoxyxylulose phosphate pour
la biosyntheése de 1'IPP est relativement répandue dans la nature [18], elle a été identifiée chez
les algues vertes Scenedesmus obliquus [19], chez la plante supérieure [20] et chez bien

d'autres organismes.

Ces deux voies de biosynthése ne sont pas exclusives car certains organismes ont la
particularité d'utiliser les deux voies pour la biosynthese de I'IPP (tableau 1). En effet les
plantes supérieures utilisent la voie de I'acide mévalonique pour la biosynthese des stérols
cytoplasmiques alors que pour la biosynthese de substances liées aux chloroplastes tels que

les caroténoides, elles utilisent I'IPP provenant de la voie du déoxyxylulose phosphate [20].

14
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Organismes Mévalonate Déoxyxylulose
Bactéries v v
Archaebactéries v

Champignons v

Algues v v
Plantes : compartiment plastidique v
Plantes : compartiment cytosolique v

Protozoaires v v
Animaux v

Tableau 1 : distribution des voies mévalonate et déoxyxylulose pour la biosynthese
d'isoprénoides [18]

1.3.2) De ['IPP au phytoéne

L'isopentenyl pyrophosphate est la molécule clef pour la construction du squelette des
composés polyisoprénoides constituant les caroténoides et d'autres terpénoides. La premiere
étape consiste en l'isomérisation de IPP en diméthyl allyl pyrophosphate (DMAPP) via un
processus enzymatique. La condensation du carbone 1 du DMAPP avec le carbone 4 de 1'IPP
forme le géranyl pyrophosphate (GPP) puis par condensations successives avec un nouvel
élément d'IPP ont obtient respectivement le farnésyl pyrophosphate (FPP) puis le géranyl
géranyl pyrophosphate (GGPP). La condensation de deux unités de GGPP forme le phytoene,

premier tétraterpene précurseur de la famille des caroténoides (schéma 2).
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)\/\
pp )\AOPP N-"orp DMAPP

l PP
)\/\/K/\Opp Géranyl pyrophosphate (GPP)

l IPP
)\MOPP Farnésyl pyrophosphate (FPP)

)\/\)\/\)\/\/K/\OPP Géranyl géranyl pyrophosphate

(GGPP)

Schéma 2 : voie de biosynthese générale des isoprénoides

1.3.3) Désaturation du phytoéne

La voie de biosynthese du phytoene le classe comme étant la premicre molécule de la famille
des caroténoides méme si ce dernier n'est pas coloré. En effet il contient 9 doubles liaisons
mais avec seulement trois conjuguées, ce qui fait de lui une molécule incolore absorbant a 285
nm [21]. L'apparition des couleurs va se faire via des réactions de désaturations enzymatiques
successives qui vont permettre 1'élongation du chromophore. Une premiere désaturation va
former le phytofluene. La deuxiéme désaturation est fonction des organismes, elle formera
soit le 7,8,11,12-tétrahydrolycopeéne ou le (-caroténe qui constitue la premiere molécule
colorée de la famille des caroténoides. Puis successivement le neurosporeéne et enfin le

lycopene (schéma 3).
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Phytoene
N N N NN N N Y
N X SN T N N N Phytofluene
MM/WY \
7,8,11,12-tétrahydrolycopéne
N X SR NFON T U GE N
(-caroténe
X SR NFON T Yo YU NN N N
l Neurosporene
NS N S YN SN S SN N X X
Lycopene

Schéma 3 : désaturations successives du phytoéne

1.3.4) Les caroténoides : Diversité via un processus enzymatique

Il serait fastidieux de décrire toutes les voies enzymatiques permettant 1'obtention des 700
caroténoides répertoriés. Nous prendrons un exemple pour illustrer I'intervention enzymatique
sur la diversité des caroténoides. Une partie des caroténoides est obtenue via la cyclisation
enzymatique de la chaine terminale de la molécule de lycopeéne. Le B,y-caroténe est obtenu
par intervention de la B-cyclase sur le lycopeéne, une deuxiéme cyclisation produit le [3,-
carotene. Le B,B-caroténe étant le précurseur de certain xanthophylles tels que la z€axanthine,
la violaxanthine ou encore la néoxanthine, ces derniers sont formés par l'intervention
d'enzymes d'oxydation spécifiques. D'apres les mémes considérations le g,y-carotene est

obtenu par cyclisation du lycopene via l'enzyme lycopene € cyclase puis une nouvelle
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cyclisation par cette méme enzyme produit le g,e-caroteéne. L'action d'enzymes oxydantes

conduit a la lactuaxanthine (schéma 4).

lycopene [ cyclase

w,w-carotene = lycopene
lycopéne ¢ cyclase l l

& y-caroténe lycopéne B cyclase P y-carotene

lycopene ¢ cyclase lycopeéne f cyclase

g e-carotene

WOH

\/ HO lutéine \/

OH

WOH

lactucaxanthine zéaxanthine

Légende : bleu : enzymes, rouge : carotenes, vert : xanthophylles

Schéma 4 : diversité des caroténoides par voie enzymatique
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1.4) Propriétés des caroténoides

Les caroténoides sont des pigments naturels présent chez de nombreuses plantes et
organismes. La structure moléculaire de ces derniers joue un réle important quant a leurs

propriétés chimiques, physico-chimiques mais aussi biologiques.

1.4.1) Leurs couleurs

Les caroténoides sont des molécules pour la plupart naturellement colorées. Cette propriété
est due a leurs structures moléculaires, en effet ils posseédent plusieurs doubles liaisons

conjuguées constituant le chromophore de la molécule (figure 17).

N S A A

Figure 17 : chromophore commun de nombreux caroténoides

En effet le chromophore porté par les caroténoides est un enchainement de carbones hybridés
Cspz; ces derniers formant des doubles liaisons conjuguées avec des électrons m fortement
délocalisés qui nécessitent une énergie correspondant au domaine du visible pour transiter de
l'orbitale moléculaire haute occupée (HOMO) du systeme = vers l'orbitale moléculaire vide
de basse énergie (LUMO) considéré comme I'état excité m*. Lors de la désexcitation une
couleur intense jaune, orangé ou rouge est émise. En effet l'enchainement des liaisons =«
diminue 1'écart énergétique entre 1'orbitale moléculaire de basse énergie vide (m) et la haute
occupée (n*) (figure 18) de la molécule. C'est ainsi que 1'écart énergétique diminue de 2,14
eV entre le systeme éthylene et butadiene et de 1,08 eV entre le butadiene et le systeme
hexatriene. La simulation de calcul de la longueur d'onde de ces systeémes nous montre une

augmentation du Ay, (nm) avec l'augmentation de la conjugaison (figure 18).
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A
7-[*
o
TT L
n —
T -
/////,,,,8, 8‘,\\\\\\\\
Orbitales éthylene 1,3-butadieéne 1,3,5-hexatriene
moléculaires
E(HOMO) / eV -10.64 -9.47 -8.90
E(LUMO) / eV 1.23 0.26 -0.25
Amax / DM 204.7 (0.23%) 243.3 (0.86%) 282.9 (1.20%)

* force de 1’oscillateur (mesure de I’intensité de la bande d’absorption)

Figure 18 : diagrammes des orbitales moléculaires d'un systeme m en fonction de sa
conjugaison et leurs valeurs associées en eV

La longueur d'onde d'absorption des caroténoides est aussi fonction des groupements
terminaux li€s au chromophore. En effet ces derniers ont un effet bathochrome (A;>\;) ou
hypsochrome (A,<A;) important sur l'absorption et par conséquent sur la couleur émise par les
caroténoides. A titre d'exemple le B-carotene absorbe a 450 nm (hexane), le lycopene a 470
nm (hexane), le 2'-apo-B-caroténol a 473 nm (EtOH) et 2'-apo-f-caroténal a 498 nm (EtOH).
Les caroténoides ayant plus de 40 atomes de carbone peuvent absorber jusqu'a 528 nm dans le

cas de 2,2'-dikétospirilloxanthine (hexane).

Les caroténoides, via leurs structures, ont des propriétés de colorant naturel, c'est ainsi qu'ils
se trouvent dans de nombreux fruits et légumes (tableau 2) [22] ayant des rdles multiples
pouvant intervenir dans un processus de protection ou de régulation de la plante, mais aussi

d'attirance pour favoriser la pollinisation.
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Caroténoides Sources

Lycopene Tomate, Pasteque, Papaye....

B-Carotene Carotte, Abricot, Mangue, Poivron rouge, Epinard, Brocoli....
o-Carotene Carotte, Poivron jaune, Blé, Courge....

Lutéine et zéaxanthine | Epinard, Brocoli, Petit pois, Chou de Bruxelle....

B-Cryptoxanthine Avocat, Orange, Papaye, Poivre, Fruit de la passion....

Tableau 2 : distribution de caroténoides dans l'alimentation

1.4.2) Protection contre les dommages oxydatifs

1.4.2.1) Chez la plante : piégeage de loxygéne singulet
Chez la plante les caroténoides interviennent entre autre dans le processus de la photosynthese
en tant que molécules photo-protectrices. En effet la lumiere est un élément essentiel au
processus de la photosyntheése mais cette derniere associée a I'oxygene peut avoir des effets
néfastes par formation d'oxygene singulet treés réactif qui pourrait causer des dommages
cellulaires (eq 1-3). Les caroténoides présents dans la plante sont capables via leurs
polyconjugaisons d'accumuler une quantité importante d'énergie lumineuse et donc de jouer
un role de filtre lumineux protégeant la plante. Plusieurs processus peuvent dissiper 1'énergie
lumineuse. Ils peuvent récupérer 1'excédant énergétique de la chlorophylle (eq 4) ou encore
intervenir physiquement lors d'un "quenching physique" pour transférer I'oxygene d'un état
excité singulet a son état fondamental triplet (eq 5). Enfin la forme excitée du caroténoide
peut revenir a son état fondamental en dissipant de la chaleur (eq 6). Les différents processus

sont décrits ci dessous.

Chl + hv > 'Chl* (1)
'Chl* > 3Chl* )
3Chl* +°0, >'0, + Chl (3)
3Chl* + Car >Chl + *Car* 4)
Car +'0, > *Car* +°0, (5)
3Car* >Car+ A (6)
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1.4.2.2) Chez ['homme : 16le antioxydant ?

Les fruits et légumes sont la premiere source d'approvisionnement en microconstituants
caroténoides pour I'homme. Sur les quelques 700 caroténoides répertorié€s, seul une centaine
se trouve dans notre alimentation et seul une dizaine a été détectée dans le plasma et les tissus
humains. Des études menées sur des personnes ayant une consommation réguliere en fruits et
légumes ont permis de déterminer une concentration moyenne de certain caroténoides dans le

plasma [23] (tableau 3).

Caroténoides Concentration plasmatique (umol/L)
o-Caroteéne 0,14
B-Carotene 0,44
B-Cryptoxanthine 0,29
Lycopene 0,73
Lutéine 0,41
Zéaxanthine 0,009

Tableau 3 : concentration plasmatique moyenne de quelques caroténoides dans le plasma
humain

Les caroténoides présents dans l'organisme peuvent agir en tant qu'antioxydant via leurs
chaines polyconjuguées sensibles a I'oxydation [24]. Des études in vitro ont montré que les
caroténoides sont des molécules antioxydantes pouvant piéger des radicaux [25-26]. Les
especes oxygénées réactives (EOR) libres peuvent étre générées de multiples facons dans les
cellules et tissus. Un exemple, les lipides insaturés peuvent former des radicaux péroxyles.
Ces derniers peuvent étre neutralisés par des molécules antioxydantes telles que les
caroténoides [27]. Cette propriété antioxydante se manifeste par formation d'adduits entre le
caroténoide et le radical péroxyle (eq 7), par arrachement d'hydrogene sur le caroténoide (eq
8) ou encore par transfert d'électron entre le caroténoide et la radical peroxyle pour former des
radicaux cations dérivés stables (eq 9), ces derniers ne pouvant a priori plus réagir avec

d'autres molécules biologiques.

Car + ROO° - °Car-OOR (7)
Car + ROO° - Car® + ROOH ()
Car + ROO° > Car® "+ ROO" )

22



Chapitre I : Les caroténoides

Le role antioxydant des caroténoides in vivo fait actuellement objet de contreverses. En effet
les concentrations plasmatiques seraient trop faibles pour justifier d'une activité antioxydante
apres absorption des caroténoides. Notre équipe a proposé que l'action antioxydante des

caroténoides pourrait s'exercer avant absorption, i.e dans le tractus digestif [28].

D'autres études ont montré que les caroténoides pourraient avoir un role prooxydant en
présence d'une pression partielle en O, élevée [29] ou d'autres radicaux pouvant provenir par
exemple de la fumée de cigarette [30]. En effet un équilibre peut s'instaurer entre °Car-OOR
et le dioxygeéne pour former °OOCar-OOR (eq 10). De la méme maniere l'oxygene peut
réagir avec les radicaux caroténoides et lipidiques induisant 1'auto-oxydation de Car® et L°

(eq 11-12). Ces especes (°OOCar-OOR, CarOO°, LOO°®) acquierent donc des propriétés

oxydantes.

°OO0R-Car + O, =2 °O0Car-OOR (10)
Car® + O, =2 CarOO° (11)
L° + O, 2 LOO° (12)

1.4.3) Effet santé des caroténoides

Un effet santé des caroténoides a ét€ démontré, de nombreuses études épidémiologiques ont
montré une relation entre une consommation réguliere en caroténoides et la diminution d'un
certain nombre de maladies [31-33]. Les -caroténoides en synergie avec d'autres
micronutriments interviendraient dans de nombreux processus biologiques permettant la
réduction de maladies, notamment les cancers dont les plus importants sont les poumons, la

gorge, le colorectal et de la prostate.

En effet des études in vitro ont montré que les caroténoides inhiberaient la prolifération
cellulaire de cellules cancéreuses, interviendraient dans la communication intercellulaire et
pourraient jouer un rdle dans la modulation de l'expression de certains génes. Tous ces

facteurs auraient un effet protecteur contre la cardiogenese [32].
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Les caroténoides peuvent aussi jouer un role dans la prévention des maladies de la vision. De
nombreuses études indiquent que la lutéine et la zéaxanthine interviendraient dans la santé de
l'oeil. Ces deux xantophylles sont particuliecrement concentrés dans la partie centrale de 1'oeil
de la rétine appelée macula lutéa et forment une couche protectrice qui absorbe la lumiere
bleue. Une absorption réguliere de ces deux caroténoides via une consommation en épinard et
mais diminuerait le risque de maladie maculaire liée a 'age communément connue sous le

nom de DMLA, voir aussi de la cataracte [34].

Le schéma 5 synthétise bricvement et simplement le role des caroténoides dans la prévention

des maladies.

ACTION BIOLOGIQUE

Provitaminique A Fonction antioxydante

Régulation de gene

Communication
intercellulaire

Cancer

Cataracte

Maladie
cardiovasculaire

PREVENTION DES MALADIES

Schéma 5 : action biologique des caroténoides pour la prévention des maladies
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1.4.4) Focus sur le [ycopéne

1.4.4.1) Structure

Le lycopeéne ou w,y-carotene est une molécule hydrogénocarbonée aliphatique ayant pour
formule brute C40Hse. Elle a une structure linéaire liée a ses 13 insaturations, parmi lesquelles
11 doubles liaisons sont conjuguées et lui confere une absorption a 470 nm (éther de pétrole)
correspondant a la couleur complémentaire rouge. Le lycopene tout (E) dont la structure est
thermodynamiquement la plus stable est une molécule parfaitement symétrique en son centre.
Les doubles liaisons peuvent s'isomériser via un apport énergétique ou lumineux, mais aussi
via un processus enzymatique ou une réaction chimique. Les isomeres les plus courants du

lycopene sont le (52), (92), (13Z2) et (15Z)-1ycopene (figure 19).

Figure 19 : lycopene tout (E) et ses positions les plus fréquemment isomérisées

1.4.4.2) Sources de [ycopéne

Les sources de lycopene sont diverses (tableau 4) [35], la plus connue étant la tomate, en
fonction des cultivars et des conditions de culture sa concentration peut varier de 2,1 mg/100g
fruit frais @ 7,3 Mg/100g. Les procédés industriels pour la préparation des produits transformés a
base de tomate augmente la concentration en lycopene de ces préparations comparativement
au fruit de tomate. Mais le lycopene est aussi présent dans la papaye et la pasteque dans des
concentrations similaires a la tomate fraiche. Malgré un écart important entre les différentes
études, la meilleure source de lycopene provient d'un fruit vietnamien appelé le "gac", elle a

été évaluée entre 26,8 et 305,4 mg/100g fruit frais-

Fruit Concentration en lycopene (mg/100g ¢yt frais)

Tomate fraiche 2,1-7.3

Tomate transformée | 3,0-55,5

Papaye 1,7-3,1
Pasteque 7,6
Gac 26,8-305.,4

Tableau 4 : sources et concentrations en lycopene
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1.4.4.3) Effet santé du lycopéne

Des études épidémiologiques montrent une relation entre une consommation en produit de
tomate et la diminution du risque de maladies chroniques [28-31]. Le lycopéne interviendrait
dans la prévention de nombreux cancers tels que la gorge, le foie, les ovaires et la prostate, ce
dernier étant le plus étudié [4]. I interviendrait aussi dans la prévention des maladies
cardiovasculaires [36-37]. En effet le lycopene est le caroténoide commun se trouvant en plus
grande concentration dans le plasma et les tissus humains, sa forme circulante est
majoritairement constituée d'isomeres Z [38]. La nature lipophile du lycopene lui permet de
s'associer aux lipoprotéines de basse densité (LDL), on le retrouve aussi au niveau des
cellules grasses appelées adipocytes, des cellules du foie, des testicules et de la prostate. Les
effets préventifs s'expliqueraient par une action du lycopene sur la modulation de 1'expression
de certains geénes mais aussi par sa propriété antioxydante. Le schéma 6 synthétise bri¢vement

et simplement le réle du lycopene dans la prévention des maladies chroniques.

1 Potentiel antioxydant

Lycopene présent dans
les fruits, les 1égumes et 1 Dommages
les produits transformés oxydant sur les

lipides, protéines

et 'ADN
Absorption de
Iycopene via le Espéce
fepas 1 Oxygénées
/ Réactives \
v
Biodisponibilité Lycopeéne dans les tissus
T Bioabsorption ’ f 1 Stress oxydatif
Communication
intercellulaire
v

Meétabolisme de la
cardiogénese —> Risque de

‘ maladies
Voie métabolique chroniques
Modulations génétiques

Schéma 6 : role du lycopeéne dans la prévention des maladies chroniques
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Chapitre 2

Les produits d oxydation
des caroténoides

Dans ce deuxieme chapitre nous nous attarderons sur [obtention des
produits d oxydation des caroténoides, notamment dans les systémes
biochimiques, par autoxydation, par oxydation chimique, ainsi que la
présentation de ceux présents dans [alimentation. Enfin nous
consacrerons umne partie du chapitre a la présentation des apo-
[ycopénoides ciblés pour la syntheése organique et nos études physico-

chimiques.
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IT) Produits 'd'oxydation” des caroténoides

N

Les molécules formées a partir des caroténoides peuvent étre des produits d'oxydations
"classiques" c'est-a-dire des molécules provenant d'un caroténoide et ayant additionné un ou
plusieurs atomes d'oxygenes, par exemple les époxy-lycopenes. Nous pouvons aussi
considérer comme produits d'oxydation de caroténoides toutes les molécules provenant a
l'origine d'un caroténoide ayant perdu au moins un atome de carbone sur sa chaine et cette
derniere s'étant oxydée (exemples figure 20) comme faisant partie intégrante de la famille des
produits dérivés de caroténoides, on les retrouvent sous plusieurs dénominations telles que
produits de dégradation de caroténoides [15], produits de décomposition de caroténoides [39],
produits d'oxydation de caroténoides, produits d'oxydation et de dégradation de caroténoides
[39], produits de coupure oxydante de caroténoides [40], produits issus de clivage oxydant de
caroténoides, apo-caroténoides, et lycopénoides [14]. Ces molécules peuvent étre produites
dans la nature par voie biochimique, par autoxydation de caroténoides, par voie chimique ou

encore lors de procédés de transformation industrielle.

OH
NS N G S S S A

Acide apo-10'-lycopénoique

HO X AN

10,10'-diapocarotene-10,10'-diol

Figure 20 : produits naturels issus de coupures oxydantes de caroténoides
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2.1) Dans la nature et les systémes biochimiques.

Dans la nature, une centaine de produits d'oxydation des caroténoides a été répertoriée, dont
88 sont pleinement caractérisés [8]. Les rétinoides tels que l'acide rétinoique, le rétinal ou
encore le rétinol (vitamine A) sont issus d'une coupure oxydante de caroténoides
provitaminiques, tels que le B-caroténe ou la B-cryptoxanthine, cette coupure se produit dans
l'organisme humain via un processus enzymatique. Leurs mécanismes de formation sont
encore controversés avec deux hypotheses basées sur un clivage central ou excentrique de ces

molécules.

Des études ont montré que la coupure excentrique du -caroténe produit des apo-caroténals et
quelque fois l'acide rétinoique en fonction du systeme biochimique [41-44]. C'est récemment
que l'enzyme responsable de ce clivage a été identifiée. La premiere enzyme effectuant des
clivages centraux (CMO 1) a été extraite de différents organismes et partiellement purifiée

[41-44]. Elle a été caractérisée comme étant une enzyme de type monooxygénase [45].

Concernant l'enzyme clivant excentriquement, le B-caroténe est coupé entre le carbone 9' et
10" produisant 1'apo-10'-caroténal [46]. Une enzyme similaire a été identifiée chez le furet,
bon modele de métabolisation des caroténoides chez 'homme, des études menées in vitro ont
démontré que cette enzyme coupe le B-carotene mais aussi le (52) et (13Z)-lycopene au
niveau de la double liaison 9'-10" [5] pour générer les apo-caroténals et apo-lycopénals
correspondants. L'apo-10'-lycopénol a été détecté dans les tissus des poumons du furet [10,
47], les auteurs supposent qu'il pourrait provenir du clivage du lycopene par la CMO 11
produisant I'apo-10'-lycopénal, ce dernier n'ayant pas été détecté mais par la présence de
NAD" et NADH géneérerait I'apo-10'-lycopénol et l'acide apo-10'-lycopénoique non identifié

mais aussi fortement supposé.

Par la suite et pour la premiere fois les produits d'oxydation apo-8'-lycopénal et apo-12'-
lycopénal ont été identifiés in vivo chez le rat [6]. Toutes ces découvertes sur la formation
biosynthétique des apo-caroténals ainsi que la découverte d'une enzyme clivant
asymétriquement les caroténoides ont généré un engouement sur I'étude des produits

d'oxydation des caroténoides et leurs roles in vivo.
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Par ailleurs, il est connu que les apo-caroténoides présents chez la plante ont un réle de
médiateur bioactif. Ces composés interviendraient au niveau de la pollinisation, des
interactions allélopathiques mais aussi sur le systeme de défense et d'architecture de la plante
[47]. Par exemple l'acide abscissique, métabolite provenant du clivage de la double liaison
11'-12' de la (9'Z)-néoxanthine est essentiel chez la plante. De nombreux autres apo-
caroténoides plus volatils comprenant 9 ou 13 atomes de carbone ont été identifiés dans les
fruits, le vin ou encore le tabac. Beaucoup d'entre eux sont des composés ayant des propriétés

odorantes et sont fréquemment utilisés comme ardme naturel commercial.

2.2) Produits par autoxydation

L'autoxydation a été définie comme "une oxydation spontanée a l'air d'une substance, sans
agent catalyseur” [48]. L'état triplet de I'oxygene moléculaire nous entourant et I'état singulet
de la majorité des biomolécules rend impossible la réaction entre ces deux derniers.
Cependant une autoxydation se produit au cours du temps, diie a une réaction lente entre la
molécule organique et I'oxygene de 1'air. En effet la longue polyconjugaison des caroténoides
ainsi que la probable présence de traces d'ions métalliques, lumiere ou chaleur favoriseraient

ce processus d'autoxydation.

2.2.1) Autoxydation dans les systémes organiques

Plusieurs études ont été menées via des réactions chimiques non radicalaires sans catalyseurs
métalliques dans des solvants organiques sous flux d'oxygene afin de comprendre le

mécanisme de formation de ces produits d'autoxydation.

Les premieres études ont été menées sur le B-carotene a 60°C dans le toluene en présence
d'oxygene [49]. Les produits issus de la réaction ont été identifiés comme étant probablement
5,6- et 5,8-époxydes, 5,6 ; 5.6"- et 5,8 ; 5',8'-diépoxydes du B-carotene ainsi que d'autres
produits carbonylés qui n’ont pas été identifiés. Les auteurs ont déduit que les doubles liaisons
intracycliques 5,6 et 5',6' sont les premieres a s'oxyder en présence d'oxygene sachant qu'elles

sont les plus riches en électrons sur la molécule. Ils ont aussi déduit des résultats

29



Chapitre I1 : Produits d'oxydation

expérimentaux une cinétique réactionnelle d'ordre zéro avec une énergie d'activation de 10,2
kcal/mol. A partir de ces données ils ont conclu a la formation "d'un complexe intermédiaire
entre le B-caroténe et I'oxygene ayant un "caractere radicalaire". Plus de 20 ans plus tard des
expériences similaires ont été reproduites (B-carotene, toluene, 60°C, oxygene, 120 min) [50],
les analyses par CLHP-SM ont permis d'identifier le 5,6-époxyde du B-caroténe et des apo-

caroténals.

Puis de nouvelles expériences a température plus basse mais avec un temps de réaction plus
long (B-caroteéne, benzéne ou dichlorométhane, 30°C, oxygene, obscurité, 48 et 77 heures)
[51] ont permis d'identifier les mono- et di-époxydes du B-carotene comme précédemment
détectés, ainsi que des isomeres (Z), des apo-caroténals de différentes longueurs de chaine,
des molécules courtes volatiles et des composés oligomériques non identifiés auparavant. Les
auteurs expliquent la formation de ces composés via un processus "semi-radicalaire" par
lequel l'initiation de la réaction produirait un diradical du B-carotene. Des études
complémentaires confirment la formation des mémes produits d'oxydation mais s'appuient sur

des modeles différents tels que des modeles cinétique [52] ou radicalaire [53].

2.2.2) Autoxydation dans les systémes aqueux

Des études d'autoxydation ont été menées dans des systemes aqueux sur plusieurs
caroténoides [54]. Les caroténoides sont absorbés sur une phase solide greffée C-18 et
exposés a un flux continu d'eau saturée en oxygene ou en ozone a 30°C. Les produits de la
réaction sont principalement des isomeres (9Z), (132) et di-(Z), des produits issus du clivage
oxydatif tels que le B-apo-13-caroténone et le B-apo-14'-caroténal, mais aussi du 5,8- époxyde
et 5,8-endoperoxyde du B-carotene. REcemment I'autoxydation du B-caroténe dans un modele
aqueux en présence de lumiere pendant 30 jours a montré la formation d'isomere (Z), des
produits hydroxylés en position 4 et époxydés en position 5,6 ; 5',6'; 5,8 et 5',8' mais aussi des

apo-8', -10', -12', -14" et -15'-caroténals [55].
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2.2.3) Autoxydation dans les systémes micellaires

Dans un systeme micellaire, 1'autoxydation du lycopene a 37°C pendant 72 heures génere 8
produits  d'oxydation  3,7,11-triméthyl-2,4,6,10-dodécapentaen-1-al,  6,10,14,triméthyl-
3,5,7,9,13-pentadécapentaen-2-one, l'acyclorétinal, 1'apo-14'-lycopénal, l'apo-12'-lycopénal,
I'apo-10'-lycopénal, I'apo-8'-lycopénal et 1'apo-6'-lycopénal [56].

2.2.4) Autoxydation dans les systémes liposomiaux

D'autres équipes ont étudié 1'autoxydation des caroténoides dans une suspension lyposomiale,
cette dernicre pourrait mimer l'environnement des caroténoides in vivo [56-58]. La stabilité
des caroténoides a I'oxydation a température ambiante a été étudiée dans des microsomes de
foie de cochon [59]. Cette derniere a révélée une plus grande stabilité des xanthophylles
comparativement aux carotenes tels que le lycopene et B-carotene. En effet des études
préalables montraient un effet protecteur des lipides ou d'autres antioxydants tel que I’a-

tocophérol sur l'autoxydation des caroténoides [61-63].

2.2.5) Autoxydation dans les systémes cellulaires

L'autoxydation des caroténoides dans des cellules est trés probable sur une période de
plusieurs heures. L'apo-4'-lycopénal a été produit via des études cellulaires sur CACO-2 en
présence de 3,4-didéhydrolycopene [60].

L'autoxydation de la canthaxanthine dans une culture cellulaire produit le tout-(E)-4-
oxorétinoique et de 1'acide (13Z)-4-oxorétinoique, deux produits d'oxydation intervenant dans

la communication cellulaire [61].
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2.2.6) Autoxydation chez ['homme

L'interaction des caroténoides avec la fumée de cigarette a été étudiée depuis la publication
des résultats de deux études épidémiologiques : ATBC (alpha-tocopherol and B-carotene for
cancer prevention) [62] et CARET (B-carotene and retinol efficacy trial) [63]. En effet le 3-
caroténe promouvrait la carcinogenese du poumon chez les fumeurs par un effet prooxydant.
L'autoxydation du B-caroténe en présence de fumée de cigarette a été étudiée dans un modele
chimique et montrerait la formation de 4-nitro-B-caroténe comme espece prooxydante, mais il

se formerait aussi des apo-caroténals et des époxydes du B-carotene [64].

2.3) Produits par oxydation chimique

Les produits d'oxydation de caroténoides ont été €élaborés par voie chimique des 1950 pour
aider a I'élucidation structurale de molécules caroténoides [65]. En effet la structure du
caroténoide parent peut €tre déduite des produits d'oxydation issus de ce dernier. Les
fragments sont obtenus par clivage oxydant du caroténoide en présence de permanganate de
potassium en milieu alcalin ou d'acide chromique ou encore en pratiquant une ozonolyse qui
produit de plus gros fragments [65]. Pour complémenter 1'élucidation structurale, 1'oxydation
du caroténoide par le dioxyde de manganese permet de confirmer la présence d'alcool
primaire ou secondaire sur la structure par formation d'un aldéhyde ou d’une cétone a,3

insaturée caractérisé par un effet bathochrome sur le spectre UV-Vis initial [66].

2.3.1) Viia l'oxygeéne singulet

Les caroténoides sont connus pour intervenir au niveau de tissus photosynthétiques et
inactiver l'oxygene singulet moléculaire via un «quenching chimique ». L'utilisation
d'oxygene singulet est une voie de production de produits d'oxydation de caroténoides.
L'utilisation d'un photosensibilisateur tel que le rose de Bengale en présence d'oxygene triplet

sous illumination d'une lampe halogéne a quartz permet de générer de I'oxygene singulet
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réactif. Ce systeme en présence de P-carotene produit des produits de coupure apo-

caroténoides, la B-ionone et le 5,8-endoperoxyde du B-carotene [67].

2.3.2) Via ozonolyse

L'ozonolyse des caroténoides a été employée pour cibler des produits de coupure pour des
tests biologiques. Dans le cas du lycopene, le tout-(E)-4-méthyl-8-0x0-2,4,6-nonatriénal a été
produit via cette méthode, il est issu d'une double coupure oxydante de la molécule de
lycopéne. Les tests biologiques ont montré une activité de ce produit sur l'induction de

I'apoptose dans les cellules HL-60 [68].

2.3.3) Via tétroxyde d'osmium/peroxyde d’hydrogene

Le tétroxyde d'osmium et le péroxyde d'hydrogéne ont d'abord été utilisés pour effectuer des
clivages oxydants sur le B-carotene [69]. Plus tard cette méthode a été transposée sur le
lycopéne pour obtenir l'analogue acyclique du rétinal appelé apo-15-lycopénal ou
acyclorétinal, cette molécule présentant un potentiel intérét biologique. L'acide
acyclorétinoique et de 1'acyclorétinol sont obtenus respectivement par oxydation et réduction
de la fonction aldéhyde [70]. Cette méthode ne produit pas quantitativement 1’acyclorétinal,
mais aussi plusieurs autres produits d'oxydation tel que le 2,7,11-triméthyltétradécahexaene-

1,14-dial ayant des propriétés stimulantes sur la communication cellulaire [71].

2.3.4) Via le permanganate de potassium

L'oxydation du p-carotene avec le permanganate de potassium dans un mélange
dichlorométhane/eau n'est pas quantitative et produit les apo-8'- et 15- lycopénals, la semi-f3-
caroténone, des mono époxydes et 'hydroxy-p-carotene-5,8-époxyde [55]. Afin de pallier aux
problemes de solubilité, un protocole d'oxydation en milieu biphasique a été développé dans
notre laboratoire et appliqué sur le lycopene [7]. Le bromure de cétyltriméthylammonium a
été utilis€ comme agent de transfert de phase pour favoriser le contact entre 1'oxydant

hydrophile et le lycopene lipophile dissous dans le dichlorométhane/toluene (1/1, v/v).
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L'analyse du milieu réactionnel révele la formation d'apo-lycopénals et lycopénones issus du
mono clivage oxydant du lycopene et de diapo-carotenedials provenant d'un double clivage
oxydant (figure 21). Aucun acide apo-lycopénoique n'a été détecté ce qui prouve que les

conditions expérimentales ne produisent pas de suroxydation dans le milieu réactionnel.

N AN 0 T e N
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Figure 21 : produits d'oxydation du lycopene via l'oxydation du lycopeéne par KMnQ.,, apo-
lycopénones et apo-lycopénals (colonne de gauche), diapo-carotenedials (colonne de droite)

[7]

Le permanganate de potassium est un réactif versatile car il peut réagir avec des doubles
liaisons carbone-carbone par différents mécanismes et produire différents composés
d'oxydation [72]. Dans nos conditions et celles utilisées par Rodriguez [55] l'utilisation de

permanganate de potassium comme oxydant des doubles liaisons produit uniquement des apo-
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caroténoides sans suroxydation. L'étape initiale serait une addition électrophyle [3+2] du
permanganate de potassium sur la liaison m pour former un cycle hypomanganate d'ester
Mn(V) (schéma 7). Un transfert électronique pourrait former un cycle manganate d'ester
Mn(VI) a un degré d'oxydation supérieur, lequel se réarrangerait puis se fragmenterait pour

générer des produits de clivage comportant chacun la fonction carbonyle.

H H
R, H R4 O\ o R4 \9\ o H H
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Schema 7 : mécanisme probable d'oxydation de liaison © par KMnQOy

2.3.5) Via les métalloporphyrines

Le clivage oxydant du B-carotene par le tert-butylhydroperoxyde en présence catalytique de
la porphyrine de ruthénium liée a la cyclodextrine a été décrit comme particulierement
régiosélectif de la position 15-15' [73]. Simultanément notre équipe utilisait la porphyrine de
ruthénium en présence d'oxygene moléculaire pour l'oxydation de caroténoides, plus
particulierement sur le clivage oxydant excentrique du B-caroténe [74] ainsi que celui du
lycopene [7]. Lors de ces études plusieurs produits ont été identifiés par CLHP-DAD-SM au
cours du temps. Jusqu'a 24 heures de réaction on observe la présence des isomeres (97, 13Z et
157) du lycopene, des époxydes, des apo-lycopénals et des apo-lycopénones. Apres 24 heures
les isomeres disparaissent alors que les produits d'oxydation apo-lycopénoides et époxydes

continuent a évoluer jusqu'a 96 heures de réaction.

De plus les études menées par Groves [75] sur l'oxydation des doubles liaisons par une
quantité catalytique de métalloporphyrine montrent une réactivité dix fois supérieure des
isomeres (Z) comparativement aux isomeres (E) vis a vis de la métalloporphyrine. Toutes ces
données conduisant a penser que les isomeres (Z) se formeraient dans un premier temps, puis

seraient oxydés en époxyde, et ces derniers se décomposeraient pour former les apo-
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lycopénals qui pourraient se décomposer via la méme séquence en apo-lycopénals plus courts

(schéma 8).
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Schéma 8 : mécanisme probable de l'oxydation du lycopéne par O catalysée par la
tétraphényl porphyrine de ruthénium([75]

Un autre systeme catalytique faisant intervenir la tétramésitylporphyrine, une porphyrine
stériquement plus encombrée a été étudié pour l'oxydation du B-caroteéne par de l'oxygene

moléculaire [74]. Cette derniere a été utilisée afin de ralentir la cinétique de réaction et tenter
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de caractériser plus de composés intermédiaires. En effet dans un premier temps il se forme
majoritairement des isomeres (Z). Apres six heures le mélange devient plus complexe, mais
on peut identifier sur un chromatogramme trois grandes familles, les isomeres du B-carotene,

les apo-caroténals, et les époxydes du B-carotene (figure 22).

100+
(E)-B-caroteéne
%_
-7 min
0.00 1000 : 20.00 .00 I 4000
Apo-caroténals Epoxydes du : :
p-carotene (2) Isomeres (Z)

et (E) du B-caroténe

Figure 22 : chromatogramme a 450 nm a t = 6 h de l'oxydation du p-caroténe par O
catalysée par la mésitylporphyrine de ruthénium [74]

Apres 24 heures le B-caroténe a totalement disparu mais le processus d'oxydation continue
pour former des apo-caroténals ainsi que des époxydes d'apo-caroténals notamment des
époxydes en positon 5,6 ; ces derniers peuvent s'isomériser pour former une fonction
furanoxyde en position 5,8. Les époxydes et furanoxydes d'apo-lycopénals n'ont jamais été
détectés [7]. Les auteurs ont émis I'hypotheése que le B-carotene s'isomérise puis s'oxyde et se
clive pour former des apo-caroténals, ce processus peut se répéter pour former d'autres

produits d'oxydation (schéma 9).
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Processus
d’oxydation = P

Schéma 9 : mécanisme probable de l'oxydation du B-caroténe par O, catalysée par la
tétramésityl porphyrine de ruthénium (les liaisons en pointillé indiquent que la longeur de la
chaine carbonée peut varier) [74]

2.4) Dans [aliment : produits durant un procédé agro-industriel

Les traitements thermiques utilisés durant les procédés agro-industriels sont les causes
principales affectant 1'intégrité structurale des caroténoides. Les traitements thermiques
produisent des produits de clivage oxydant mais aussi des produits d'oxydation sans clivage
de la structure des caroténoides. Ces derniers peuvent étre des époxydes le plus souvent en
position 5,6 et 5',6' car il s'agit de la double liaison la plus riche en électron, des furanoxydes
en position 5,8 et 5'.8' de caroténoides ont aussi été identifiés. Ils proviennent du
réarrangement d'un caroténoide époxydé, ce dernier étant initialement présent dans le milieu

[76] ou issu de I'oxydation de caroténoides durant le procédé [77].
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Le traitement thermique géneére aussi des produits de coupure de caroténoides sans
introduction d'atome d'oxygene par réarrangement de la chaine polyénique via un mécanisme
radicalaire [78]. Des études ont montré que la dégradation du B-caroténe durant un procédé
industriel thermique produit des apo-caroténals mais aussi des époxydes de carotene (E) et (Z)
[79-80]. Les auteurs pensent que le clivage de la chaine serait fonction de la température, il
commencerait depuis l'extrémité du squelette de la molécule vers le centre de la molécule. En
effet 1'apo-8'- et -10'-caroténals se forment pour tous les traitements alors que 1'apo-12'- et -
14'-caroténals nécessitent un chauffage plus élevé. L'apo-15-caroténal est une exception car il
est présent quelque soit le traitement thermique. Ces résultats sont confirmés par des études de
désodorisation d'huile de palme a 170-250°C [81], les produits de coupure du B-carotene
identifiés sont les apo-13-caroténone, apo-14'- et -15-caroténals, ils seraient produits via un
mécanisme impliquant la dégradation d'un cycle dioxétane. Un traitement de quatre heures a
210°C sur le B-carotene dans des conditions similaires [82] géneére 3 composés volatils
identifiés, plus de 70 composés non volatils dont I’apo-13-caroténone et 1'apo-14'-caroténal.
Les autres produits sont issus de coupures de la chalne hydrogénocarbonée via un

réarrangement sans introduction d'atome d'oxygene.

D'autres études privilégient l'identification des composés volatils issus de la dégradation
thermique dans différents systemes tels que le paprika, les tomates et la marigold [83]. Deux
groupes de composés ont été identifi€s, les oléfines cycliques avec ou sans atome d'oxygene
telles que m-xyleéne, toluene, méthylbenzaldéhyde, éthanone etc...; et les composés qualifiés
de "cétone linéaire" tels que la méthyl-3,5-heptadien-2-one et la 6-méthyl-5-hepten-2-one,
ces derniers se formeraient via une cyclisation intramoléculaire suivie d'une réaction

d'élimination puis oxydation.

D'autre études sur les mécanismes de formation de composés volatils via un traitement
thermique ont été menées sur le B-carotene et le lycopene [77]. Concernant le lycopene, deux
composés volatils connus ont été identifiés, le 2-méthyl-2-hepteén-6-one et le citral, ainsi que
la 5-hexén-2one, 1’hexane-2,5-dione, la 6-méthyl-3,5-heptadién-2-one, trois nouveaux
composés provenant probablement de la pseudoionone et du géranyl acétate. En accord avec
la cinétique de formation de ces composés, ils seraient formés a partir du (E)-lycopene et non

des isomeres (Z) du lycopene qui se trouvent en minorité dans le milieu réactionnel.
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2.5) Choix des produits d'oxydation potentiels métabolites du [ycopéne

ciblés pour la synthése organique

Le projet européen "LYCOCARD" (2006-2011) a été mis en place pour comprendre le role
physiologique, biochimique et génétique du lycopene dans la protection contre les maladies

cardiovasculaires.

Un de ses objectifs est de produire des molécules issues de 1'oxydation du lycopene dans
I'organisme, ces molécules seraient alors par définition des métabolites et plus précisément
des catabolites du lycopene. Les fluides biologiques sont complexes a analyser car il y a une
grande diversité de composés organiques. Il est donc nécessaire de posséder des molécules
étalons afin de les identifier dans ces fluides biologiques et également d'étudier leurs
propriétés biologiques, antioxydantes et complexantes. Nous avons vu précédemment que le
lycopene intervient dans la prévention de cancer mais aussi de maladies dégénératives, on a
vu de méme une importance biologique des produits d'oxydation des caroténoides, la vitamine
A en est un bon exemple chez 1'homme. Plusieurs études mentionnées précédemment sur des
modeles in vivo tels que le rat et le furet ont démontré I'existence de métabolites du lycopene
mais aussi d'enzymes capables de cliver excentriquement des caroténoides et notamment le

lycopene.

Pour produire des potentiels métabolites deux voies se proposent a nous, la dégradation
oxydante du lycopene et la synthese organique. Des produits d'oxydation ont été obtenus au
laboratoire par coupure oxydante de la molécule de lycopene en présence de KMnO;, [7].
Cette stratégie comporte de nombreuses difficultés, le clivage des doubles liaisons n'est pas
sélectif et ne produit pas toutes les molécules désirées, de plus le clivage oxydant par KMnO4
génere uniquement les fonctions terminales aldéhydes. Récemment 1'utilisation des oxydes
d'argent a permis 1’obtention des fonctions acides carboxyliques a partir du mélange d’apo-
lycopénals. La séparation des molécules par CLHP préparative est fastidieuse pour obtenir
une trop faible quantité de produit (quelques milligrammes), soit trop peu pour une
caractérisation compléte par résonance magnétique nucléaire (RMN) et spectrométrie de
masse haute résolution (SMHR) puis pour effectuer toutes les analyses physico-chimiques et
biologiques. Pour ces raisons, nous avons utilisé la synthese organique pour l'obtention des

"métabolites" du lycopene désirés, ces derniers n'étant pas commerciaux.
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Les données de la littérature et surtout les discussions scientifiques avec les physico-
chimistes, les nutritionnistes et biologistes du projet européen LYCOCARD nous a mené a
cibler la familles des apo-11-lycopénoides, cette derniere n’a pas de pertinence biologique
mais est trés importante pour les études physico-chimiques, en particulier pour déterminer les
relations activité/structure des apo-lycopénoides. Les autres familles ont été ciblées pour leur
pertinence biologique. Concernant la famille des apo-14'-lycopénoides, les partenaires
Hongrois pensent que l'acide apo-14'-lycopénoique pourrait intervenir dans l'expression des
enzymes BCO; (CMO I) et BCO, (CMO II). Les mémes hypotheéses ont été émises pour
I'acide apo-12'-lycopénoique. La quatrieme famille est celle des apo-10'-lycopénoides, cette
derniere a été ciblée par 1'équipe de Marseille pour des études de médiation cellulaire sur
MAP Kinase et par 1'équipe hongroise pour les mémes considérations que l'acide apo-14'-
lycopénoique. Toutes ces familles de molécules doivent étre synthétisées avec quatre
fonctions chimiques terminales différentes, la fonction acide carboxylique et aldéhyde ciblées
plutdt pour les études biologiques et la fonction ester et alcool ainsi que les deux précédentes

pour des études physico-chimiques (schéma 10).
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Apo-10'-lycopénoides
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Schéma 10 : produits d'oxydation potentiels métabolites du lycopene ciblés pour la synthese

organique
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Chapitre 3

Syntheése organique du
[ycopeéne et des apo-
[ycopénoides

Dans ce troisieme chapitre nous présenterons les couplages et stratégies
mis en ceuvre pour la synthese de caroténoides. Apreés avoir développé la
stratégie rétrosynthétique de nos molécules cibles nous discuterons les
voies de synthése pour Lobtention de ces derniéres. Enfin nous verrons
la stratégie d'identification des apo-lycopénoides via la résonance

magnétique nucléaire (RMN).
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I11) Syntheése organique du [ycopéne et des apo-lycopénoides

Dans la premiere partie du siecle dernier, les caroténoides étaient produits par des
modifications chimiques des caroténoides naturels isolés par extraction et purifiés par
chromatographie. Cette méthode avait 1'inconvénient d'avoir des rendements tres faibles et ne
permettait pas de produire des quantités importantes. La chimie organique moderne a permis
la synthese de caroténoides plus spécifiques et complexes a plus grande échelle. En effet, le
développement des réactions de couplage carbone-carbone a permis de développer des
stratégies de synthese efficace pour la production de caroténoides.

Dans ce chapitre, nous ne ferons pas une liste exhaustive de toutes les réactions chimiques et
voies de synthese utilisées pour la production des nombreux caroténoides. Mais nous
essayerons de comprendre les principales stratégies adoptées pour la syntheése des structures

polyconjuguées des caroténoides possédant une diastéréoisomérie toute E.

3.1) Couplages carbone-carbone pour la syntheése des structures

polyconjuguées des caroténoides

3.1.1) Stratégies de syntheése des structures caroténoides

Le couplage carbone-carbone est la clef pour la construction de la structure polyconjuguée des

caroténoides. En effet, deux approches peuvent étre envisagées (figure23)

Formation des simples liaisons

L

\\\\\\\ A

ST

Formation des doubles liaisons

R = groupe
terminal

R = groupe

Figure 23 : stratégie de synthese via la formation de simples ou doubles liaisons C-C

43



Chapitre I11 : Syntheése organique

La formation des doubles liaisons & via des réactions de couplage carbone-carbone telles que
la condensation de Wirtig qui fait réagir un ylure de phosphonium sur un carbonyle, la
réaction de Julia mettant en présence une sulfone et un dérivé halogéné ou carbonylé, ou
encore la réaction d'aldolisation (addition nucléophile d’un énolate sur un carbonyle).

Le squelette carboné du caroténoide peut €tre construit via la formation d'une liaison simple ¢
entre deux doubles liaisons. Cette technique a longtemps été laissée pour compte, mais
aujourd'’hui de plus en plus utilisée au travers de réactions de couplage catalysées par des
complexes de métaux de transitions tels que Pd ou Pt. Elle est fréquemment utilisée pour la
syntheése de caroténoides complexes ou pour la synthese d'apo-caroténoides. Elle fait
intervenir des métaux acétylides et alkényles, des especes zinciques, mais aussi des réactions
en présence de quantités catalytiques de complexes de palladium telles que les réactions de

Stille, Suzuki etc...

3.1.2) Le couplage carbone-carbone via la réaction de Wittig et Horner-

Wadsworth-Emmons (HWE)

3.1.2.1) Voie rétrosynthétique pour les couplages de Wittig et HWE.

La coupure rétrosynthétique entre les carbones disubtitués C11-C12 et C11'-C12' est la
stratégie la plus utilisée pour la synthese de caroténoides symétriques et asymétriques
(schéma 11). Cette voie consiste en l'assemblage de deux synthons terminaux portant des
groupements fonctionnels phosphonium, le plus souvent triphénylphosphonium, et un synthon
central symétrique contenant dix atomes de carbone (schéma 11). Il s'agit du dialdéhyde
11,11'-diapocaroten-11,11'-dial communément appelé "Cjo-dialdéhyde" qui a été développé
pour la synthese de caroténoides [84]. Le couplage de Wittig entre le synthon Co-dialdéhyde
et les groupements phosphonium est le plus utilisé pour la synthese de nombreux caroténoides
[12, 84-90]. D'autres coupures rétrosynthétiques ont été envisagées pour la synthese de
caroténoides via la réaction de Wittig, mais ces dernieres restent largement moins utilisées,
telles que la coupure entre les carbones C7-C8 et C7'-C8' [91-92] pour obtenir un synthon

central symétrique de type dialdéhyde, le 8,8'-diapocaroten-8,8'-dial appelé crocétindial ou
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"Cyo-dialdéhyde" ou encore une coupure centrale entre les carbones C15-C15' [93] (schéma

12).

X X
® o ] NN o @ /\)\/\
RWPPh3 X X X0 PPh R

3

Schéma 11 : stratégie de synthese courante pour la construction du squelette des caroténoides
via la réaction Wittig (R = groupement terminal, confére chapitre nomenclature)

X
@
R” > PPh, © G A NP NN AN

Schéma 12 : autres stratégies de couplage pour la synthése de caroténoides via la réaction de
Wittig (R = groupement terminal, confere chapitre nomenclature)

3.1.2.2) Mécanistique de la réaction de Wittig et HW'E

La "réaction de Wittig" appelée aussi "condensation de Wittig" a été découverte en 1953 par
Wittig et Geissler [94] puis a été longtemps étudiée par Maryanoff [95-99] et Vedejs [100-
106]. Cette réaction consiste au couplage entre un ylure créé par l'attaque d'une base sur un
halogénure de phosphonium (ici de triphénylphosphonium) et une fonction carbonyle pour
générer une double liaison © de configuration (E) ou (Z) en fonction de la stabilité de 1'ylure
(schéma 13). En effet, un ylure non stabilisé favorise un controle cinétique donc la formation

d'une double liaison (Z), alors qu'un ylure stabilisé est sous contrdle thermodynamique
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(réversibilité de 1’addition nucléophile) et géneére une double liaison (E). De ce fait, un ylure

semi stabilis€ donne un mélange (Z) et (E) (tableau 5).

o)
Ph_X Base Ph, ¥ Ry~ “Rs R
- — BLEEELES

Ph—B R —  PB_R, >—<
Ph Ph © Ri Rs

Schéma 13 : réaction générale de Wittig, condensation d'un sel de triphénylphosphonium sur
un carbonyle

R, diastéréoisomérie
H ou alkyle... Z
Vinyle... ZetE
Ph, COOR.... E

Tableau 5 : diastéréosélectivité de la réaction de Wittig en fonction des substituants R; sur le
sel de triphénylphosphonium.

Nous allons rappeler plus précisément le mécanisme de la réaction de Wittig relatif aux
systemes polyconjugués des caroténoides pour la production d’une double liaison (E) (schéma
14). Le proton en alpha de 1'atome de phosphore est relativement acide et peut étre arraché par
une base forte. L'ylure formé est un bon nucléophile qui s’additionne sur la fonction
carbonyle électrophile pour former un cycle a quatre atomes appelé oxaphosphétane. Ce

dernier se décompose pour générer une double liaison majoritairement (E) (schéma 14).

Base S
/\)\/\ 5 | 5 (
X X ' /\)\,/\ '
—_ PN i
R PPhg R PPh, RN
R l Rz
Rll_sH P Ph;P—O
0=PPh; T < L,
R Ri RZH
(E)

Schéma 14 : mécanisme de la réaction de Wittig sur un systeme polyconjugué
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La réaction de Horner-Wadsworth-Emmons (HWE), variante de la réaction de Wittig, est
fréquemment utilisée pour la synthese de structures polyconjuguées des caroténoides [92,
107-111]. Cette derniere met en jeu un groupement phosphonate au lieu de phosphonium.
L'anion phosphonate généré apres attaque de la base est plus nucléophile qu'un ylure. La
double liaison créée suite a la réaction est majoritairement (E) (schéma 15) et les sous-

produits phosphates sont facilement éliminables en phase aqueuse [112].

Base
o R,y H
(RsO)P Ry ————» (RsOpP R4 )J\—P (Rs0).P—O —> /\ e
) H R, H R (o)

«/  \"H

Schéma 15 : mécanisme général de la réaction de Horner-Wadsworth-Emmons (HWE).

3.1.3) Le couplage carbone-carbone via la réaction de Julia

Le couplage de Julia [113-114] est une alternative a la réaction de Wittig pour la formation de
doubles liaisons C-C. IlI consiste en l'alkylation du carbanion en o d'une sulfone par
substitution nucléophile sur un synthon halogéné. Dans une deuxieme étape, la sulfone subit
une B-élimination en milieu basique pour générer la double liaison de configuration (E). Cette

méthode a été utilisée pour la synthese de l'acétate de la vitamine A [115-116] (schéma 16).

Base /_\
" 50,Ph &

H\/\ SO,Ph
NS
o OAc A A A OAc
wsozph —» @i\/‘\/\ | W
l Base

NG
OAc

Schéma 16 : synthese de l'acétate de la vitamine A via la réaction de Julia
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Le couplage de Julia suivi d'une double élimination est une alternative pour l'obtention de
structures polyconjuguées. Une premiere étape consiste a additionner 1’anion d’une sulfone
sur un aldéhyde pour former I’alcoolate correspondant. Ce dernier est converti en éther pour
accroitre le pouvoir nucléofuge du groupement oxygéné. Puis la deuxieme étape nécessite un
traitement basique pour effectuer une double élimination et générer la structure polyconjuguée
(schéma 17). Cette méthode a été appliquée pour la synthese de caroténoides tels que le

lycopene, le B-carotene et I’acétate de la vitamine A [117-119] (schéma 17).

SO,Ph

(@ Jm
[0}
@]
~
o
=

OAc OAc

BulLi OH
élimination 1

NG G S

A

OAc

\__Base

élimination 2

Schéma 17 : syntheése de l'acétate de la vitamine A via la réaction de Julia suivie d’une double
élimination
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3.1.4) Couplage carbone-carbone via la condensation aldolique

La formation d'une double liaison carbone-carbone par condensation aldolique est
fréquemment utilisée pour des caroténoides possédant un groupement terminal k (schéma 18
et partie nomenclature). Avec le synthon central symétrique crocétindial (schéma 18) et deux
équivalents d’énolate, ce type de couplage permet la formation des liaisons C7-C8 et C7'-C8'.
La capsorubine (schéma 18) et la citranaxanthine répondant a ces criteres ont été synthétisées

via cette voie [120-121].

o
N G AN XN NN X X0
Crocétindial
0
o Base
_— 2 o
0
HO'
Groupement k vy o
HO |
,,,,]\ SR SFN T S
i OH

Schéma 18 : synthese de la capsorubine par condensation aldolique

3.1.5) Couplages impliquant des dérivés organométalliques

De nombreuses réactions d’organométalliques sont utilisées pour la formation de liaisons
carbone-carbone simples c. Elles sont souvent considérées comme une nouvelle voie de
synthése des caroténoides car ce sont des réactions qui permettent de conserver la
diastéréoisomérie des synthons de départs. Elles sont souvent utilisées en complément de
réactions classiques de Wittig ou Julia pour la synthese de caroténoides complexes [122-124].
Dans ce chapitre, nous présenterons quelques réactions d’organométalliques pour la synthese
de structures polyconjuguées, telles que les couplages faisant intervenir les métaux acétyles et

les réactions catalysées par Pd de type Stille et Suzuki.
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3.1.5.1) Voie rétrosynthétique pour les couplages via les réactions
organométalliques.
La stratégie rétrosynthétique est fonction de la structure de la molécule et de la faisabilité des

synthons obtenus. Toutes les liaisons simples peuvent constituer des coupures

rétrosynthétiques potentielles.

3.1.5.2) couplage carbone-carbone via les métaux acétyles

Dans la syntheése de caroténoides, les métaux acétylés sont principalement utilisés pour
coupler deux synthons de part et d'autre d'une triple liaison réductible diasélectivement en
alceéne (Z) ou (E). Le (15E)-B-carotene peut étre synthétisé par double réaction de Grignard,
puis réduction anti en présence du catalyseur de Lindlar Pd/H, suivit d'une isomérisation
thermique de la fonction alcene (schéma 19). La réduction syn de la triple liaison en présence

du catalyseur de Lindlar Pd/ H, produit le (152)-B-carotene.

l 1) réduction
2)A
NN N N

N N

Schéma 19 : synthése du (15E)-f-carotene par double réaction de Grignard
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3.1.5.3) couplage carbone-carbone via la réaction de Stille

Le couplage de Stille est une bonne alternative pour la construction d’un squelette
polyconjugué via la création d’une liaison simple entre deux doubles liaisons. En effet il s'agit
d'un couplage entre un vinylstannane et un halogénure de vinyle ou électrophile équivalent
(triflate, nonaflate (C4F9SO3)). C'est une réaction qui est de plus en plus utilisée pour la
synthese de caroténoides [122-130] car elle permet de préserver la diastéréoisomérie porté par
les deux précurseurs. Cette réaction s'effectue en présence d’un complexe de pd’
(généralement produit par réduction de Pd" par le vinylstannane lui-méme) selon le cycle
catalytique suivant (schéma 20). Ce dernier commence par une addition oxydante de
I'halogénure Re-I au catalyseur palladium Pd(0) pour former Pd(II). Puis une étape de
transmétallation consiste en 1'échange de 1'halogénure 1ié au palladium avec le groupement
alkyl de I'alkylstannane R;-SnBus. Enfin une élimination réductive pour former la liaison o

Re¢-R7 et régénérer le catalyseur Pd(0).

i
NG Y YN oH Pd

| l S ‘:
OH é e i |
RoRy PdL, Rel é(v

R¢-Pd"L,-R; Re-Pd"L, -1 Re

I-SnBus R7-SnBuj

Schéma 20 : cycle catalytique du couplage de Stille, synthése du 4-hydroxyrétinol [127].
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3.1.5.4) couplage carbone-carbone via la réaction de Suzuki

Le couplage de Suzuki a lieu entre un boronate ou acide boronique et un dérivé halogéné en
solution hydro-organique. Certain apo-caroténoides ont été synthétisés via ce couplage [131-
134]. Un milieu basique est requis pour la formation in situ de I’entité nucléophile, 1'anion
hydroxyboronate (schéma 21). Brievement, le cycle catalytique commence par une addition
oxydante de 1'halogénure Rg-I au catalyseur palladium Pd(0) pour former Pd(II). Puis une
étape de transmétallation consiste en 1'échange de l'halogénure lié au palladium avec le
groupement alkyl de 1'alkylborane Ro-B(OH),. Enfin une élimination réductive pour former la

liaison 6 Rg-Rg et régénérer le catalyseur Pd(0).

N OH PdH é’ """""""""""""" E

Ro-Rg

Pd’L, Rg-1
b :

Rs-Pd"L,,-Ro Rg-Pd"L,, -1

IB(OH),Base

Schéma 21 : cycle catalytique du couplage de Suzuki, syntheése du rétinol [133].

3.2) Stratégie de syntheése des [ycopénoides : rétrosynthése

Pour chacune des familles d'apo-lycopénoides, on retrouve une structure relativement
similaire par la présence du groupement y (confere partie nomenclature). Au laboratoire nous
avons décidé de mettre en place une stratégie de synthése convergente simple a partir de
synthons commerciaux ou facilement accessibles via des collaborations. Notre stratégie

rétrosynthétique s'est orientée vers les déconnections de doubles liaisons pour former des
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synthons complémentaires pouvant réagir via les couplages de Wittig ou HWE les plus
couramment utilis€és pour la synthese de caroténoides. Nous nous attarderons sur la
rétrosynthese du squelette carboné de chacune des familles a synthétiser. Les fonctions
terminales nécessaires ont été obtenues via des réactions de substitution nucléophile,
d'oxydation, de réduction et de saponification.

Toutes les molécules utilisées au cours de la synthese organique du lycopene et des apo-
lycopénoides ne sont pas considérées comme des caroténoides. De ce fait, par souci
d’homogénéité dans la discussion, nous utiliserons uniquement la nomenclature TUPAC

traditionnelle.

Tout-(E)-2,6,10,14,19,23,27,31-octaméthyldotriaconta-
2,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24,26,30-tridécaene
(lycopene) (4)

Pour la rétrosynthese de 4 (schéma 22) nous avons envisagé une double déconnection entre
les carbones C12-C13 et C20-C21 fréquemment utilisée par d’autres équipes. Compte tenu de
la diastéréoisomérie et de la symétrie de la molécule, deux synthons sont envisagés. Le
premier est le dialdéhyde 3 trés couramment utilisé pour la synthése de caroténoides et dont
nous disposons via une collaboration avec la société DSM Nutritional Product. Le deuxieéme
synthon est le mésylate de triphénylphosphonium 2 provenant d'une transformation
fonctionnelle de 1. Ce dernier composé, lui aussi tres utilisé dans la synthese de lycopénoides,

a été obtenu via une collaboration avec la société BASFE.

12 20
X T N o e Vo N 4
13 21
2 NN N PN O X
P+Phg N7 So
U MeSO3' 3
1 N NN =

Schéma 22 : rétrosynthese simplifiée de 4
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Tout-(E)-3,7,11-triméthyldodéca-2,4,6,10-tétraenoides
(apo-11-lycopénoides)

Pour la rétrosynthese de 7 (schéma 23) nous avons envisagé une déconnection de la double
liaison C2-C3 pour obtenir la cétone 5 et le phosphonate 6. La cétone S de configuration toute
(E) a été obtenue via des collaborations avec la société BASF car elle n’est disponible
commercialement que sous la forme d'un mélange de diastéréoisomeres (E, Z) tres difficile a

purifier.

X XX R R =COOEt 7
2
5 Icl) OEt 6
AN X o (EtO),P o

Schéma 23 : rétrosynthese simplifiée de 7

Tout-(E)-5,9,13,17-tétraméthyloctadéca-2,4,6,8,10,12,16-heptaenoides
(apo-14’-lycopénoides).

Concernant la rétrosynthese de I’ester 17 (schéma 24), molécule mere de la famille des tout-
(E)-5,9,13,17-tétraméthyloctadéca-2,4,6,8,10,12,16-heptacnoides, nous avons opté pour une
déconnection au niveau de la double liaison C7-C8 afin d’obtenir le synthon 2 issu de 1
(précédemment décrit lors de la rétrosyntheése du lycopene 4) et un synthon possédant une
fonction ester et une fonction aldéhyde 16. Par déconnexion entre les carbones C2 et C3 et
transformations fonctionnelles de type protection-déprotection et réduction, ce dernier peut

étre issu des molécules commerciales 11 et 6.
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N NN < XXR R=COOMe17
2 3 OEt 16
MeSOy

1 OEt o Ot
X A = OM EtO),P
NS o (EtO), \/&O

11 6
Schéma 24 : rétrosynthese simplifiée de 17

Tout-(E)-2,7,11,15,19-pentaméthylicosa-2,4,6,8,10,12,14,18-octaénoides
(apo-12’-lycopénoides).

La rétrosynthese de 1'aldéhyde 21 (schéma 25) est similaire a celle du lycopene 4, et conduit
aux mémes composés de départ 1 et 3. Cependant, le lycopene 4 est issu d'un dicouplage de
Wittig, ce qui nécessite au moins deux équivalents de 2 alors que 1'aldéhyde 21 est issu d'un

simple couplage de Wittig mettant en jeu un seul équivalent de 2.

9

N DR R =CHO 21
8
2 o 3
X NN P4Phy e Y SN o
MeSO;

Schéma 25 : rétrosynthese simplifiée de 21
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Tout-(E)-4,9,13,17,21-pentaméthyldocosa-2,4,6,8,10,12,14,16,20-nonénoides
(apo-10’-lycopénoides).

Pour 24 (schéma 26), nous avons envisagé une déconnection au niveau de la double liaison
C10-C11 pour obtenir le mésylate de phosphonium (2) (décrit précédemment) et le synthon
polyconjugué 23. Ce dernier peut étre engagé dans une déconnection entre les carbones C2 et

C3 pour obtenir les molécules de départs 3 et 6 disponibles.

11
X PPN SNk R = COOEt 24

NS N AN
P+Ph, O\)Wo 23
MeSO5 2
1 /k/\/k/\/k\/ ﬁ L
X XX OH/ S T T T (EtO)ZP\/&O
3 6

Schéma 26 : rétrosynthese simplifiée de 24
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3.3) Synthese organique du [ycopéne et des apo-lycopénoides

L'étude rétrosynthétique précédente a permis de définir une voie de synthese convergente
pour chacune des molécules cibles. La synthese de toutes les molécules cibles est batie sur le
méme raisonnement et met en oeuvre des "réactions simples" et "€conomiquement
accessibles". Le squelette carboné des molécules est construit via les couplages de Wittig et
HWE et les transformations fonctionnelles font appels a des réactions de saponification,
réduction, oxydation, transposition et substitution. Les molécules de départ utilisées sont soit

commerciales, soit obtenues via des collaborations.

3.3.1)Tout-(E)-2,6,10,14,19,23,27,31-octamét hyldotriaconta-
2,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24,26,30-tridécaéne (Fycopéne) 4

AcOH, PPh;
MeSOsH, 10°C
X PN = R x NN P
OH " P+Ph,
_l MeSO3”
45°C
. x PN
> P+Ph,
R=71%, ) MeSO5
(E(Z) =4
05 eq OWO 3
R=10%
1,3 équiv EtONa, CH,Cl,
v
NS NN NS N
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Le lycopene est synthétis€é en deux étapes impliquant la formation du mésylate de
phosphonium 2 puis le dicouplage de Wirtig entre ce dernier et le dialdéhyde 3.

La syntheése du sel de phosphonium 2 est une étape essentielle car il constitue le synthon
commun des voies de syntheése d'une majorité d'apo-lycopénoides. Il est obtenu par réaction
entre le vinylpseudoionol 1 et la triphénylphosphine en présence d'acide méthanesulfonique
(MeSOsH). Nous avons noté dans la littérature que 1'utilisation de HBr/PPh; dans le méthanol,
condition usuelle pour cette réaction, favorise la stéréomutation du carbone 6 et donc
I'obtention du diastéréoisomere (62) [12, 135]. C’est pour cela que la réaction se déroule dans
l'acide acétique qui joue le role de solvant mais aussi minimise la stéréomutation du carbone
6. Concernant le mécanisme de la réaction, 1'acide méthanesulfonique permet la protonation
de la fonction alcool du vinylpseudoionol 1 et donc I'élimination de H,O. Puis la
triphénylphosphine s'additionne sur le carbocation allylique ainsi formé pour conduire a un
cation triphénylphosphonium. Dans une premiere étape, le vinylpseudoionol 1 est ajouté
lentement au milieu réactionnel a 10°C ce qui favorise la formation du mésylate de
phosphonium tertiaire, espece intermédiaire. Puis 1'augmentation de la température a 45°C
permet au phosphonium tertiaire de se réarranger en phosphonium primaire 2 via une
transposition allylique du groupement PPh;" [136]. Le mésylate de phosphonium 2, purifié
par chromatographie sur gel de silice, est obtenu sous forme de mélange diastéréoisomérique
((E)(Z) = 4) avec un rendement global de 71%. Le dicouplage de Wittig sur le dialdéhyde 3
donne le lycopene 4 avec un rendement de 10% apres purification. Ce faible rendement
s'explique par une perte importante de produit brut a l'issue de 1'étape de purification sur
colonne de gel de silice. Il aurait fallu laver préalablement cette derniére avec une solution de
triéthylamine pour neutraliser la silice dont l'acidité est certainement responsable de la

dégradation d'une partie du lycopene 4.
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3.3.2) Tout-(E)-3,7,11-triméthyldodéca-2,4,6,10-tétraénoides

(apo-11-Lycopénoides)

OEt

o
EtO\H\/g 6
E0 °

NaH, THF

OFt

N » Ao A

X AN o N AN
5 R =82%, i

(2E)(2Z) = 3,5

2,5 équiV DIBA-H 23 équiv MnO,
THF . XN N A AcOEt M
R=16% o
8 R =30% 9
24 équiv Ag,O/ Seq NaOH
EtOH, toluéne /]\/\/L/\)\/OQ
> N AN N

La premiere étape consiste en le couplage de Horner-Wadsworth-Emmons (HWE) entre la
pseudoionone S et l'anion du triéthylphosphonoacétate 6. Ce dernier est formé dans un
premier temps par action de la base forte NaH sur 6, ce qui a pour effet de produire un
dégagement gazeux de H,. Il est important que NaH soit enticrement consommé dans cette
réaction pour éviter la réaction parasite d’auto-condensation cétolique de la pseudoionone S.
L'ester 7 est obtenu sous forme d’un mélange diastéréoisomérique ((2E)/(2Z) = 3,5) avec un
rendement global de 82%. Il est difficile de séparer les deux isomeres avec un rendement
raisonnable. Puis le mélange d’isomeres 7 est réduit par deux équivalents de DIBA-H

considéré comme un réducteur doux. Un premier équivalent réduit l'ester o,B-insaturé en

59



Chapitre I11 : Syntheése organique

aldéhyde o,B-insaturé. Ce dernier étant plus réactif est instantanément réduit en alcool
allylique primaire. Apres purification sur colonne de gel de silice, I’isomere tout (E) 8 est
obtenu avec un rendement de 16%. L’aldéhyde 9 est obtenu par oxydation du mélange
diastéréoisomérique 8 en présence d'un exces de MnO,, oxydant de choix pour 1'oxydation
des alcools allyliques. Apres purification sur colonne de gel de silice, le diastéréoisomere tout
(E) est obtenu avec un rendement de 30%. L'acide 10 peut étre obtenu par saponification du
mélange diastéréoisomérique 7 mais sous forme de mélange d'isomeres difficile a séparer par
chromatographie sur gel de silice. Pour pallier ce probleme, nous avons décidé de préparer
I'acide 10 par oxydation en milieu basique (solution de NaOH) de 9 en présence d'oxyde

d'argent L. Cette réaction conduit au composé 10 avec un rendement de 90%.
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3.3.3)Tout-(E)-5,9,13,17-tétraméthyloctadéca-2,4,6,8,10,12,16-

heptaénoides (apo-14-bycopénoides).

5 équiv
OH OH
APTS OFt

R=281%

2,6 équiv DIBA-H
THF \Lo/w)\/\OH

o)
Ryrut = 74% 13

O OEt

EtO\H\/g 6
/ 0
EtO

v

21 équiv MnO,
AcOEt OW)\AO
» \@ o
R=76% 14
HCI cat

MeOH/H,0 OEt
OMO 16

v

R=46%

R=124%
CHCl,

v

OEt
BuOK THF WCMO

R =55%,
(2E)/(2Z) =33

(o)

15

P+Phy 2
MeSOy

1,2 équiv MeONa

OMe
/K/\/K/\/K/Mo 17

2,4 équiv DIBA-H

W\MOH 19

R =44% 21 équiv MnO,
AcOEt

H
20
X S T N

24 équiv NaOH

R =49% EtOH

OH
)\/\/K/\/K/MO 18
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L'aldéhyde 11 est protégé par acétalisation en présence de quantités catalytiques d’acide p-
toluenesulfonique et de 2,2-diméthylpropandiol afin de préserver la fonction aldéhyde jusqu'a
I'étape de couplage avec le mésylate de phosphonium 2. Nous avons choisi le 2,2-
diméthylpropandiol qui conduit a un acétal de type dioxane relativement stable
comparativement aux acétals acycliques et cycliques de type dioxolane (5 atomes). Le
systeme réactionnel est équipé d'un appareil Dean-Stark et la réaction est effectuée dans le
toluene a reflux afin d'éliminer par hétéroazéotropie l'eau produite durant la réaction. Le
composé 12 est obtenu avec un rendement de 81%. Ce dernier est ensuite réduit par deux
équivalents de DIBA-H pour former I'alcool allylique correspondant 13 apres hydrolyse. Un
gel difficile a éliminer se forme durant cette étape. Pour pallier ce probleme, un nouveau
traitement a été mis au point. Le gel est dissous sous vive agitation dans une solution
concentrée de tartrate de potassium et sodium, qui permet de complexer les ions aluminium
responsables de ce gel et donc de les éliminer dans la phase aqueuse. Puis l'alcool allylique
brut 13 est oxydé par MnO; en aldéhyde o, insaturé 14 avec un rendement global de 56%. La
chaine carbonée est allongée de deux carbones supplémentaires pour produire 15 via le
couplage de HWE entre 1’anion du phosphonate 6 et 'aldéhyde 14 avec un rendement de 55%
et la création d'un double liaison trés majoritairement (E) ((E)/(Z) = 33). Le synthon 16 est
obtenu par hydrolyse acido-catalysée de 1'acétal 15 avec un rendement de 46%. La molécule
cible 17 est obtenue avec un rendement de 24% par couplage de Wirtig entre 1'ylure
nucléophile du mésylate de phosphonium 2 (généré par la base MeONa) et 1'aldéhyde 16. Au
cours du couplage, la fonction ester éthylique est convertie en ester méthylique par
transestérification induite par MeONa. L'acide 18 est obtenu par saponification de l'ester 17
dans de la soude éthanolique avec un rendement de 49% apres acidification et cristallisation.
L'alcool 19 est obtenu avec un rendement de 35% suite a la réduction de la fonction ester
méthylique de 17. L’alcool allylique obtenu précédemment est oxydé par MnO, pour former

'aldéhyde 20 avec un rendement de 44%.
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3.3.4)Tout-(E)-2,7,11,15,19-pentaméthylicosa-2,4,6,8,10,12,14,18-

octaénoides (apo-12’-lycopénoides)

O A X
)\/\/‘\/\/K/\P+Ph3 + 3 X X0

2 MeSO3' 3
1,5 équiv EtONa
R= 51% CH2C12
v H
x SN R P SN o
21
Oxydant
v
OH
x SN T TGN o
22

Le composé 21 est obtenu par couplage de Wittig entre le mésylate de phosphonium 2 et le
dialdéhyde 3. Afin de favoriser le simple couplage et donc éviter la formation de lycopene 4
(confere syntheése du lycopene précédemment décrite), nous avons utilis€é 3 équivalents de
composé 3, soit 6 équivalents d’aldéhyde. Apres purification, le produit de simple couplage
21 est obtenu avec un rendement de 51%. Malgré de nombreuses tentatives et 1'utilisation
d'une grande variété d'oxydant, nous n'avons pu obtenir 1’acide 22. En effet, en présence
d’oxydant, ce dernier se dégrade ou tout simplement ne réagit pas. Voyons ci-dessous les

réactions d'oxydation mises en ceuvre pour les tentatives d’obtention de 22.

- Oxydant = AgO, Ag,0, Ag,CO3/ célite®

Ag,O a déja été utilisé avec succes pour l'oxydation d'apo-caroténals en acides apo-
caroténoiques [137]. Cette méthode a été reproduite au laboratoire pour l'obtention d'acides
apo-lycopénoiques et a été utilisée pour la synthese de l'acide carboxylique 10 décrite
précédemment. Les oxydants AgO et Ag,0 s'apparentent :

- au réactif de Tollens communément appelé réactif au "miroir d'argent” mettant en jeu le
complexe Ag(NH;3)," NO; et produisant de I'argent métallique sous forme d'un miroir en fin
de réaction.

- au réactif de Fétizon Ag,COs/célite®
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- Ag20
Ag0 est un oxydant doux mettant en jeu Ag' dont le potentiel standard d'oxydo-réduction est
0,342 V (eq 12) [138] qui est couramment utilisé pour l'oxydation d’aldéhydes en acides

carboxyliques.
E’=0.342 V AgOi + 2¢ + HiOpy «—— —  2Ags + 2HO (12)

Ag,0 est un oxydant commercial mais il est préférable de le préparer juste avant utilisation a
partir de carbonate d'argent Ag,COsz en milieu NaOH. La procédure est inspirée de celle
utilisant Ago,NO3 [139],

Le mécanisme général d’oxydation d’un aldéhyde en acide carboxylique par Ag,O consiste en
I’addition de "I’anion AgO™ sur le groupement carbonyle pour former une espece
intermédiaire tétraédrique. Le milieu basique permet alors I'arrachement de I'atome
d'hydrogene et 1'élimination d'argent au degré d'oxydation O sous forme d'un miroir. Le
carboxylate obtenu est ensuite traité par une solution acide pour l'obtention de l'acide

carboxylique correspondant (eq 13).

[0} + (o}
+2Ag H,0" -

La tentative d'oxydation de 21 en présence de Ag,0O a échouée, il n'y a pas eu de conversion

de la fonction aldéhyde présente sur 21 en acide carboxylique 22.

-AgO
La réaction d'oxydation de 21 n'ayant pas fonctionnée, nous avons décidé d'utiliser un
oxydant plus fort tel que AgO. En effet, le couple AgO/Ag a un potentiel standard d'oxydo-
réduction de 0,607 V (eq 14) [138]. Le mécanisme d'oxydation est similaire a celui présenté
précédemment avec Ag,O. L'oxydation de 21 par AgO génere de nombreux produits de

dégradation.

E’=0.607 V AgOy + 26 + HoOpy > Agy + 2HO (14)
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- Ag,CO3/célite®
Le systtme Ag,COs/célite® est connu sous le nom de réactif de Fétizon. D'apres les potentiels
standards (eq 15) d'oxydo-réduction (équation ci dessous) [138], ce dernier est plus oxydant
que Ag,O mais moins que AgO. De plus, la réaction a lieu en conditions neutres donc plus

douces. Dans ce cas malheureusement, 21 ne réagit pas.

EOZ 047V Ag2C03(s) + 2¢e < > 2Ag(s) + CO32- (15)

- Oxydant = NaClO,, réaction de Dalcanale

La réaction de Dalcanale permet, de facon relativement douce, d'oxyder les aldéhydes et
aldéhydes o,B-insaturés en acides carboxyliques sans oxyder les doubles liaisons [140-142].
De plus, cette réaction a déja été utilisée pour l'oxydation de l'acyclorétinal en acide
acyclorétinoique [70]. C’est une méthode tres utilisée dans le milieu industriel car les
réactions sont assez rapides, les réactifs peu coliteux et les conditions opératoires faciles a
mettre en ceuvre. Le mécanisme de cette réaction n’a pas été expérimentalement démontré

mais deux mécanismes simplifiés probables peuvent étre proposés (eq 16 et 17) :

Mécanisme 1 :

\

H
( o NaH,PO, j’h \(
e { +HCI  (16)

o
(0]
> | —— M +HOCI —
Rigz M £ BuOH/H,0 (oS Fia™ oM
€]

Pour le mécanisme proposé (eq 16), il y aurait dans un premier temps une addition de 1'anion
chlorite sur la fonction aldéhyde électrophile. L’ouverture de la double liaison du carbonyle
conduit a la formation d'un oxy-anion qui se protone en présence de NaH,PO,. Dans un
deuxieme temps, I’intermédiaire tétraédrique se décompose avec PB-élimination de HOCI

(piégé par époxydation de 2-méthylbut-2-eéne en exces) et formation de 1’acide carboxylique.
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Mécanisme 2 :

T

€] (6]
(0] (0] - _
C)k . g oD — oy +CIOT s 0{ +Cl (17)
H

Pour ce deuxieme mécanisme (eq 17), apres addition de l'anion chlorite sur le carbone de
I’aldéhyde et ouverture de la double liaison, 1'oxy-anion formé arrache le proton voisin et

enclanche I’élimination de 1’anion hypochlorite.

Oxydation de 21 via la réaction de Dalcanale :
Lors de la mise en présence de 1'oxydant NaClO, et de 1'aldéhyde polyconjugué 21, le milieu
réactionnel a tres rapidement évolué du rouge vif au jaune pale, ce qui suggere une perte de

conjugaison. Nous pouvons penser que plusieurs doubles liaisons ont été oxydées.

- Oxydant = CrOs/H,SOy, réactif de Jones

L'échec des réactions d'oxydation précédentes nous a conduit a essayer une réaction plus

traditionnelle, la réaction de Jones, faisant intervenir du trioxyde de chrome dans une solution
aqueuse d’acide sulfurique. Dans ce milieu, 1'aldéhyde s'hydrate pour former un diol géminé.
Ce dernier vient s'additionner sur le trioxyde de chrome pour former un chromate d'ester qui

se décompose pour générer 1’acide carboxylique et du chrome IV (eq 18).

H

® o)
0]
o H,O OH 0= [l _OH o o
N e I GOS0 @Cf\\o_. & CrIl (18)
Ry "H ——» Rg OH ——2 ° & /P) Rie” “OH T 1o “on
H
OH Rio™ o
P
R10 OH

Lors de la mise en présence du réactif de Jones et de 1'aldéhyde polyconjugué 21, le milieu
réactionnel a treés rapidement évolué du rouge vif au jaune pale. Nous pouvons penser qu'il

s'est produit une oxydation de plusieurs doubles liaisons.
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- réaction de Cannizaro

Cette derniere (eq 19) consiste en la dismutation en présence d'un exces de base forte d'un

aldéhyde en alcool et anion carboxylate correspondants.

S}
0 0 o o

o
f (Co D)
)QH > R)<(:H R1o)k|'| > R)kOH + Rm) > )J\ + ) (19)

Rio

10 U 10
HO )

S)

Il n'y a pas eu de réaction entre la soude et le composé 21

-Oxydant = KCN/MnQO»/MeOH, réaction de Corey

Nous avons essayé d'oxyder I’aldéhyde 21 en ester méthylique via la réaction de Corey [143].
Ce dernier pourra ensuite €tre saponifié pour obtenir 1’acide carboxylique. La réaction de
Corey (eq 20) consiste en 1'addition de cyanure sur un aldéhyde en milieu acide pour former
une cyanohydrine, qui est ensuite oxydée par MnO; en a-cétonitrile. Ce dernier, en présence

de méthanol, forme un ester méthylique avec élimination de cyanure.

KCN/AcOH MnO, MeOH
o OH o o (20)

»
»

|

Ry H Ryg CN Rig CN Rig OMe

La réaction fit aussi un échec, il s'est formé de multiples produits excepté le composé 22

désiré.
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3.3.5) Tout-(E)-4,9,13,17,21-pentaméthyldocosa-2,4,6,8,10,12,14,16,20-
nonénoides (apo-10"-bycopénoides).

OEt

0
eo~g L 6
Et0 °

tBuOK, THF OEt
O\\\\\O #0\\\\\0
R =38%
3 23
NS N SN
P+Ph;
MeSO;” R=18%
1,3 équiv MeONa
CH,Cl,
v
OEt
S NG G e T S N XN NN o
R=31%
, 24
2,5 équiv DIBA-H
THF 23 équiv NaOH
N SN T NN oH R=55% EtOH
26 v
OH
21 équiv MnO, X NV 2 T8 T Tt
R=44% AcOEt
25
v H
S X XN NS o
27

Le composé 23 est obtenu avec un rendement de 38% par simple couplage HWE entre 6 et le
dialdéhyde 3. Le couplage de Wittig entre 1’aldéhyde 23 et I'ylure du mésylate de
phosphonium 2 conduit a I’ester éthylique 24 avec un rendement de 18%. Notons que ce
dernier n’a pas été sujet a la transestérification qui s’était produite dans les mémes conditions
avec 17.

L'acide 25 est obtenu par saponification de l'ester 24 dans un exces de soude éthanolique avec
un rendement de 55% apres acidification et cristallisation. L'alcool 19 est obtenu par
réduction de I’ester éthylique 24 avec un rendement de 31%. Ce dernier est oxydé par MnO,

pour produire 1'aldéhyde 27 avec un rendement de 44%.
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3.4) Stratégie d'identification des apo-lycopénoides par résonance

magnétique nucléaire (RMHN)

L'identification par résonance magnétique nucléaire (RMN) des apo-lycopénoides est une
tache difficile compte tenu de la présence de nombreuses doubles liaisons conjuguées dans
cette famille de molécules. Cette identification doit confirmer non seulement le squelette
hydrocarboné des molécules, mais aussi la diastéréoisomérie, c'est-a-dire la configuration (2)
ou (F) de chaque double liaison.

Six expériences de RMN complémentaires (RMN homonucléaire, hétéronucléaire, mono- ou
bidimensionnelle (a titre d’exemple, RMN complete de 18 annexe 1-6)) ont été effectuées afin
d'attribuer les déplacements chimiques et constantes de couplage de chacun des atomes H et C

des composés synthétisés.

3.4.1) Les expériences RMN

3.4.1.1) La RMN Homonucléaire
-RMN ID de 'H

La RMN du proton en mode 1D est la premiere approche pour la détermination de structures.
Chaque proton de la molécule est caractéris€ par son déplacement chimique et par sa
multiplicité issue des couplages scalaires (spin-spin) entre deux protons en 37 (deux protons
portés par deux carbones vicinaux), voire en ’J (deux protons diastéréotopiques portés par un
méme C). Les constantes de couplage nous donnent aussi des informations intéressantes sur

I'environnement du proton (conformation, diastéréoisomérie).

- COSY (COrrelated SpectroscopY)
L'expérience 2D COSY montre les couplages scalaires entre les protons, principalement en 3]
mais aussi en 2J (deux protons géminés) voire a longue distance (‘D). Cette expérience permet
de déterminer 1’environnement de chaque proton de proche en proche tout au long de la

molécule.
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- NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY)
L'expérience NOESY est une analyse 2D de choix pour confirmer la structure spatiale de la
molécule (conformation, configuration). En effet, elle établit des corrélations de type
couplage dipolaire (n’impliquant pas les électrons des liaisons) entre deux protons proches

dans 1'espace.

- DEPT 135 (Distortionless Enhanced Polarisation Transfert)
L'expérience DEPT 135 est une analyse apparentée a la RMN de BC mais qui a pour avantage
de distinguer les divers types de carbones en fonction de leur couplage aux protons qu’ils
portent. Ainsi, les carbones primaires et vinyliques apparaissent du coté positif du spectre

alors que les carbones secondaires et quaternaires apparaissent du coté négatif du spectre.

3.4.1.2) La RMN hétéronucléaire

- HSQC (Heteronuclear Single Quantum SpectroscopY)
Dans I'analyse 2D HSQC, la premiere dimension présente les déplacements chimiques des
protons et la deuxieéme dimension ceux des carbones auxquels ils sont directement liés. Cette
analyse donne donc les corrélations 'J proton - carbone. Elle permet donc d'attribuer aisément
le déplacement chimique des carbones a partir des déplacements chimiques des protons

préalablement déterminés. Cette technique ne permet pas d'identifier les carbones quaternaires

car par définition ils ne portent pas de proton.

- HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence)
C'est également une expérience 2D portant les mémes axes que HSQC. Cette analyse est
complémentaire a HSQC car elle donne les couplages scalaires entre un proton et les carbones
en 2J, °J et *J. Elle permet souvent d'attribuer les déplacements chimiques des carbones

quaternaires mais aussi de confirmer 1'enchainement des carbones présents sur la molécule.
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3.4.2) Stratégie d'attribution.

La multiplicité des protons et carbones vinyliques mais aussi des groupements méthyles rend
difficile I’interprétation des spectres des apo-lycopénoides. Il est donc nécessaire d'adopter
une stratégie cohérente pour combiner les données RMN, les données de la littérature [21] et
les informations issues des données expérimentales complémentaires (spectres de masse,
spectres UV-visible...).

Prenons pour exemple 1'acide de chacune des familles d'apo-lycopénoides synthétisés. Cette

stratégie est similaire pour les molécules d'une méme famille.

3.4.2.1) La famille tout-(E)-3,7,11-triméthyldodéca-2,4, 6,10-tétraénoides

(apo-11-Lycopénoides) : [acide carboxylique 10.

-RMN du'H
Le proton H-C(2) correspond au seul singulet intégrant pour 1 proton et présent dans la zone
vinylique du spectre ; il est donc identifié a 5,77 ppm. Le doublet 2 6,21 ppm avec J = 15,1 Hz
correspondant a une corrélation scalaire entre deux protons vinyliques en position (E) ; ce
doublet est attribué au proton H-C(4). Cette derniere constante de couplage est retrouvée pour
le proton H-C(5) dont le signal est de type dd (J = 10,9 et 15,1 Hz) a 6,90 ppm. Le doublet a
5,98 ppm et J = 10,9 Hz est alors attribué a H-C(6). Le dernier signal vinylique du spectre est
un multiplet correspondant a H-C(10) a 5,09 ppm. Le multiplet a 2,13 ppm intégrant pour 4
protons correspond a H,C(8 et 9). Le méthyle H;C-C(3) en B de la fonction acide
carboxylique est le plus déblindé€ et résonne a 2,34 ppm. Par effet de la conjugaison H3C-C(7)
est lui aussi déblindé, bien que plus faiblement, et résonne a 1,85 ppm. Enfin, nous pouvons
attribuer H3C-C(11) au singulet a 1,61 ppm et H3C(12) au singulet a 1,69 ppm car H;C-C(11)

est en cis par rapport a la chaine hydrocarbonée donc plus blindé.
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- RMN du °C

Les signaux des 13C sont attribués a partir du spectre HSQC pour les Be ayant une corrélation
scalaire 'J avec un ou plusieurs protons et a partir du spectre HMBC pour les carbones
quaternaires.

Ainsi, les protons identifiés précédemment permettent d’identifier les carbones qui les portent.
Les déplacements chimiques en ppm sont les suivants: 14,2 (H;C-C(3)) ; 17,4 (H3C-C(7)) ;
17,9 (HsC-C(11)) ; 25,9 (C(12)) ; 26,6 (C(9)) ; 40,4 (C(8)) ; 117,1 (C(2)) ; 123,7 (C(10)) ;
125,0 (C(6)) ; 132,2 (C(5)) et 133,4 (C(4)). Les carbones quaternaires sont déterminés grace
aux corrélations scalaires en J du spectre HMBC entre les protons portés par le groupement
méthyle et le carbone quaternaire qui porte ce dernier. On peut donc attribuer C(11) a 132,2
ppm, C(7) a 145,0 ppm et 155,9 ppm pour C(3). Le carbone de I'acide carboxylique C(1) est
le plus déblindé du spectre BC et résonne a 172,0 ppm.

3.4.2.2) La famille tout-(E)-5,9,13,17-tétraméthyloctadéca-2,4,6,8,10,12,16-
heptaénoides (apo-14’-lycopénoides) : [acide carboxylique 18.

15 11 3 OH

7
NN N U U AN o
18 16 14 12 10 8 6 4 2!

- RMN de 'H
Nous pouvons attribuer avec certitude le signal de type dd (J = 14,9 et 12,1 Hz) a 7,79 ppm au
H-C(3), ce signal étant le plus déblindé par conjugaison avec le groupement CO,H. Les deux
constantes de couplage sont respectivement retrouvées pour le doublet (J = 14,9 Hz) a 5,88
ppm que nous pouvons attribuer a H-C(2) et le doublet (J = 12,1 Hz) a 6,24 ppm que nous
pouvons attribuer a H-C(4).Ces attributions sont confirmées par les corrélations COSY entre
les trois signaux. L'enchainement des protons en couplage 3] étant interrompu par la présence
du carbone quaternaire C(5), nous pouvons attribuer H-C(6) au signal a 6,36 ppm a 1'aide de
la corrélation NOESY. Puis le COSY nous permet a nouveau d'attribuer les protons de proche
en proche grice aux couplages 37 H-C(7) 2 6,85 ppm et H-C(8) a 6,19 ppm. Ces attributions
sont corroborées par le spectre 1D du proton qui présente un doublet (J = 15,0 Hz) a 6,36 ppm
pour H-C(6), un doublet de doublets (J = 15,0 Hz et 11,4 Hz) pour H-C(7) et un doublet (J =
11,4 Hz) pour H-C(8). Le spectre du proton ne comprend plus que deux doublets et un
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doublet de doublets résolus dans sa zone vinylique. On peut donc attribuer le dd (J = 15,0 Hz
et 11,0 Hz) a 6,57 ppm a H-C(11), le doublet (J = 15,0 Hz) a 6,25 ppm a H-C(10) et le doublet
(J = 11,0 Hz) a 5,96 ppm a H-C(12). Ces attributions sont confirmées par les corrélations
COSY entre les trois signaux. Le spectre 1D du proton présente également un multiplet a 2,12
ppm intégrant pour 4 protons qui peut étre attibué a H,C(14 et 15). Le dernier signal non
attribué de la zone vinylique est un multiplet a 5,11 ppm qui correspond a H-C(16). Les
protons des groupements méthyles sont attribués via le spectre NOESY. H-C(16) a 5,11 ppm
correle avec H3C(18) qui résonne a 1,69 ppm. La corrélation NOE entre le signal de H-C(11)
a 6,57 ppm et les singulets a 1,83 ppm et 1,99 ppm et celle entre le signal de H,C(14 et 15) a
2,12 ppm et les singulets a 1,62 ppm et 1,83 ppm nous permettent de d’attribuer H;C-C(17) a
1,62 ppm, H3C-C(13) a 1,83 ppm et H;C-C(9) a 1,99 ppm. Enfin, H-C(7) est en corrélation
NOE avec H;C-C(9) a 1,99 ppm et un 2° signal a 2,08 ppm que 1'on peut attribuer a H;C-C(5).
Ces attributions sont corroborées avec les corrélations allyliques ] du COSY, par exemple
entre H-C(12) a 5,96 ppm et H;C-C(13) a 1,83 ppm.

Toutes ces corrélations NOESY entre groupements méthyles et protons vinyliques, ainsi que
celles établies entre les protons 12 et 10, 10 et 8, 8 et 6, 6 et 4 et enfin 4 et 2 confirment bien

les configurations (2E), (4E), (6E), (8E), (10E), (12E) et (16E) de la chalne polyénique.

- RMN de "°C
L'attribution complete du spectre proton permet d'attribuer facilement les déplacements
chimiques des carbones qui les portent via le spectre HSQC. On en déduit les attributions
suivantes (en ppm): 13,2 (H3C-C(9)) ; 13,4 (H:C-C(5)) ; 17,2 (H3C-C(13)) ; 17,9 (H3C-C(17))
; 25,9 (C(18)) ; 26,8 (C(15)) ; 40,4 (C(14)) ; 119,3 (C(2)) ; 124,0 (C(16)) ; 125,8 (C(12)) ;
126,4 (C(11)) ; 128,5 (C(4)) ; 129,3 (C(7)) ; 130,8 (C(8)) ; 135,1 (C10)) ; 136,0 (C(6)) ; 142,8
(C(3)). Ces données sont corroborées par le spectre DEPT 135. Le carbone C(1) étant le plus
déblindé, nous pouvons lui attribuer le signal a 172,8 ppm correspondant a la zone des acides
carboxyliques. L'analyse du spectre HMBC nous permet d'attribuer les carbones quaternaires
via les corrélations *J avec les protons portés par les groupements méthyles. Les protons H;C-
C(17) a 1,62 ppm correlent avec les carbones vinyliques a 124,0 ppm (précédement attribué a
C(16)) et 132,0 ppm ; ce dernier déplacement chimique peut donc étre attribué a C(17). Avec
le méme raisonnement, nous pouvons attribuer C(13) a 140,8 ppm, C(9) a 139,1 ppm et C(5)

a 145,8 ppm.
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3.4.3.3) La famille tout-(E)-4,9,13,17,21-pentaméthyldocosa-
2,4,6,8,10,12,14,16,20-nonénoides (apo-10’-Lycopénoides) : Lacide

carboxylique 25.
19 15 11 7 5 3 oH
N NN AN
10
22 20 18 16 14 12 10 8 6 2
-RMN de 'H

Nous pouvons attribuer a H-C(3) le signal le plus déblindé (d, J = 15,5 Hz) a 7,46 ppm. La
constante de couplage est retrouvée dans le doublet a 5,87 ppm qui correspond donc a H-C(2).
Ces attributions sont corroborées par les corrélations COSY entre ces deux protons. La
corrélation NOE entre 7,46 ppm et 6,56 ppm nous permet d’attribuer a H-C(5) le signal a 6,56
ppm. Les couplages scalaires du spectre COSY permettent l'attribution de H3C-C(4) a 1,94
ppm (couplage ) puis successivement de H-C(6) a 6.59 ppm, H-C(7) a 6,80 ppm et H-C(8) a
6.27 ppm (couplages ’7). Ce dernier est en couplage *J avec H3C-C(9) 2 2,01 ppm. Le spectre
NOESY nous permet d’attribuer H-C(10) a 6,35 ppm. Les corrélations 3] successives du
spectre COSY donnent alors H-C(11) a 6,72 ppm et H-C(12) a 6,19 ppm. Ces données sont
confirmées par le spectre du proton qui présente un doublet (J = 14,8 Hz) a 6,35 ppm (H-
C(10)), un dd (J = 11,5 et 14,8 Hz) a 6,72 ppm (H-C(11)) et un doublet (J = 11,5 Hz) a 6,19
ppm (H-C(12)). Grace a la corrélation COSY de type *J entre les signaux a 6,19 ppm et 1,98
ppm, nous pouvons attribuer H3C-C(13) a 1,98 ppm. Le spectre NOESY attribue H-C(14) a
6,25 ppm (corrélation avec H-C(12)) puis par corrélations COSY successives H-C(15) a 6,52
ppm et H-C(16) 2 6,95 ppm. La corrélation *J du spectre COSY avec ce dernier donne H;C-
C(17) a 1,82 ppm. Les similitudes structurales entre les séries apo-10’ et apo-14’ permettent
de transposer les attributions de 1'acide apo-14'-lycopénoique a 1’acide apo-10'-lycopénoique.
Nous pouvons donc proposer les attributions suivantes : HyC(18 et 19) a 2,12 ppm, H-C(20) a
5,11 ppm, H3C-C(21) a 1,62 ppm et H;C(22) a 1,69 ppm. Les corrélations NOESY entre
H3C(22) et H-C(20), H-C(16) et H-C(14), H-C(14) et H-C(12), H-C(12) et H-C(10), H-C(10)
et H-C(8), H-C(8) et H-C(6), H-C(6) et H3C-C(4), H;C-C(4) et H-C(2) confirment la

configuration toute (E) de 1’acide 25.
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- RMN de °C

Comme pour l'acide 18, 'attribution des signaux des protons permet d'attribuer facilement les
déplacements chimiques des carbones qui les portent par analyse du spectre HSQC. On en
déduit les attributions suivantes (en ppm) : 12,7 (H;C-C(4)) ; 13,1 (H3C-C(9)) ; 13,1 (H5C-
C(13)) ; 17,1 (H;C-C(17)) ; 17,8 (H3C-C(21)) ; 25,8 (C(22)) ; 26,8 (C(19)) ; 40,4 (C(18)) ;
115,3 (C(2)) ; 124,1 (C(20)) ; 125,5 (C(15)) ; 125,8 (C(16)) ; 126,8 (C(11)) ; 128,7 (C(6)) ;
131,4 (C(12)) ; 131,9 (C(8)) ; 134,7 (C(7)) ; 135,4 (C(14)) ; 137 (C(10)) ; 140,6 (C(5)) ; 151,1
(C(3)). Ces données sont corroborées par le spectre DEPT 135 via le déplacement chimique et
le signe des signaux. Le carbone C(1) étant le plus déblindé, nous pouvons lui attribuer le
signal a 172,6 ppm. L’analyse du spectre HMBC nous permet d'attribuer les carbones
quaternaires via les corrélations ’J avec les protons des groupements méthyles. Ainsi, en
utilisant la méme stratégie que pour l'acide apo-14'-lycopénoique, nous pouvons proposer les
attributions suivantes : 131,9 ppm a C(21), 140,2 ppm a C(17), 137,7 ppm a C(13), 139,6 ppm
aC(9) et 133,4 ppm a C(4).
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3.5) Conclusions / Perspectives

- Conclusions

Afin d'identifier les produits d'oxydation et potentiels métabolites du lycopene dans des tissus
et fluides biologiques complexes et étudier leurs propriétés ; il a été nécessaire de préparer en
quantités suffisantes certains de ces composés par synthese chimique. Nous avons opté pour
des syntheses convergentes avec élongation de la chaine carbonée par formation de doubles
liaisons C-C via les réactions de Wittig et HWE. Toutes les molécules ciblées ont été
obtenues, excepté 1’acide 22 dont la synthese est encore a I’étude. La deuxieme étape consiste
en la caractérisation complete des molécules obtenues par syntheése. La masse molaire exacte
de chaque composé a été obtenue par spectrométrie de masse a haute résolution (SMHR). La
structure et la configuration de chaque composé ont été établies sans ambiguité par RMN
homonucléaire et hétéronucléaire. Enfin, la pureté des composés et certaines caractéristiques
supplémentaires (spectres d’absorption, fragmentation) ont été obtenues par analyse CLHP
couplée a une double détection par spectroscopie UV-visible a barrettes de diodes et
spectrométrie de masse en mode electrospray.

Dans la suite de ce travail, les propriétés antioxydantes des composés synthétisés ainsi que

leurs affinités pour la sérum albumine humaine seront étudiées.

- Perspectives

L'acide apo-12'-lycopénoique reste a synthétiser. La transformation chimique de l'apo-12'-
lycopénal en acide apo-12'-lycopénoique ayant échoué, il faudra mettre en oeuvre une autre
stratégie. La tentative d’oxydation d’un des deux groupements CHO de 3 produit un mélange
difficile a purifier de composé de départ et de produits mono- et di-oxydés. Par ailleurs, il est
alors possible d'envisager la voie de synthese ci-dessous (schéma 27) qui implique une double
protection de 3 puis une hydrolyse sélective d’un des deux acétals [84]. L'aldéhyde ainsi
libéré serait oxydé en acide carboxylique ou en ester méthylique selon I’'un des protocoles
présentés dans la partie 3.3.4. Ce dernier serait ensuite couplé avec le mésylate de
phosphonium par réaction de Wirtig pour 1'obtention de I'acide 22 ou de I'ester méthylique

correspondant, ce dernier restant a saponifier pour l'obtention de 22.
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Mono-

Diacétalisation /j\ hydrolyse [84]
OMO \H\/\/\H\ MO
——
3 Etape critique
Oxydation Hydrolyse
OH(Me) OH(Me)
» OM@ > OWO
@
Couplage
N NN .
P*(Ph)s
MeSOy™
2
v
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22

Schéma 27 : voie de synthese possible pour l'obtention de 22
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Chapitre 4

Etude de Pouvoir
antioxydant

Dans cette quatrieme partie, apres avoir défini le processus de
peroxydation [lipidiqgue de [acide [linoléique initié par les
métalloporphyrines (metmyoglobine dans notre étude) nous discuterons
les résultats des mesures de la capacité antioxydante des apo-

[ycopénoides synthétisés.
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IV) Etude de pouvoir antioxydant des [ycopénoides.

Le tractus digestif peut €tre un site important de stress oxydant en relation avec 1’alimentation
[144]. Par exemple, I’acidité du compartiment gastrique et I’ingestion de fer héminique
(notamment apporté par les viandes rouges) créent des conditions oxydantes pour les lipides
insaturés de I’alimentation. Les produits d’oxydations formés (hydroperoxydes, aldéhydes)
sont partiellement biodisponibles et potentiellement toxiques en raison de leur caractere
oxydant et/ou électrophile. Une alimentation riche en fruits et Iégumes, notamment en tomate
et produits dérivés, fournit divers antioxydants comme les polyphénols et les caroténoides
[145] qui sont susceptibles d’atteindre le compartiment gastrique en concentration suffisante
pour inhiber la peroxydation lipidique ainsi que les dommages cellulaires qu’elle peut
entrainer [27, 146]. Deux métabolites du lycopene, 1’apo-6'-lycopénal et 1’apo-8'-lycopénal,
initialement présents dans la tomate, pourraient aussi intervenir dans ce processus [147].

En outre, il est envisageable que certaines molécules synthétisées telles que l'apo-14'-
lycopénal et 1'apo-10'-lycopénal puissent se former par dégradation oxydante du lycopene, soit
pendant les procédés de transformation pour la préparation de produits dérivés de tomate, soit
directement dans le tractus digestif avant absorption. De ce fait, on se propose d'évaluer la
capacité antioxydante des produits d'oxydation synthétisés au laboratoire et d'établir une

relation structure/activité.

4.1) La peroxydation lipidique
4.1.1) Mécanisme de la peroxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI)

La peroxydation lipidique est un phénomene physiologique normal qui intervient dans la
production de métabolites importants pour la signalisation cellulaire (prostaglandines,
leucotrienes). Cependant, dans des conditions de stress oxydant correspondant a une
surproduction de radicaux libres, ce phénomene peut étre préjudiciable pour divers systemes
biologiques possédant des lipides polyinsaturés tels que les membranes cellulaires et les

lipoprotéines du sang. Ces réactions peuvent constituer les premieres étapes du
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développement des maladies cardiovasculaires (athérosclérose). Elles sont aussi impliquées
dans le processus de vieillissement, le cancer, la cataracte, 1’arthrite et certaines maladies
neurodégénératives [148].

La peroxydation lipidique se déroule selon un mécanisme radicalaire en chaine typique qui
comporte les trois étapes suivantes : l'initiation (ou amorcage), la propagation et la

terminaison

Initiation : formation de radicaux libres en présence d’un initiateur.

Dans les aliments ou dans le tractus digestif, les principaux agents responsables de I’amorcage
de l'autoxydation des lipides sont les ions de métaux de transition (y compris les
métalloprotéines) d’origine endogene ou exogene (contaminants métalliques) et la lumiere
UV. Dans le cas de la metmyoglobine MbFe(III) (annexe 7), I’une des principales formes de
fer alimentaire (fer héminique), la réaction d’amorcage implique des traces de peroxyde
d’hydrogene ou d’hydroperoxydes lipidiques (eq 21) pour générer des especes tres réactives
(forme hypervalente du fer, radical oxyl ferryl) responsables de I’attaque oxydante sur la

molécule d’acide gras poly-insaturé (eq 22-23) :

Etape 1 de I’initiation ~ MbFe(IIl) + LOOH > MbFe(IV)=0 + LO* (21)

Etape 2 de I’initiation LH + LO > L’ +LOH (22)

LH + MbFe(IV)=0 > MbFe(II[)-OH + L’ (23)

Le schéma 28 représente I’étape 2 de l'initiation détaillée dans le cas de 1’acide linoléique,
AGPI de type C18:2 w-6 (le premier carbone insaturé est le 6° a partir du début de la chaine
carbonée). En effet, ’acide linoléique possede deux atomes d’hydrogene bis-allylique qui
peuvent étre arrachés par une espece oxygénée réactive (EOR) durant la phase d’initiation. Le
radical pentadiényl formé est stabilis€é comme le montrent ses trois formes mésomeres

(schéma 28).
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Acide linoléique C18:2 (LH)

HacmCOOH
4 H H 7

LO ou MbFe'V=0
£» LOH ou MbFe"-OH

H.C ——_ = H3C — — COOH MCOOH
¢ MCOOH > m7 —> LU
H

7

3 formes mésomeres du Radical L

Schéma 28 : amorcage de la peroxydation de I’acide linoléique induit par la metmyoglobine

Propagation : production auto-entretenue de radicaux libres

Etape 1 de la propagation L +0, > LOO (24)

Etape 2 de la propagation LOO + LH > L  + LOOH (25)

La premiere étape (eq 24) consiste en la réaction entre le radical pentadiényl (L") et O,, lui-
méme un diradical, ce qui fait de ce processus une réaction tres rapide contrdlée par la
diffusion.

Dans la deuxieme étape (eq 25), le radical LOO" formé est assez réactif pour attaquer une 2°™
molécule d’acide linoléique LH bouclant ainsi le cycle de propagation (schéma 29). Les
hydroperoxydes formés sont un mélange de régioisomeres 9 et 13 et de diastéréoisomeres

(Z,E) et (E,E) (figure 24).

80



Terminaison :

Chapitre IV : Pouvoir antioxydant

— COOH
H30M7

—_; COOH
HaC X
3 4 7 02
N .
OH Propagation
HaCoy y == —_; COOH —_,COOH
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4 H™ TH 7 7
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Schéma 29 : processus de propagation lors de la peroxydation de I’acide linoléique

ZetE ZetE
HaC — 9 13 - COOH
s MCOOH HaC U
4 5 7 S 7
“OH “OH

Figure 24 : structure des hydroperoxydes formés lors de la peroxydation de I’acide linoléique

combinaison des radicaux libres aboutissant a la formation de produits non

radicalaires stables (schéma 30).

2L000 —» produits non radicalaires (LOH, composés carbonylés) via un
intermédiaire de type LOO-OOL instable, qui se décompose en

éliminant H,O, ou O, (schéma 30).
2CH H,0
2 /E +
#QH y QT —_— o 207
0/\97010 >: + . 0
0
A e —— o >

Schéma 30 : décomposition des tétraoxydes initialement formés dans la phase de terminaison

Outre les hydroperoxydes (LOOH), des alcools (LOH), des composés carbonylés (L=0), des

époxydes et des produits de coupure de la chalne hydrocarbonée peuvent également étre

formés, notamment 2 partir des radicaux LO®.
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4.1.2) Inhibition de la peroxydation lipidique par les antioxydants

Un antioxydant est défini comme « toute substance qui, présente en faible concentration
relativement a celle d’un substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement 1’oxydation de
ce substrat » [149].

Typiquement, un antioxydant est une espece réductrice qui entre en compétition avec le
substrat oxydable (I'acide linoléique dans notre modele) pour réagir rapidement avec les
especes initiatrices et/ou propagatrices de 1’oxydation. Dans ce processus, 1’antioxydant est
converti en produits d’oxydation stables.

Dans ce travail, la méthode utilisée pour évaluer le pouvoir antioxydant s’appuie sur un
modele d’inhibition de la peroxydation des lipides polyinsaturés approchant les conditions
gastriques.

L’étude physico-chimique détaillée [28] d’un cas simple (micelles d’acide linoléique et de
tween 20) montre que la peroxydation lipidique peut-€tre inhibée différemment par les
antioxydants selon leur caractere lipophile-hydrophile. Les antioxydants hydrophiles tels que
les composés phénoliques agissent dans la phase aqueuse par réduction du fer hypervalent au
sein de la cavité de I’heme et inhibent donc 1'étape d'initiation de la peroxydation lipidique.
Les antioxydants lipophiles interviennent dans la phase lipidique en réduisant (voire en
additionnant dans le cas des caroténoides) les radicaux peroxyles (LOO") qui diffusent hors de
I'heme. Ces antioxydants, qualifiés de ‘briseurs de chalnes’, inhibent donc la phase de

propagation.

4.2) Modélisation chimique de la peroxydation lipidique dans le tractus
digestif

- Principe de la méthode : l'acide linoléique (0,7 mM) est solubilisé dans un tampon
phosphate a pH 5,8 contenant I'agent tensio-actif tween 20 (2 mM). La metmyoglobine en
faible concentration (0,1 uM) est choisie comme initiateur de la peroxydation. L'antioxydant
est ajouté au milieu réactionnel pour atteindre une concentration finale comprise entre de O et

10 pM.
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Les études cinétiques consistent a enregitrer les changements spectraux entre 200 et 700 nm
en fonction du temps. La croissance de 1'absorbance a 234 nm correspondant a I'accumulation
des dienes conjugués (LOOH) au cours du temps est suivie en absence ou présence
d’antioxydants a plusieurs concentrations.

Les antioxydants testés dans notre modele, les apo-lycopénoides et le lycopene, absorbent
dans le domaine visible (excepté les apo-11-lycopénoides qui absorbent dans 1'UV), ce qui

permet de suivre commodément leur consommation au cours de la peroxydation.

- Pertinence nutritionnelle d’un effet antioxydant dans le tractus digestif : durant un
repas, un homme absorbe en moyenne une dizaine de milligrammes de caroténoides par jour
[35]. Si ce repas comporte des tomates ou produits dérivés, le caroténoide majoritaire sera le
lycopeéne. Il a été estimé que la concentration de lycopene dans le tractus digestif apres un
repas peut atteindre 50 uM [145]. Cette concentration diminue au cours du temps jusqu'a
atteindre 10 uM apres trois heures de digestion. Ces quantités paraissent suffisantes pour
envisager une action antioxydante bénéfique du lycopene dans le tractus digestif. A contrario,
la concentration plasmatique de lycopene est inférieure a 1 uM [23], ce qui est sans doute trop

faible pour qu’un effet antioxydant significatif se manifeste apres absorption intestinale.

- Acide linoléique C18 : 2 : les lipides alimentaires sont principalement apportés sous forme
de triglycérides (85 a 95% des lipides). Le recours a un acide gras libre, 1'acide linoléique, est
donc un des aspects simplificateurs de notre modele qui a 1’avantage de conduire a des
solutions micellaires transparentes permettant d’effectuer des mesures directes au
spectrophotometre des dienes conjuguées formés lors de la peroxydation. Il faut cependant
noter que la digestion des triglycérides débute deés 1’estomac grace a la lipase gastrique, de
sorte que de faibles concentrations d’acides gras libres sont présentes en ce site. Par ailleurs,
un nouveau modele a base d’émulsions de triglycérides stabilisées par des phospholipides
et/ou des protéines alimentaires est en cours de développement au laboratoire pour se

rapprocher des conditions du tractus digestif [150].
- pH 5,8 : a jeun, le pH du milieu gastrique est treés faible (pH < 2). Par contre, le pH moyen

d'un repas est quasi neutre. De ce fait, apres ingestion d'un repas, le pH gastrique se situe

typiquement entre 5,4 et 6,2 en début de digestion [145].
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- 37°C : cette température correspond a la température intrinséque du corps humain.

- Tween 20 : le tween 20 est un tensio-actif non ionique (polyéthyléne glycol sorbitan mono
laurate) qui permet de solubiliser le lycopénoide ainsi que l'acide linoléique dans le milieu

modele aqueux.

- Metmyoglobine : la myoglobine (MbFe") est une protéine contenant un cofacteur hématine
(porphyrine de Fe™") qui permet le transport intracellulaire du dioxygene dans les tissus

I .
), qui s’accumule dans le muscle

musculaires. Sa forme oxydée, la metmyoglobine (MbFe
apres abattage de 1’animal et dans la viande lors de la cuisson, est capable d'initier

efficacement la peroxydation lipidique [28].

- O, : des études in vitro [151] et in vivo chez l'animal [152-153] ont démontré que le

compartiment gastrique peut étre considéré comme un milieu aérobie.

- Antioxydants : les molécules étudiées sont les apo-11-lycopénoides, apo-14’-lycopénoides,
apo-10’-lycopénoides, 1'apo-12’-lycopénal et le lycopene, tous synthétisés lors de ce travail,
ainsi que 1'apo-8’-lycopénal fournis par la société DSM. Ces composés sont susceptibles de se
former dans la tomate (catabolisme du lycopene), lors des procédés d’élaboration de produits
a base de tomate, voire méme dans le tractus digestif en conséquence de I’autoxydation du

lycopene.
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4.3) Peroxydation de [acide linoléique initiée par la metmyoglobline et

inhibée par les apo-lycopénoides : résultats et discussion.

La figure 25 montre les évolutions spectrales observées lors de I’inhibition de la peroxydation

de I’acide linoléique par 1'acide apo-10'-lycopénoique 25.

Absorbance

0

275 335 395 { 455 515 575

Longueur d'onde (nm)

215

234 nm

Figure 25 : changements spectraux au cours de la peroxydation de l'acide linoléique initiée
par la metmyoglobine en présence d'acide apo-10"-lycopénoique 25 a 10 uM.

La croissance de I'absorbance a 234 nm correspond a la formation des hydroperoxydes de
l'acide linoléique. On constate qu'au temps initial (avant 1'addition de l'initiateur) 1'absorbance
a 234 nm est de I'ordre de 0,5, ce qui traduit la présence d’hydroperoxydes en faible
concentration (de ’ordre de 20 uM, soit environ 3% de la concentration totale de lipide) en
provenance de 1’échantillon commercial d’acide linoléique. Ces contaminants jouent un rdle

clé dans I’initiation de la réaction (schéma 28). L'absorption a 440 nm est caractéristique de
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I'acide apo-10'-lycopénoique 25 et diminue au cours du temps jusqu'a atteindre une valeur

nulle, ce qui confirme la consommation de I’antioxydant durant la peroxydation lipidique.

Les variations de 1’absorbance a 234 nm et 440 nm en fonction du temps (figure 26) sont

déduites des spectres obtenus précédemment (figure 25) a différentes concentrations de 25.
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Figure 26 : cinétiques de peroxydation de l'acide linoléique initiée par la metmyoglobine en
présence d'acide apo-10'-lycopénoique 25 a 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 (uM) ; absorbance a 234

nm (trait plein) et a 440 nm (trait pointillé)

Plusieurs informations intéressantes peuvent en étre déduites (figure 26).

- En absence d'antioxydant (peroxydation non inhibée), la cinétique présente une seule phase

au cours de laquelle 1'absorbance a 234 nm augmente rapidement, ce qui correspond a une

forte accumulation de dienes conjugués (courbe noire [25] = 0 uM).
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- En présence d'antioxydant, on observe deux phases : une phase dite ‘de latence’ présentant
une faible augmentation de 1'absorbance a 234 nm, suivie d'une phase dite ‘de propagation’ au
cours de laquelle A(234 nm) augmente rapidement. La durée de la phase de latence pour la
formation des dienes conjugués (courbes en traits pleins) augmente avec la concentration
d’acide apo-10'-lycopénoique. En outre, 1'absorbance a 440 nm, longueur d'onde d'absorption
maximale de l'antioxydant 25, diminue pendant cette phase de latence jusqu'a atteindre une
valeur proche de zéro quand s’amorce la phase de propagation. Ainsi, la phase de latence
correspond a la période nécessaire a la consommation de I’antioxydant. Les produits
d’oxydation de 25 accumulés a la fin de la phase de latence semblent peu inhibiteurs d’ou la

reprise de la peroxydation.

- Durant la phase de propagation, la vitesse d'accumulation des diénes conjugués diminue
avec l'augmentation de la concentration d’antioxydant 25, particulierement a partir d'une
concentration de 5 uM (figure 26). Deux interprétations sont possibles : a forte concentration
d’antioxydant, une activité inhibitrice résiduelle se manifeste dans les produits d’oxydation de
I’antioxydant (figure 26). Elle serait cependant insuffisante pour prolonger la phase de latence
au dela de la consommation de I’antioxydant. Plus probablement, une dégradation oxydante
de I'heéme intervient a long terme qui se traduit par une libération de fer non héminique dans le
milieu, ce dernier étant un initiateur de peroxydation moins efficace que la metmyoglobine.
Les travaux de I’équipe ont effectivement montré une disparition rapide de la bande de Soret

(caractéristique du noyau porphyrine) au cours de la peroxydation [28].
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Les différents lycopénoides sont comparés en mesurant a différentes concentrations
d’antioxydant C, la période T nécessaire pour accumuler une concentration donnée de dienes
conjugués (par convention, concentration correspondant a une augmentation d'absorbance de

0,7 par rapport au temps 0, avant addition de metmyoglobine, figure 27).
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Figure 27 : cinétique de peroxydation de l'acide linoléique initiée par la metmyoglobine en
présence d'acide apo-10'-lycopénoique 25, calcul du parametre ICsy

La période T croit de maniere quasi-linéaire avec C. Cependant, une meilleure reproduction
des variations expérimentales est obtenue en utilisant la fonction quadratique suivante : T/T)
=1+ aC + bC* T, étant le temps nécessaire pour accumuler la méme concentration de dienes
conjugués en absence d'antioxydant (figure 28).

Par définition, le parametre ICsy est la concentration d’antioxydant correspondant a T= 2T,

On obtient donc : IC5q = (\/ (a2 + 4b) — a)/2b.
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A partir des données cinétiques (figure 27), il est possible de tracer T/Ty = f(C) (figure 28)

puis d’analyser la courbe obtenue a partir de la loi quadratique pour estimer les parametres "a"

et "b" et en déduire la valeur de ICso. Le classement des molécules en fonction de leur

capacité antioxydante est alors possible (tableau 6) : plus la valeur ICsy d'un antioxydant est

faible, plus son activité antioxydante est importante.

T/TO

Apo-10'-lycopenoic acid

11,00

10,00

9,00 -

8,00

7,00

ﬂ

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

*

0,00

1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00

Concentration pM

10,00

¢ TREL
—— TREL_CALC

Figure 28 : calcul du parametre ICsy de 25
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Dans le tableau 6 figurent également la valeur théorique de 1'énergie de la HOMO (en phase
gazeuse) de chaque antioxydant déduite d’un calcul de mécanique quantique semi-empirique.
En premiere approximation, on a : E; = -Egomo, Er étant 1’énergie d’ionisation qui mesure le
pouvoir réducteur du composé en phase gazeuse. Plus la valeur de E; est faible, plus la

molécule est réductrice.

E(HOMO) / eV
Antioxydant 1Cso / UM r sigma a)

Lycopene 2,0%* 0,9968 0,2 -1,74
Apo-8'-lycopénal 28 1,4 0,9985 0,2 -7,95
Apo-10'-lycopénal 27 2,1 0,9959 0,2 -8,02
Apo-12'-lycopénal 21 2,9 0,9979 0,5 -8,09
Apo-14'-lycopénal 20 3,5 0,9996 0,3 -8,22
Acide apo-10'-lycopénoique 25 1,7 0,9985 0,2 -8,04
Apo-10'-lycopénal 27 2,1 0,9959 0,2 -8,02
Apo-10'-lycopénoate d’éthyle 24 2,6 0,9990 0,2 -8,02
Apo-10'-lycopénol 26 12,2 0,9951 0,5 -7,84
Acide apo-14'-lycopénoique 18 1,6 0,9996 0,1 -8,25
Apo-14'-lycopénal 20 3,5 0,9996 0,3 -8,22
Apo-14'-lycopénoate de méthyle 17 3,6 0,9967 0,4 -8,21
Apo-14'-lycopénol 19 4,1 0,9971 0,1 -7,98

Apo-11-lycopénal 9 nd nd
Apo-11-lycopénol 8 11,8 0,9993 6,8 -8,40

Acide apo-11-lycopénoique 10 nd nd

Apo-11-lycopénoate d’éthyle 7 nd nd

a) Logiciel HyperChem, programme PM3
*Concentration maximale : 2,5 uM
nd : non déterminé

Tableau 6 : ICsg et énergie de la HOMO du lycopéne et des apo-lycopénoides

A partir des données du tableau 6, nous pouvons discuter les relations structure/activité

antioxydante des apo-lycopénoides.
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- Influence de la conjugaison

La capacité antioxydante des lycopénoides ne se manifeste qu’a partir d’un nombre suffisant
de doubles liaisons conjuguées. En effet, les apo-11-lycopénoides 7, 8, 9, 10 possédant trois
doubles conjuguées n’inhibent pas la peroxydation lipidique.

La comparaison des ICsy des apo-lycopénals 20, 21, 27, 28 montre une capacité antioxydante
croissante avec la conjugaison. Cette hypothese est corroborée par les valeurs décroissantes de
I'énergie d'ionisation. Les apo-lycopénals sont des molécules peu polaires qui pourraient agir
dans la phase lipidique (au sein des micelles) pour inhiber la propagation de la peroxydation
lipidique par capture directe des radicaux peroxyl lipidiques. Cette hypothese est en accord
avec l'allure des cinétiques d’inhibition (figures 26 et 27 et annexe 8) qui présentent une phase

de latence tres marquée caractéristique d'une inhibition du processus de propagation [28].

- Influence de la fonction chimique terminale

Les valeurs des ICsy calculées pour les apo-10'-lycopénoides 25, 27, 24, 26 et les apo-14'-
lycopénoides 18, 20, 17, 19 montrent que, pour une longueur de chaine hydrocarbonée
donnée, I’activité antioxydante croit dans la série alcool < ester < aldéhyde < acide
carboxylique alors que ce sont curieusement les alcools qui possedent 1’énergie d’ionisation la
plus faible. 1l est particuliecrement frappant de constater que l'apo-10'-lycopénol est un
antioxydant trés médiocre alors que c’est le plus réducteur des lycopénoides (énergie
d'ionisation minimale). On peut aussi noter que ce composé, bien que trés peu inhibiteur, est
rapidement consommé dans le milieu au profit de composés vraisemblablement inertes.
Globalement, il n’est pas possible d’interpréter la relation structure/activité sur la simple base
du pouvoir réducteur intrinseque de ces composés. En effet, la fonction terminale, dont la
polarité est trés variable, joue un role décisif dans la partition de 1’antioxydant entre phase
lipidique et phase aqueuse. Ainsi, il est probable que les aldéhydes et les esters agissent
uniquement dans la phase lipidique alors que les lycopénoides amphiphiles (alcools et surtout
acides) localisés a I’interface, peuvent également interagir avec I'initiateur. En effet, 1’acide
linoléique, lui-méme composé amphiphile a téte polaire carboxylate, peut accéder a I’heme au
cours de I’initiation de la peroxydation. Il est probable que les acides apo-lycopénoiques,
structurellement proches des AGPI, puissent en faire autant et soient ainsi capables d’inhiber

I’initiation.
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4.4) Conclusions/perspectives

N

Les apo-lycopénoides a plus de trois liaisons conjuguées sont des inhibiteurs de la
peroxydation de 1’acide linoléique induite par la metmyoglobine. L’efficacité est fonction du
nombre de doubles liaisons conjuguées ainsi que de la polarité de la fonction chimique
terminale. Globalement, il est clair que divers produits de coupure oxydante du lycopene
conservent une activité antioxydante notable, éventuellement plus forte que celle du lycopene
lui-méme, ce qui peut avoir des implications nutritionnelles intéressantes en terme de
prévention du stress oxydant dans le tractus digestif.

Des études complémentaires seraient cependant nécessaires pour confirmer les mécanismes
antioxydants a I’ceuvre :

- étude de la capacité des apo-lycopénoides les plus polaires a réduire la ferrylmyoglobine
(MbFe'V=0), I’initiateur de la peroxydation.

- analyse des produits d’oxydation des lycopénoides produits au cours de I’inhibition pour

mettre en évidence des composés susceptibles de participer a 1’activité antioxydante globale.

92



Chapitre 5

Interactions apo-
[ycopénoides/albumine du

sérum humain

Dans ce cinquieme chapitre, aprés avoir défini les caractéristiques de
Calbumine du sérum humain, nous présenterons [étude des propriétés
complexantes de [albumine du sérum humain avec les apo-14’ et apo-

10°-lycopénals et les acides apo-14’ et apo-10’-lycopénoiques.



Chapitre V' : interaction apo-lycopénoides/albumine sérum humain

V) Interactions apo-fycopénoides/albumine du sérum humain

L’albumine du sérum humain (ASH) (figure 29) est une protéine majoritaire du plasma
humain. Elle joue un role de transporteur, notamment des acides gras. Sa capacité de liaison
d’une grande variété de ligands (médicaments, micronutriments, ions métalliques...) et sa
forte concentration plasmatique en font une protéine de transport et de détoxification tres

importante pour l'organisme.

5.1) Généralités

Le sang est un tissu liquide circulant dans un espace vasculaire délimité par les cellules
endothéliales. Il est composé de cellules (érythrocytes et globules blancs), de fragments de
cellules (thrombocytes), le tout circulant dans une phase liquide appelée plasma. Le plasma a
un pH compris entre 7,35 et 7,45 ; il est composé de 92% d'eau, de petits solutés (gaz,
minéraux, nutriments) et de protéines. Par sa concentration élevée (5 g/100 mL), 1'albumine
(figure 29) représente 60% des protéines totales présentes dans la circulation sanguine. Elle
joue un role dans différentes fonctions physiologiques comme 1'homéostasie ou la fixation, le
transport et le relargage des acides gras, du tryptophane, de la thyroxine (hormone

thyroidienne) et des stéroides [154].

Figure 29 : albumine du sérum humain (ASH)
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5.2) Structure de la molécule d'albumine

5.2.1) Structure primaire

L'albumine est synthétisée par le foie puis délivrée dans la circulation sanguine ou elle reste
en moyenne 27 jours avant d'étre éliminée.

L'albumine du sérum est une protéine globulaire de 66500 Da composée de 585 acides
aminés. Dans le tableau 7 suivant sont répertoriés les acides aminés présents dans la structure

de 'albumine humaine.

Acides aminés Nombre
Acide aspartique 36
Asparagine 17
Thréonine 28
Sérine 24
Acide glutamique 62
Glutamine 20
Proline 24
Glycine 12
Alanine 62
Valine 41
Cystéine 35
Meéthionine 6
Isoleucine 8
Leucine 61
Tyrosine 18
Phénylalanine 31
Lysine 59
Histidine 16
Tryptophane 1
Arginine 24
Total 585
Masse Molaire (Da) 66438,41

Tableau 7 : composition en acides aminés de l'albumine du sérum humain
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5.2.2) Structures secondaire et tertiaire

L'albumine est composée de 67% d'hélices a, 10% de coudes P et 23% de chaines faiblement
structurées. Les 35 cystéines participent a la formation de 17 ponts disulfures qui s'établissent
au sein d'hélices o. L'albumine est de nature flexible et peut adopter rapidement différentes
conformations [155]. L'albumine est constituée de 9 boucles avec trois domaines I, II et III
homologues. Chaque domaine est composé de 10 hélices a et divisé en deux sous-domaines A
et B [156]. L'étude par diffraction X montre que 1'albumine présente une forme triangulaire en
forme de coeur de 8 nm de coté et 3 nm d'épaisseur en moyenne pour un volume moléculaire

de 88 nm’ [155, 157] (figure 30).

Figure 30 : domaines et sous-domaines de l'albumine humaine (complexé a l'acide oléique
Cl8 : 1) rouge =1, vert = II, bleu = IlI, couleurs claires = sous-domaines A, foncées = sous-
domaines B

5.3) Propriétés spectrale de lalbumine humaine

Les acides aminés responsables des propriétés spectrales de 1'albumine sont essentiellement
les résidus tryptophane (Trp ou W), tyrosine (Tyr ou Y) et phénylalanine (Phe ou F).
L'albumine humaine posseéde un seul Trp (position 214, sous-domaine I1A) ainsi que 18 Tyr.
Ces résidus sont responsables d’une absorption maximale a une longueur d’onde proche de
280 nm. La comparaison des coefficients d'absorption molaire a 280 nm des résidus Tyr (€250

= 1480 M cm'l) et Trp (&80 = 5540 m! cm'l) montre que ce dernier contribue fortement a
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I'absorption de la molécule d'albumine a cette longueur d’onde. Par ailleurs, lors des études

d'affinité, l'irradiation a 295 nm permet une excitation sélective du résidu Trp dont I’émission

de fluorescence est maximale a 345 nm.

5.4) Les ligands de [albumine

L'albumine de sérum a une grande capacité de liaison de petits ligands endogenes ou apportés

par l'alimentation comme les acides gras, les vitamines, les ions métalliques et les oligo-

éléments. Elle transporte aussi divers médicaments et anesthésiques [158-159], ce qui lui

confere un réle d'épurateur de la circulation sanguine. La flexibilité de sa structure et ses

différents sites de liaisons lui permettent de s'adapter a une grande variété de ligands avec des

constantes d'association variables (tableau 8) [155].

Composés Constante d'association K, (M) Nombre de ligand liés n
Acides biliaires (3-200) x 10° 3
Acides gras (1-69) x 10 127
Acide eicosanoique 7,0 x 10* 2
Aldostérone 3,2x 10° 1
Ascorbate 3,5x 10" 0,1
Bilirubine 9,5x 10 1
Ca™ 15,1 x 10 1a4
Folate 9,0 x 10

Hématine 1,1 x 10° 1
Mg™ 1,0 x 10 12
Progestérone 3,6 x 10° 1
Salicylate 1,9x 10°

Testostérone 2.4 x 10 1
L-Tryroxine 1,6 x 10° 1
L-Tryptophane 1,0 x 10* 1
Vitamine D; 6,0 x 10’ 1
Zn™* 3,4x 10 1

Tableau 8 : quelques ligands de l'albumine du sérum humain
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La liaison réversible des divers ligands a I'albumine diminue la concentration de molécules
libres dans le plasma et de ce fait, modifie la distribution, la pharmacocinétique, la toxicité et
le taux d'excrétion de la molécule considérée [160]. La liaison réversible a 1'albumine peut
étendre le temps de demi-vie d'une substance dans le plasma par stabilisation et protection,
mais peut également diminuer la concentration de substance libre. D'un point de vue
pharmacocinétique, la liaison a l'albumine est bénéfique tant que 1'extension du temps de
demi-vie n'affecte pas la concentration de substance libre nécessaire a l'efficacité
thérapeutique. Le bénéfice peut &tre trés important pour les composés qui ont une faible
solubilité dans le plasma et dont l'albumine régule la diffusion. Par contre, une trop forte
affinité et une diffusion trop lente peut stopper ou restreindre considérablement 1'action d'un
médicament. Ainsi, pour déterminer leur pharmacocinétique, il est important de connaitre
I'affinité pour I'albumine des composés a but thérapeutique.

Malgré quelques divergences, les différentes études d'interactions ligand-albumine indiquent
l'existence de 8 a 11 sites de fixation prédominants :

-2 sites de forte affinité pour les composés aromatiques et hétérocycles localisés dans les
sous-domaines IIA et IIIA. Le sous-domaine IIIA est séparé du sous-domaine IIA par une
surface chargée positivement qui lui permet de lier de petits acides aromatiques sous forme
d'anions carboxylates.

-1 site de liaison des ions métalliques au niveau de l'extrémité N terminal et de Cys-34

-7 sites a affinité pour les acides gras a moyennes et longues chaines saturées et insaturées.
Ces derniers sont distribués sur les différents domaines [161-162]. Par exemple, les

complexes des acides gras insaturés C20:4 ont été cristallisés et les sites identifiés (figure 31).

Figure 31 : sites de complexation entre l'albumine et l'acide gras arachidonique C20 : 4
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5.5) Interaction apo-lLycopénoides/albumine

A ce jour, les apo-lycopénoides n'ont jamais été détectés dans le plasma humain. Plusieurs

raisons pourraient expliquer cette constatation :

- IIs ne seraient pas formés chez ’homme ou, bien que présents dans les aliments, ne seraient
pas absorbés depuis le tractus digestif.

- IIs ne seraient pas sécrétés dans la circulation générale.

-IIs circuleraient en trop faibles concentrations pour étre détectés en 1’absence de composés de
référence authentique. C'est justement une des raisons de la synthese des apo-11-14'-12'-10'-

lycopénoides que de pallier cette carence.

Etudier l'affinité des apo-lycopénoides avec l'albumine doit permettre de calculer une
constante d'affinit¢ dont la valeur nous indiquera si la complexation apo-
lycopénoides/albumine est envisageable dans la circulation sanguine. Les molécules étudiées
pour leur affinité avec I’albumine sont I'apo-14'-lycopénal et acide apo-14'-lycopénoique ainsi
que des produits d'oxydation ayant une chaine carbonée plus longue, les apo-10'-lycopénal et
acide apo-10'-lycopénoique (figure 32). Ces molécules ont une structure assez proche de
celles des acides gras saturés et insaturés : une longue chaine hydrocarbonée essentiellement
linéaire et un groupement polaire oxygéné terminal, voire un groupement carboxylate comme
dans le cas des acides gras. L'albumine présente une forte capacité de complexation des acides
gras [161-162], notamment a proximité de Trp-214. Un phénomene du méme type pourrait

avoir lieu avec les apo-lycopénoides.

OH OH
)\/\/K/\/K/MO NS N X ™

18 25

H H
NS N s S S S
WO NS N S S S SN A o

20 27

Figure 32 : apo-lycopénoides étudiés pour leur affinité avec I’albumine du sérum humain
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Des mesures spectrophotométriques UV-Vis en présence et en 1'absence d'albumine du serum
humain ainsi que la mesure de la décroissance de la fluorescence du tryptophane par

fluorimétrie permettront de définir l'interaction apo-lycopénoides/albumine.

5.5.1) Analyse par spectroscopie VV-Vis.

Les spectres UV-visible (figure 33) des molécules 18, 20, 25 et 27 ont été enregistrés dans le
mélange DMSO/MeOH (9/1 ; v/v) et dans un tampon phosphate en absence ou en présence de
sérum albumine. Pour les quatre apo-lycopénoides, on constate des différences importantes
entre les spectres en milieu organique et en tampon phosphate. Pour 18, 25 et 27, la bande
d’absorption dans le domaine visible disparait en milieu aqueux au profit d’'une bande dans le
domaine UV. Malgré 1’apparence transparente et homogene du milieu, ce phénomene pourrait
traduire la formation d'agrégats ou de micelles (pour les acides carboxyliques 18 et 25) en
milieu aqueux. Lorsque la protéine est présente dans le milieu, la bande d’absorption dans le
domaine visible des deux acides est de nouveau présente mais décalée et moins intense. On
peut admettre que la complexation de 18 et 25 par I’albumine entraine une dissociation des
agrégats. Cette dissociation ne serait que partielle pour 1’acide a longue chaine 25 d’ou la
restauration partielle du spectre de la molécule individuelle. Pour les aldéhydes 20 et 27,
I’influence de la ASH est beaucoup moins nette en accord avec la forte tendance a 1’auto-
association dans I’eau de ces molécules peu polaires. Le tableau 9 rapporte les valeurs des

coefficients d'absorption molaires a la longueur d’onde d’absorption maximale.

- Acide apo-14'-lycopénoique 18
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Figure 33 : a gauche : spectres UV-Vis des molécules 18, 20, 27,25 a 11,5 uM ; a droite :
graphique représentant A = f{[composé]) a Amax. (rouge : DMSO/MeOH, 9/1 (v/v); bleu :
solution a 3,75 UM d'albumine de sérum humain dans tampon phosphate ; noir : tampon

phosphate).
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Acide apo-14'- | Apo-14'- Acide apo-10'- | Apo-10'-
lycopénoique lycopénal 20 lycopénoique lycopénal 27
18 25
DMSO/MeOH 77610 (401) 52390 (420) 94530 (430) 49230 (450)
(1/9, v/v)
Tampon 69090 (394) 35210 (395) 44080 (440) 23420 (420)
phosphate +
ASH
Tampon 50590 (304) 31540 (400) 47390 (325) 26930 (363)
phosphate

(Amax considéré en nm)

Tableau 9 : effet de milieu sur les coefficients d'absorption molaires de 18, 20, 25 et 27

5.5.2) Analyse par spectroscopie de fluorescence

Nous avons étudié 1'affinité des quatre apo-lycopénoides 18, 20, 25 et 27 pour l'albumine du
sérum humain via leur quenching de la fluorescence de Trp-214. L’étude par spectroscopie
UV-visible suggere que ce quenching est statique et procede par la formation de complexes
dans 1’état fondamental de la protéine. Le quenching peut étre direct par liaison a proximité de
Trp, ou indirect par liaison dans un site voisin suivie d’'un changement conformationnel de la

protéine affectant la fluorescence de Trp.

-Description de 1'expérience

Des ajouts dosés d'une solution concentrée d'apo-lycopénoide dans le méthanol (faible
dilution) sont réalisés dans une solution d'albumine en tampon phosphate neutre. Les spectres
d’émission sont enregistrés avec un excitation a 295 nm du seul résidu tryptophane (Trp-214)
de l'albumine de sérum humaine. La valeur moyenne de I’intensité émise a 340 nm est tracée

en fonction de la concentration totale de ligand dans la cuve (figure 34).
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fluorescence, émission Trp 340 nm
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Figure 34 : intensité de fluorescence de Trp-214 a 340 nm pour differentes concentrations
d'apo-lycopénoides (apo-14' et 10'-lycopénals ; acides apo-14' et 10'-lycopénoiques).

Pour le calcul des constantes d'affinité, une analyse mathématique a été développée qui est
analogue a celle déja publiée par I’équipe a propos de métabolites de polyphénols alimentaires

(glucuronides d’acides hydroxycinnamiques) [163].

En bref :

1-On fait I’hypothese de la formation d’un complexe de stoechiométrie 1:1 (constante
d’affinité K), non fluorescent ou faiblement fluorescent (fluorescence molaire f).

2-On corrige 'intensité brute émise pour prendre en compte 1’absorption du ligand aux
longueurs d’onde d’excitation et d’émission. Ce phénomene produit en effet un quenching de
fluorescence indépendant du phénomene de complexation. Soit € et €, les coefficients

d’absorption molaires du ligand a ces longueurs d’onde (préalablement déterminés dans les
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mémes conditions a partir des spectres UV-visible du ligand a différentes concentrations), la
correction est exp[-(€.x + €.m)IC], C désignant la concentration totale de ligand et [ le trajet
optique moyen parcouru par la lumiere incidente jusqu’au site de détection de la lumiere
émise.

- Une analyse mathématique (régression non linéaire, annexe 9) des courbes expérimentales
permet la détermination des valeurs optimales de K et f. Les trés bons coefficients de
correlation obtenus (typiquement de ’ordre de 0,999) confirment la validité du modele.
L’analyse est répétée trois fois pour chaque ligand. Les valeurs de K sont rapportées dans le

tableau 10 ci-dessous :

Ligand 10°KMY, n=3
Acide apo-14’-lycopénoique 18 | 962 (+ 82)
Apo-14’-lycopénal 20 99 (x13)

Acide apo-10’-lycopénoique 25 | 176 (+ 28)
Apo-10’-lycopénal 27 77 (£2)

Tableau 10 : constantes d'affinité des apo-lycopénoides pour l'albumine du sérum humain.

La constante d'affinité de l'acide apo-14'-lycopénoique 18 pour I’albumine est 5-6 fois
supérieure a celle de l'acide apo-10'-lycopénoique 25. Par contre, les constantes d'affinité des

deux aldéhydes 20 et 27 pour I’albumine sont voisines mais nettement plus faibles.

Ces premiers résultats appellent les commentaires suivants :

- Les acides carboxyliques ont une plus grande affinité pour la protéine que les aldéhydes. A
pH 7,4, il est probable que le groupement CO,H est déprotoné en anion carboxylate, ce
dernier pouvant former une liaison ionique forte avec un ou plusieurs résidus chargés
positivement (ex.: Arg, Lys) du site de liaison.

- La chaine hydrocarbonée influence aussi l'affinité pour la protéine via des interactions de
van der Waals avec les résidus peu polaires du site de liaison. La longue chaine de 1’acide
apo-10’-lycopénoique induit probablement des phénomenes de répulsion stérique difficiles a
minimiser (compte tenu de la rigidité de la chaine polyconjuguée) et qui rendent le complexe
moins stable que celui formé avec I’acide apo-14’-lycopénoique plus court. Avec les
aldéhydes, le phénomene est moins net, probablement en raison de 1’absence de liaison

ionique qui permet des ajustements structuraux propres a réduire la gene stérique. En outre, la
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liaison des apo-lycopénoides a la ASH est probablement en compétition avec leur agrégation,
ce qui peut également expliquer pourquoi I’affinité pour la ASH décroit quand la longueur de

chalne augmente et quand on remplace le groupement CO,H par le groupement CHO.

5.6) Conclusions/Perspectives.

Les premiers résultats sont intéressants et suggerent que la liaison des apo-lycopénoides a
I'albumine serait assez forte pour induire une complexation quasi-totale de ces composés
(compte tenu de la forte concentration plasmatique d’albumine) s’ils entrent dans la
circulation générale. Des études complémentaires mettant en compétition les apo-
lycopénoides et divers acides gras ou marqueurs de site fluorescents permettraient de préciser
la localisation des apo-lycopénoides au sein de la matrice d’albumine. Une compétition entre
acides gras et apo-lycopénoides pourrait significativement réduire la complexation des apo-
lycopénoides par 1’albumine in vivo compte tenu de la treés forte affinité des acides gras pour

cette protéine.
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VI) Conclusion générale

L'étude bibliographique menée dans la premiere partie nous a montré que les caroténoides
sont des molécules possédant des structures chimiques particulieres qui leur conferent de
multiples propriétés pouvant trouver des applications dans I’industrie agro-alimetnaire. Le
lycopéne pigment rouge la tomate, présente des effets bénéfiques sur la santé, des études ont
montré que le lycopene préviendrait du cancer de la prostate et des maladies

cardiovasculaires.

Dans une deuxieme partie nous avons défini les différentes voies de productions des produits
d'oxydation de caroténoides appelés aussi produits de coupure oxydante ou apo-caroténoides.
Ces molécules jouent un role important aussi bien chez la plante (r6le photo-protecteur,
allélopathique) que chez 'homme (signalisation cellulaire). Dans le cadre de ma these, quatre
familles de molécule les apo-11, -14', -12' et -10"-lycopénoides "potentiel métabolites" et
fragments de la molécule de lycopene ont été ciblées pour la syntheése organique puis pour les

études physico chimiques et biologiques (via les collaborations au sein du projet).

La structure chimique des molécules a été obtenue via la création de nouvelles doubles
liaisons entre deux synthons précurseurs au travers des réactions de couplage carbone-carbone
de Wittig et Hormer-Wadsworth-Emmons. Les fonctions chimiques terminales souhaitées
(COOH, CH;0H, CHO) ont été obtenues respectivement par saponification de I’ester
correspondant, réduction de la fonction ester ou oxydation de la fonction alcool. La structure
de chacune des molécules synthétisées a été confirmée par des analyses RMN et SMHR. Les
composés ciblés ont été obtenus en quantité suffisante pour diverses études physico-

chimiques.

Dans une quatrieme partie des études de pouvoir antioxydant dans un modele biomimétique
ont été effectuées. Les composés synthétisés ont été testés en tant qu'inhibiteur de la
peroxydation de l'acide linoléique initiée par la metmyoglobine. Via les valeurs du ICs
calculées, lesquelles refletent la capacité antioxydante, nous avons pu montrer que les

composés portant une fonction aldéhyde terminale ont une capacité antioxydante croissante
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avec le nombre de doubles liaisons conjuguées ; et pour une méme longueur de chaine la

capacité antioxydante décroit pour les fonctions COOH > CHO > COOEt(Me) > CH,OH.

Enfin dans une cinquiéme partie, les études d'interaction des composés 18, 20, 25, 27 avec
I'albumine de sérum humain montrent un quenching statique donc une complexation entre les

apo-lycopénoides et la protéine.

Concernant la synthese organique, toutes les molécules ciblées ont été€ obtenues et pleinement
caractérisées excepté l'acide apo-12'-lycopénoique sur lequel un effort de synthese devra étre
effectué. Compte tenu des résultats physico-chimiques encourageants, des expérimentations
complémentaires sont envisagées. Concernant les propriétés antioxydantes il faudra établir
une relation activité/structure plus précise. Au niveau des interactions avec l'albumine il serait
nécessaire d'effectuer des tests de compétition de complexation entre des acides gras et les
apo-lycopénoides afin de déterminer de nouvelles constantes d'associations lesquelles
mimeraient de facon plus réaliste ce qui pourrait se produire dans notre organisme.

Outre les propriétés physico-chimiques, les molécules synthétisées pendant ma these seront
testées par plusieurs partenaires du projet Lycocard pour leur activité de signalisation

cellulaire en milieu modele.
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VII) Partie expérimentale

7.1) Matériel et méthodes général

7.1.1) Produits chimiques

Le vinylpseudoionol 1 et la pseudoionone 5 ont été fournis par la société BASF, le tout-(E)-
2,7-diméthylocta-2,4,6-trienedial 3 a été donné par la société DSM Nutritional Product. Les
dioxyde de manganese, le tartrate de potassium sodium, le tert-butoxide de potassium, le
méthylate de sodium, 1'éthylate de sodium, le formate d'ammonium, la triphénylphosphine, le
sodium, le tamis moléculaire 3 A, et 1'éthyl-3-méthyl-4-oxocrotonate 11, le tween 20, I'acide
linoléique, 1'albumine de sérum humain ont ét€ achetés chez Sigma-Aldrich. L'acide méthane
sulfonique, le triéthyl phosphonoacétate 6, la benzophénone et le 2,2-diméthylpropan-1,3-diol
proviennent de Alfa Aesar. Les oxydes d'argent, le carbonate d'argent, le trioxyde de chrome
proviennent de Across. Le DIBA-H a été acheté chez Across et Sigma-Aldrich. Tous les
produits ont été achetés avec une pureté comprise entre 95 et 99% et ont été utilisés sans
purification complémentaire. Le gel de silice (Si 60, 40-63 wm) a été obtenu chez Merck.
Tous les solvants sont de qualité analytique. Le THF utilisé pour les réactions chimiques est
fraichement distillé sur Na-benzophénone. L'acétate d'éthyle, acide acétique, le
dichlorométhane et le toluéne sont séchés sur tamis moléculaire 3 A (préalablement séché a
150°C pendant 4 heures). Toutes les réactions sont menées dans un laboratoire ayant une

lumiere atténuée et sous atmosphere d'argon.

7.1.2) Analyses

Les analyses CLHP-SM sont effectuées sur un chromatographe Hewlett Packard 1100 couplé
a avec un détecteur spectrophotométrique UV/visible et a un spectrometre de masse
Micromass platform LCZ 4000. Les analyses de masse sont menées en mode d'ionisation
electrospray positif avec un voltage du capillaire voltage a 15 V et une température de
désolvatation de 250°C. Les conditions analytiques de la méthode 1 sont : une colonne YMC
C30 (150 x 2.1 mm, avec une précolonne de 10 x 2 mm) maintenue a une température
constante de 40°C. Le gradient utilis€ pour cette méthode comprend en voie A(formate
d'ammonium 25 mM dans l'eau + acide formique 2,6 mM dans l'eau), B (formate

d'ammonium 25 mM dans le méthanol) et D (éther de méthyl-z-butyle), avec 60% B, 40% A
at=0,40% A, 60% B at=1.25min ; 30% A, 70% B at=2.50 min ; 25% A, 70% B, 5% D
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at=3.75min ; 20% A, 710% B, 10% Dat=5min; 5% A, 10% B, 85% D at= 15 min ; 5%
A, 10% B, 85% D a t = 25 min (débit = 0.5 mL/min). Pour l'analyse du phosphonium,
composé 2, les conditions utilisées sont [12] : une colonne chromatographique Macherey-
Nagel C18 (250 x 4.6 mm, avec une précolonne 10 x 4.6 mm) a une température constante de
50°C. Un systeme de solvants CH3CN/H,O (13/7, v/v) contenant (n-Bu)sNHSO, (0.4 %) et du
sulfate de dodécyl sodium (0.2 %) a été utilis€é en mode isocratique (1 mL/min). Les analyses
chromatographiques sur couche mince ont été effectuées sur les plaques de silice (Merck
Kieselgel 60 F,s4) avec une détection UV a 254 ou 365 nm. Les composés volatils ont été
analysés par CG-SM (CP2010; Shimadzu, Kyoto) : les échantillons (1 puL) sont injectés sur
une colonne capillaire UBWAX 52 CB (30 m, 0.25 mm d.i, 0.5 um épaisseur). L'injection a
été effectuée en mode split avec un ratio (R = 1/10). La vélocité du gaz vecteur (He) est
constante 2 (60 cm s™). La température initiale du four était de 60°C et a été augmentée de
5°C par min jusqu'a 230°C. La température finale est maintenue pendant 15 min. Le
spectrometre de masse a opéré en mode impact électronique a 70 eV avec des scans continus
(chaque 0.5 s) dans un domaine domaine d'analyse m/z compris entre 29 - 350. Les spectres
RMN-'H et RMN-"C ont été enregistrés sur un appareillage Brucker Advance DRX 500
MHz. Les déplacements chimiques sont donnés en ppm calibrés relativement au pic du
solvant (CDCl3) [164].Concernant la multiplicité les abréviations utilisées sont s = singulet, d
= doublet, t = triplet, q = quadruplet, m = multiplet. Les constantes de couplage 'H-"H sont
données en Hz. Les signaux ont été déduits par la combinaison des données spectrales des H,
HSQC, DEPTQ 135, NOESY, COSY et HMBC. Les analyses de masse haute résolution
(excepté 19%) ont été effectuées sur une QStar Elite (Applied Biosystems SCIEX) en mode
d'ionisation électrospray et détection TOF. *19 a été analysé par la la société Bruker, sur

ultraflextreme TOF/TOF, en mode d'ionisation NALDI™,
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7.2) Méthode de synthese organique du [ycopéne et des apo-Lycopénoides

Toutes les molécules cibles apo-lycopénoides ont été obtenues avec une pureté minimale de

98 % déterminée par CLHP-UV/Vis.

7.2.1)Tout-(E)-2,6,10,14,19,23,27,31-octaméthyldotriaconta-
2,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24,26,30-tridécaéne (lycopéne) 4

Mésylate de triphényl-tout-(E)-3,7,11-triméthyldodéca-2,4,6,10-tétraenylphosphonium 2.

N NN —
MeSOy

Dans un ballon sont introduits la triphénylphosphine (2,13 g, 8,1 mmol), I'acide acétique (10
mL) et I'acide méthanesulfonique (0,4 mL, 6,3 mmol). Puis le vinylpseudoionol 1 (1 mL, 6,3
mmol) est lentement additionné en 1 h dans le milieu réactionnel maintenu a 10°C, a la fin de
I'ajout le milieu est agité 1 h de plus a cette température. Ensuite la température est augmentée
et maintenue a 45°C pendant 20 h. En fin de réaction I’acide acétique est éliminé sous
pression réduite puis les dernieres traces d’acide acétique sont éliminées par distillation
azéotropique en présence de toluene (3x10 mL). Le résidu est dissous dans du CH,Cl, et lavé
par de I’eau distillée (3x10 mL). La phase organique est ensuite séchée sur Na,SO4 anhydre.
Apres évaporation du solvant le produit brut est purifié sur colonne chromatographique de gel
de silice (éluant CH,Cl,/MeOH (9/1, v/v)). Le composé (2), mélange diastéréoisomérique, est
obtenu sous forme d’une huile visqueuse jaune pale (2,50 g, rendement 71%, (E)/(Z) = 4). Ce
dernier est utilisé sans purification complémentaire pour les réactions de couplage.

CLHP-UV-SM : tg 21.8 min ; Amax 294 nm ; m/z 466 (M — MeSO73]%).
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Tout-(E)-2,6,10,14,19,23,27,31-octaméthyldotriaconta-
2,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24,26,30-tridécaene (lycopéne) 4

Le composé 3 (400 mg, 2,41 mmol) et le phosphonium 2 (mélange diastéréoisomérique, 2,7 g,
4,8 mmol) sont dissous dans 20 mL de CH,Cl,. Une solution de EtONa dans le EtOH (21%
wt, 2,4 mL, 6,4 mmol) est lentement additionnée en 2 h dans le milieu réactionnel maintenu a
0°C, puis agité pendant 20 h a température ambiante. Apres évaporation du solvant le résidu
est purifié sur colonne chromatographique de silice (éluant : CH,Cl,/MeOH (8/2, v/v)), puis
cristallisé dans le CH,Cly/hexane/méthanol. Le composé 4 est obtenu sous forme de cristaux
rouges (133 mg, rendement 10%).

RMN-'H (CDCl5) : 1,62 (s, HsC-C(17, 17°)); 1,69 (s, HiC(16, 16”)); 1,82 (s, H3C-C(18, 18));
1,96 (s, H;C-C(19, 19°, 20, 20%)); 2,12 (m, H,C(3, 3°, 4, 4)); 5,11 (m, H-C(2, 2)); 5,96 (d, J
= 10,9 H-C(6, 6°)); 6,18 (d, J = 11,3, H-C(10, 10%)); 6,25 (m, H-C(14, 14°)); 6,26 (m, H-C(8,
8’)); 6,35 (d, J = 14,9, H-C(12, 12°)); 6,48 (dd, J = 11,3, 14,9, H-C(7, 7°)); 6,62 (m, H-C(15,
15%)); 6,63 (m, H-C(11, 117)).

RMN-"C (CDCL) : 12,9 (C(20, 207)); 13,1 (C(19, 19°)); 17,1 (C(18, 18)); 17,9 (C(17, 17°));
25,9 (C(16, 167)); 26,9 (C(3, 3%)); 40,4 (C(4, 4°)); 124,1 (C(2, 2)); 124,9 (C(7, 7°)); 125,3
(C(11, 117)); 125,9 (C(6, 67)); 130,2 (C(15, 157)); 131,7 (C(10, 107)); 131,9 (C(1, 1°)); 132,8
(C(14, 14°)); 135,6 (C(8, 87)); 136,3 (C(9, 9)); 136,7 (C(13, 13°)); 137,5 (C(12, 127)); 139,6
(CG5,57)).

SMHR : m/z 536,4349 (IM]™) (536, 4377 calculé pour CHsg).
CLHP-UV-SM : tr 17,9 min, Ayay 444, 472, 503 nm; m/z 537 ((M+H]").
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7.2.2) Famille des tout-(E)-3,7,11-triméthyldodéca-2,4,6,10-tétraénoides

(apo-11-Lycopénoides)

2E et 2Z AE,6E-3,7,11-triméthyldodéca-2,4,6,10-tétraenoate d’éthyle (apo-11-lycopénoate
d’éthyle) 7.

OEt

NS X
e}

Le triéthyl phophonoacétate commercial 6 (10 mL, 49 mmol) est ajouté en 1 h dans le milieu
hétérogene maintenu a 0°C contenant le THF anhydre (30 mL) et le NaH (1,96 mg, 48 mmol)
préalablement lavé par 3x20 mL d’hexane. Lorsque le dégagement gazeux cesse la
pseudoionone S (2,2 mL, 9,8 mmol) est ajoutée a température ambiante en 1 h dans le milieu
réactionnel. Apres 30 h la réaction est stoppée par ajout d’une solution aqueuse de NH,4CI
(10%, 25 mL). Apres décantation, la phase organique est lavée par 3x10 mL d’une solution de
saumure puis les phases aqueuses réunies sont lavées par 2x10 mL de diéthyléther. La phase
organique est ensuite séchée sur Na,SO4 anhydre puis le solvant est évaporé. Le résidu est
purifié sur colonne chromatographique de gel de silice (éluant : hexane/AcOEt (98/2, v/v)).
Le composé 7 est obtenu sous forme d’une huile jaune pale (2,1 g, rendement 82 %, E/Z =
3,5).

RMN-'H (CDCls) : 1,29 (t, J=7,1, H3C-C(ethyl)); 1,61 (s, H3C-C(11)); 1,69 (s, H3C(12)); 1,85
(s, H3C-C(7)); 2,13 (m, H2C(8, 9)); 2,32 (s, H3C-C(3)); 4,16 (q, ] = 7,1, H,C-C(ethyl)); 5,09
(m, H-C(10)); 5,62 (s, H-C(22)); 5,74 (s, H-C(2E)); 5,96 (d,J = 11,1, H-C(6)); 6,18 (d, J =
15,3, H-C(4)); 6,84 (dd, J = 11,1, 15,3, H-C(3)).

RMN-"C (CDCls) : 14,1 (H3C-C(3)); 14,9 (H3C(ethyl)); 17,4 (H;C-C(7)); 18,2 (HsC-C(11));
26,4 (C(12)); 27,0 (C(9)); 40,8 (C(8)); 59,9 (H,C(ethyl)); 116,5 (C(22)); 118,4 (C(2E)); 123,9
(C(10)); 125,2 (C(6)); 131,5 (C(5)); 132,2 (C(11)); 133,6 (C(4)); 144,1 (C(7)); 153,2 (C(3));
167,3 (C(1)).

SMHR : m/z 263,2003 (IM+H]") (263,2005 calculé pour C;7H,70,).

CLHP-UV-SM : trz 9,76 min, trg) 10,40 min; Apax 318 nm; m/z 263,2 (IM+H]").

GC-SM : tr@az) 34,3 min, trg) 34,9 min, m/z 262 (M").
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Tout-(E)-3,7,11-triméthyldodéca-2,4,6,10-tétraenol (apo-11-lycopénol) 8.

OH

Le composé 7 (210 mg, 0,75 mmol) est dissous dans du THF anhydre (5 mL). Une solution de
DIBA-H dans I’hexane (1M, 1,9 mL, 1,9 mmol) est précautionneusement ajoutée dans le
milieu réactionnel maintenu a 0°C en 1 h puis agité pendant 3 h a température ambiante. La
réaction est ensuite stoppée par ajout lent d’une solution saturée de NH4Cl (10 mL) puis
vigoureusement agitée pour dissoudre le gel formé. Le produit est ensuite extrait avec du
diéthyléther (3x10 mL). Les phases organiques réunies sont séchées sur Na,SO4 anhydre.
Apres évaporation du solvant le résidu est purifié sur colonne chromatographique de gel de
silice (éluant hexane/AcOEt (80/20, v/v)). Le composé 8 est obtenu sous forme d’un solide
blanc (27 mg, rendement 16%).

RMN-'H (CDCls) : 1,61 (s, H;C-C(11)); 1,69 (s, H3C(12)); 1,79 (s, H3C-C(3)); 1,83 (s, HsC-
C(7)); 2,11 (m, H,C(8, 9)); 4,27 (d, J =7, H,C(1)); 5,10 (m, H-C(10)); 5,63 (t, J =7, H-C(2));
5,9 (d,J =10,8, H-C(6)); 6,17 (d, J = 15,3, H-C(4)); 6,46 (dd, J = 10,8, 15,3, H-C(5)).
RMN-"C (CDCly) : 12,6 (H;C-C(3)); 16,8 (H;C-C(7)); 17,6 (H;C-C(11)); 25,6 (C(12)); 26,6
(C9)); 40,1 (C(8)); 59,4 (C(1)); 123,9 (C(10)); 125,0 (C(5)); 125,2 (C(6)); 129,0 (C(2));
131,7 (C(11)); 134,3 (C(4)); 136,9 (C(3)); 139,6 (C(7)).

SMHR : m/z 243,1717 ((M+Na]") (243,1719 calculé pour C;5sH»,;ONa).

CLHP-UV-SM : tg 7,79 min, Ay 279 nm; m/z 203,1 ((M+H-18]%).

Tout-(E)-3,7,11-triméthyldodéca-2,4,6,10-tétraenal (apo-11-lycopénal) 9.

MnO; (14 g, 140 mmol) est ajouté dans une solution du composé 8 sous forme de mélange
diastéréoisomérique (1,37 g, 6,2 mmol) dans AcOEt (25 mL). Le mélange hétérogene est
vigoureusement agité pendant 3 h. La réaction est stoppée par filtration sur célite®, puis le
filtrat est séché sur Na,SO4 anhydre. Apres évaporation du solvant le produit brut est purifié
sur colonne chromatographique de gel de silice (éluant hexane/AcOEt (9/1, v/v)). Le composé

(9) est obtenu sous forme d’un liquide jaune pale (400 mg, rendement 30%).
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RMN-'H (CDCl3) : 1,61 (s, HsC-C(11)); 1,69 (s, H3C(12)); 1,87 (s, H3C-C(7)); 2,14 (m,
H,C(8, 9)); 2,30 (s, H3C-C(3)); 5,09 (m, H-C(10)); 5,95 (d, J = 8, H-C(2)); 6,01 (d, J = 11,1,
H-C(6)); 6,26 (d, J = 15,3, H-C(4)); 6,99 (dd, J = 11,1, 15,3, H-C(5)); 10,10 (d, J = 8, H-
C(1)).

RMN-"C (CDCls) : 13,7 (HsC-C(3)); 17,7 (HsC-C(7)); 18,3 (H3C-C(11)); 26,2 (C(12)); 26,9
(C(9)); 40,7 (C(8)); 123,7 (C(10)); 125,2 (C(6)); 129,1 (C(2)); 132,4 (C(11)); 132,9 (C(5));
133,3 (C(4)); 146,5 (C(7)); 155,3 (C(3)); 191,6 (C(1)).

SMHR : m/z 241,1563 ([M+Na]") (241,1562 calculé pour C;sH»,ONa).

CLHP-UV-SM : tg 7,90 min, Amax 344 nm; m/z 219,0 ((M+H]H).

Acide tout-(E)-3,7,11-triméthyldodéca-2,4,6,10-tétraénoique (acide apo-11-lycopénoique)
10.

OH

Ag0 (3,7 g, 26 mmol) et NaOH (230 mg, 5,3 mmol) dans 1'éthanol (20 mL) sont ajoutés a
une solution du composé 7 (230 mg, 1,1 mmol) dans du toluene (20 mL). Le mélange
hétérogene est vigoureusement agité pendant 20 h. La réaction est stoppée par filtration sur
célite®, puis le filtrat est lavé par 3x10 mL d’une solution de HCl (10%, v/v). La phase
organique est ensuite séchée sur Na,SO, anhydre. Puis apres évaporation du solvant le
composé 10 est obtenu sous forme d’un solide amorphe jaunatre (221 mg, rendement 90%).
RMN-'H (CDCl3) : 1,61 (s, HiC-C(11)); 1,69 (s, H3C(12)); 1,85 (s, H3C-C(7)); 2,13 (m,
H>C(8, 9)); 2,34 (s, H3C-C(3)); 5,09 (m, H-C(10)); 5,77 (s, H-C(2)); 5,98 (d, J = 10,9, H-
C(6)); 6,21 (d, J = 15,1, H-C(4)); 6,90 (dd, J = 10,9, 15,1, H-C(5)).

RMN-"C (CDCly) : 14,2 (H;C-C(3)); 17,4 (H;C-C(7)); 17,9 (HsC-C(11)); 25,9 (C(12)); 26,6
(C(9)); 40,4 (C(8)); 117,1 (C(2)); 123,77 (C(10)); 125,0 (C(6)); 132,2 (C(5)); 132,2 (C(11));
133,4 (C(4)); 145,0 (C(7)); 155,9 (C(3)); 172,0 (C(1)).

SMHR : m/z 257,1515 ((M+Na]") (257,1512 calculé pour C;sH»0,Na).

CLHP-UV-SM : tg = 5,83 min, Amax 301 nm; m/z 235,3 ((M+H]").
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7.2.3) Famille des tout-(E)-5,9,13,17-tétraméthyloctadéca-
2,4,6,8,10,12,16-heptaénoides (apo-14’-lycopénoides)

(E)-3-(5,5-diméthyl-1,3-dioxan-2-yl)but-2-énoate d’éthyle 12.

Une solution d’aldéhyde éthyl-3-méthyl-4-oxocrotonate commerciale 11 (1.4 mL, 10,3
mmol), de 2,2-diméthylpropandiol (5,3 g, 51 mmol) et d'APTS (210 mg, 1,1 mmol) dans le
toluene (25 mL) est chauffée a reflux pendant 4 h dans un ballon surmonté d’un Dean-Stark.
Apres refroidissement une solution de saumure est ajoutée (20 mL) puis le produit est extrait
par lavage de la phase aqueuse au diéthyléther (2x20 mL). Les phases organiques réunies sont
lavées avec une solution de saumure (3x20 mL), puis séchées sur Na,SO,4 anhydre. Apres
évaporation du solvant le résidu est purifié par colonne chromatographique de gel de silice
(éluant CH,CIl,/MeOH (98/2, v/v)). Le composé 12 est obtenu sous forme d’une huile incolore
(1,90 g, rendement 81%).

RMN-'H (CDCl3) : 0,74 (s, H3,C-C((5) dioxane)); 1,20 (s, H3.C-C((5) dioxane)); 1,26 (t, J =
7,1, CHs(ethyl)); 2,18 (d, J = 1,7, H3C-C(3)); 3,50 (d, J = 10,7, H».C (dioxane)); 3,67 (d, J =
10,7, H,,C (dioxane)); 4,16 (q, J = 7,1, H,C(ethyl)); 4,73 (s, H-C (4)); 6,04 (s, H-C(2)).
RMN-"C (CDCls) : 14,0 (CH3-C(3)); 14,2 (H3C(ethyl)); 21,8 (CH3,-C((5) dioxane)); 22,9
(CH3.-C((5) dioxane)); 30,2 (C((5)dioxane)); 59,8 (H,C(ethyl)); 77,3 (2 H,C(dioxane)); 102,7
(C4)); 118,1 (C(2)); 152,3 (C(3)); 166,5 (C(1)).

SMHR : m/z 229,1433 ((M+H]") (229,1434 calculé pour C1,Hy;0y).

CG-SM : tg 24,34 min; m/z 227 ((M-H]").
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(E)-3-(5,5-diméthyl-1,3-dioxan-2-yl)but-2-énal 14.

\ﬁNO
0
Etape de réduction : Le composé 12 (1,82 g, 8 mmol) est dissous dans du THF anhydre (7
mL). Puis, une solution de DIBA-H dans le toluéne (1M, 21 mL, 21 mmol) est
précautionneusement ajoutée en 30 min dans le milieu réactionnel maintenu a 0°C. Le
mélange est agité pendant 1h, puis une solution MeOH/eau (1/1, v/v, 10 mL) est lentement
ajouté a 0°C pour stopper la réaction. Le gel formé est détruit par ajout d’une solution
aqueuse de tartrate de potassium sodium (2 M, 60 mL) qui est vigoureusement agité pendant
10 h a température ambiante. Le produit est ensuite extrait avec du diéthyléther (3x10 mL).
Les phases organiques réunies sont séchées sur Na,SO, anhydre. Apreés évaporation du
solvant 1’alcool brut 13 est obtenu sous forme d’une huile jaune pale (1,1 g, rendement 74 %)
qui est ensuite oxydée sans étapes de purification complémentaire.

CG-SM : tg 18,13 min; m/z 185 ([M-H]").

Etape d’oxydation : L’alcool allylique brut 13 (1,1 g, 5,9 mmol) est dissous dans AcOEt (25
mL). Apres addition de MnO; (12,8 g, 125 mmol), le mélange hétérogene est vigoureusement
agité pendant 45 min. La réaction est stoppée par filtration sur célite®, puis le filtrat est séché
sur Na,SOy4 anhydre. Apres évaporation du solvant le produit brut est purifié sur colonne
chromatographique de gel de silice (éluant hexane/AcOEt (3/7, v/v)). Le composé 14 est
obtenu sous forme d’une huile jaune pale (0,83 mg, rendement 76%).

RMN-'H (CDCly) : 0,76 (s, H3,C-C((5) dioxane)); 1,21 (s, H3.C-C((5) dioxane)); 2,20 (d, J =
1,7 H:C-C(3)); 3,52 (d, J = 10,4, H»,C(dioxane)); 3,69 (d, J = 10,4, H,.C(dioxane)); 4,82 (s,
H-C (4)); 6,17 (d, J =7,9, H-C(2)); 10,09 (d, J =7,9, H-C(1)).

RMN-"*C (CDCl3) : 12,6 (CH3-C(3)); 21,8 (CH3,-C((5)dioxane)); 22,9 (CH3z.-C((5)dioxane));
30,3 (C((5)dioxane)); 77,3 (2 HyC(dioxane)); 102,3 (C(4)); 127,6 (C(2)); 155,6 (C(3)); 191,6
(C(D).

SMHR : m/z 207,0988 ([M+Na]") (207,0991 calculé pour CoH;s03Na).

CG-SM : tg 19,98 min; m/z 184 (M™).
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(2E ,4E)-éthyl 5-(5,5-diméthyl-1,3-dioxan-2-yl)hex-2,4-dienoate 15.

OEt
OM
WQ °

(0]

Le composé 14 (1,46 g, 7,9 mmol) et le triéthyl phosphonoacétate (1,7 mL, 8,6 mmol) sont
dissous dans du THF anhydre (100 mL). Une solution de t-BuOK dans le THF (1M, 8,6 mL,
8,6 mmol) est ajoutée en 50 min puis le mélange est agité pendant 24 h température ambiante.
La réaction est stoppée par ajout d’une solution saturée de NH4Cl1 (20 mL). Le produit brut est
ensuite extrait avec du diéthyléther (3x20 mL). Les phases organiques réunies sont lavées
avec une solution de saumure (3x20mL), puis séchées sur Na,SO4 anhydre. Apres évaporation
du solvant le résidu est purifié sur colonne chromatographique de gel de silice (éluant
AcOEt/hexane (1/9, v/v)). Le composé 15 est obtenu sous forme d’une huile jaune pale (1,1 g,
rendement 55%, (E)/(Z) = 33).

RMN-'H (CDCl): 0,75 (s, H3,C-C((5)dioxane)); 1,22 (s, H3.C-C((5)dioxane)); 1,30 (t, J =
7,1, CHs(ethyl)); 1,95 (d, J = 1,4, H3C-C(5)); 3,50 (d, J = 10,5, Hy.C(dioxane)); 3,67 (d, J =
10,5, Hy,C(dioxane)); 4,21 (q, J = 7,1, H,C(ethyl)); 4,78 (s, H-C(6)); 5,92 (d, J = 15,3, H-
C(2)); 6,24 (d,J=11,4,H-C4)); 7,57 (dd, J = 11,4, 15,3, H-C(3)).

RMN-"*C (CDCly): 13,0 (CHs-C(5)); 14,5 (HsC(ethyl)); 22,1 (CHsa-C((5)dioxane)); 23,2
(CHs-C((5)dioxane)); 30,5 (C(5)dioxane); 60,6 (H,C(ethyl)); 77,6 (2 H,C(dioxane)); 103,7
(C(6)); 123,0 (C(2)); 125,4 (C(4)); 139,7 (C(3)); 143,5 (C(5));167,3 (C(1)).

SMHR : m/z 255,1587 [M+H]" (255,1590 calculé pour C;;H,30,)

CLHP-UV-SM : tg 4,63 min; Amax 268 nm; m/z 255,1 (IM+H]").

CG-SM : tg 30,76 min, m/z 254 (M™).
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(2E ,4E)-éthyl 5-formylhex-2,4-dienoate 16.

OEt
Ow
6}

Une quantité catalytique de HCI (12 M, 3 gouttes) est ajoutée dans une solution du composé
15 (1 g, 3,9 mmol) dans du MeOH/H,0 (100 mL, 1/1, v/v). La solution est agitée pendant 8 h
a température ambiante, puis neutralisée par ajout d’une solution aqueuse de NaHCO; (10%,
m/v). Le produit est extrait avec du diéthyléther (3x30 mL). Les phases organiques réunies
sont lavées avec une solution de saumure (3x30mL), puis séchées sur Na,SO,4 anhydre. Apres
évaporation du solvant le résidu est purifié sur colonne chromatographique de gel de silice
(éluant AcOEt/hexane (2/8, v/v)). Le composé 16 est obtenu sous forme d’une huile jaune
(300 mg, rendement 46%).

RMN-'H (CDCls) : 1,33 (t, J = 7,1, CHs(ethyl)); 1,96 (d, J = 1,2, HyC-C(5)); 4,26 (q, T = 7,1,
H,C(ethyl)); 6,27 (d, J = 15,2, H-C(2)); 6,92 (d, J = 11,8, H-C(4)); 7,69 (dd, J = 11,8, 15,2, H-
C(3)); 9,55 (s, H-C (6)).

RMN-"C (CDCl) : 10,0 (CH3-C(5)); 14,2 (HsC(ethyl)); 61,0 (HoC(ethyl)); 128,6 (C(2));
137,5 (C(4)); 143,8 (C(3)); 143,9 (C(5)); 165,8 (C(1)); 194,4 (C(6)).

SMHR : m/z 169,0857 (IM+H]") (169,0859 calculé pour CoH3053).

CLHP-UV-SM : tg 1,85 min; Amax 283 nm; m/z 169,0 ((M+H]").

CG-SM : tg 19,35 min; m/z 168 (M™).
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Tout-(E)-méthyl-5,9,13,17-tétraméthyloctadéca-2,4,6,8,10,12,16-heptaenoate  (apo-14’-
lycopénoate de méthyle) 17.

OMe
)\/\/K/\/K/\/K/\/go

Le composé 16 (0,57 g, 3,4 mmol) et le phosphonium 2 (2,2 g, 4 mmol, mélange
diastéréoisomérique) sont dissous dans du CH,Cl, (5 mL). Une solution de MeONa dans le
MeOH (0,5 M, 8 mL, 4 mmol) est lentement ajoutée dans le milieu réactionnel maintenu a
0°C en 30 min puis agité pendant 20 h température ambiante. La réaction est ensuite stoppée
par ajout d’une solution aqueuse saturée de NH4CI (5 mL). Le produit est extrait au CH,Cl,.
Les phases organiques réunies sont lavées avec de 1’eau distillée (3x5 mL), puis séchées sur
Na,SO4 anhydre. Apres évaporation du solvant le produit brut est purifié sur colonne
chromatographique de gel de silice (éluant AcOEt/hexane (2/8, v/v)) puis cristallisé dans
I'hexane a 0°C. Le composé 17 est obtenu sous forme d’une poudre orange (280 mg,
rendement 24%).

RMN-"H (CDCl3) : 1,61 (s, H3C-C(17)); 1,69 (s, Hs-C(18)); 1,83 (s, H3C-C(13)); 1,99 (s,
H3C-C(9)); 2,06 (s, H3C-C(5)); 2,12 (m, H,-C(14, 15)); 3,76 (s, H3C(methyl)); 5,11 (m, H-
C(16)); 5,88 (d, J = 15,0, H-C(2)); 5,96 (d, J = 11,0, H-C(12)); 6,18 (d, J = 11,3, H-C(8)); 6,22
(d, J = 12,1, H-C4)); 6,25 (d, J = 14,8, H-C(10)); 6,35 (d, J = 14,8, H-C(6)); 6,55 (dd, J =
11,3, 14,8, H-C(11)); 6,81 (dd, J = 11,3, 14,8, H-C(7)); 7,7 (dd, ] = 12,1, 15, H-C(3)).
RMN-"C (CDCl;) : 13,1 (H;C-C(9)); 13,3 (H;C-C(5)); 17,2 (H3C-C(13)); 17,9 (H;C-C(17));
25,8 (C(18)); 26,8 (C(15)); 40,4 (C(14)); 51,6 (H3C(methyl)); 119,9 (C(2)); 124,0 (C(16));
125,7 (C(12)); 126,2 (C(11)); 128,7 (C(4)); 128,7 (C(7)); 130,9 (C(8)); 132,0 (C(17)); 135,2
(C10)); 136,1 (C(6)); 138,7 (C(9)); 140,7 (C(13)); 140,8 (C(3)); 144,7 (C(5)); 168,0 (C(1)).
SMHR : m/z 341,2465 ((M+H]") (341,2475 calculé pour C»3H3305).

CLHP-UV-SM : tg 12,71 min; Amax 406 nm; m/z 341,4 ((M+H]").
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Chapitre VII : partie expérimentale

Acide tout-(E)-5,9,13,17-tétraméthyloctadeca-2,4,6,8,10,12,16-heptaénoique (acide apo-
14’-lycopénoique) 18.

OH
)\/\/K/\/K/\/Wo

Le composé 17 (250 mg, 0,74 mmol) est dissous dans une solution de NaOH (720 mg, 18
mmol) dans 1'éthanol (20 mL). Le milieu réactionnel est agité pendant 24 h a 35°C. Puis la
réaction est stoppée par ajout d’une solution HCI (10%, v/v) jusqu’a obtention d’un pH acide.
Le produit est extrait avec du CH,Cl, (3x10 mL). Les phases organiques réunies sont séchées
sur Na,SO4 anhydre. Apres évaporation du solvant le produit brut est purifié par cristallisation
dans CH,Cly/hexane a 0°C. Le composé 18 est obtenu sous forme d’une poudre orange (120
mg, rendement 49%).

RMN-"H (CDCl3) : 1,62 (s, HyC-C(17)); 1,69 (s, HyC(18)); 1,83 (s, H;C-C(13)); 1,99 (s, H5C-
C(9)); 2,08 (s, H3C-C(5)); 2,12 (m, H,C(14, 15)); 5,11 (m, H-C(16)); 5,88 (d, J = 14,9, H-
C(2)); 5,96 (d, J = 11,0, H-C(12)); 6,19 (d, J = 11,4, H-C(8)); 6,24 (d, J = 12,1, H-C(4)); 6,25
(d, J =15,0, H-C(10)); 6,36 (d, J = 15,0, H-C(6)); 6,57 (dd, J = 11,0, 15, H-C(11)); 6,85 (dd, J
=114, 15, H-C(7)); 7,79 (dd, J = 12,1, 14,9, H-C(3)).

RMN-"C (CDCl) : 13,2 (H;C-C(9)); 13,4 (H;C-C(5)); 17,2 (HsC-C(13)); 17,9 (H;C-C(17));
25,9 (C(18)); 26,8 (C(15)); 40,4 (C(14)); 119,3 (C(2)); 124 (C(16)); 125,8 (C(12)); 126,4
(C(11)); 128,5 (C(4)); 129,3 (C(7)); 130,8 (C(8)); 132,0 (C(17)); 135,1 (C10)); 136,0 (C(6));
139,1 (C(9)); 140,9 (C(13)); 142,8 (C(3)); 145,8 (C(5)); 172,8 (C(1)).

SMHR : m/z 327,2320 (IM+H]") (327,2319 calculé pour Cp,H3;0,).

CLHP-UV-SM : tg 10,22 min; Amax 399 nm; m/z 327,3 ((M+H]").
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Chapitre VII : partie expérimentale

Tout-(E)-5,9,13,17-tétraméthyloctadéca-2,4,6,8,10,12,16-heptaen-1-ol(apo-14’-lycopénol)
19.

)\/\/K/\/K/\/K/\/\
OH

Le composé 17 (500 mg, 1,47 mmol) est dissous dans du THF anhydre (20 mL). Une solution
de DIBA-H dans le toluene (1M, 3,5 mL, 3,5 mmol) est précautionneusement ajoutée dans le
milieu réactionnel maintenu a 0°C en 1 h puis agité pendant 3 h a température ambiante. La
réaction est ensuite stoppée par ajout lent d’une solution de MeOH/eau (5 mL, 1/1, v/v) a
0°C. Le gel formé est détruit par ajout d’une solution aqueuse de tartrate de potassium sodium
(2 M, 20 mL) puis vigoureusement agité pendant 10 h. Le produit est ensuite extrait avec du
diéthyléther (3x10 mL). Les phases organiques réunies sont séchées sur Na,SO4 anhydre.
Apres évaporation du solvant le résidu est purifié sur colonne chromatographique de gel de
silice (€luant hexane/AcOEt (1/1, v/v)), puis cristallisé dans CH,Cly/hexane a 0°C. Le
composé 19 est obtenu sous forme d’une poudre orange (163 mg, rendement 35%).

RMN-'H (CDCls) : 1,4 (t, ] = 5,8, H-O); 1,61 (s, HiC-C(17)); 1,69 (s, H3C(18)); 1,82 (s, H3C-
C(13)); 1,94 (s, H3C-C(5)); 1,95 (s, H3C-C(9)); 2,12 (m, HoC(14, 15)); 4,25 (t, J = 5.9, H»-
C(1)); 5,11 (m, H-C(16)); 5,89 (dt, J = 5,9, 14,9, H-C(2)); 5,95 (d, J = 11,0, H-C(12)); 6,12 (d,
J=11,4, H-C4)); 6,16 (d,J = 11,4, H-C(8)); 6,24 (d, ] = 15,0, H-C(10)); 6,31 (d, J = 14,9, H-
C(6)); 6,49 (dd, J =11,0, 15, H-C(11)); 6,63 (m, H-C(3, 7)).

RMN-"C (CDCly) : 12,8 (HsC-C(5)); 13,0 (H3C-C(9)); 17,1 (HsC-C(13)); 17,8 (H;C-C(17));
25,8 (C(18)); 26,8 (C(15)); 40,4 (C(14)); 63,9 (C(1)); 124,1 (C(16)); 125,1 (C(11)); 125,7
(C(7)); 125,8 (C(12)); 128,4 (C(3)); 130,5 (C(8)); 131,1 (C(17)); 131,3 (C(4)); 132,4 (C(2));
135,4 (C10)); 136,4 (C(9)); 136,7 (C(5)); 137,1 (C(6)); 139,7 (C(13)).

SMHR* (NALDI-TOF) : m/z 312,2441 [M]" (312,2448 calculé pour C»,H3,0).
CLHP-UV-SM : tg 11,28 min; Ay 348, 366, 387 nm; m/z 313,3 ([M+H]"); 295,2 ([M-
H,O+H]").
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Chapitre VII : partie expérimentale

Tout-(E)-5,9,13,17-tétraméthyloctadéca-2,4,6,8,10,12,16-heptaenal  (apo-14’-lycopénal)
20.

H
)\/\/K/\/K/\/Wo

MnO, (175 mg, 1,7 mmol) est ajouté dans une solution du composé 19 (26 mg, 0,08 mmol)
dans AcOEt (1 mL). Le mélange hétérogene est vigoureusement agité pendant 1 h. La
réaction est stoppée par filtration sur célite®, puis le filtrat est séché sur Na,SO4 anhydre.
Apres évaporation du solvant le produit brut est purifié sur colonne chromatographique de gel
de silice (éluant hexane/AcOEt (2/8, v/v)). Le composé 20 est obtenu sous forme d’une
poudre orange (11 mg, rendement 44%).

RMN-'H (CDCls): 1,62 (s, HsC-C(17)); 1,69 (s, H3C(18)); 1,83 (s, H;C-C(13)); 2 (s, HsC-
C9)); 2,11 (s, H3C-C(5)); 2,12 (m, H,C(14, 15)); 5,11 (m, H-C(16)); 5,96 (d, J = 11,1, H-
C(12)); 6,17 (dd, J = 7,9, 14,8, H-C(2)); 6,20 (d, J = 11,5, H-C(8)); 6,26 (d, J = 15,0, H-
C(10)); 6,35 (d, J =11,9, H-C(4)); 6,38 (d, J = 15,0, H-C(6)); 6,59 (dd, J = 11,1, 15, H-C(11));
6,91 (dd, J =11,5, 15, H-C(7)); 7,52 (dd, J = 11,8, 14,8, H-C(3)); 9,61 (d, J = 8,0, H-C(1)).
RMN-"C (CDCl;) : 13,3 (H;C-C(9)); 13,6 (H;C-C(5)); 17,2 (H;C-C(13)); 17,8 (H;C-C(17));
25,8 (C(18)); 26,8 (C(15)); 40,4 (C(14)); 124,0 (C(16)); 125,7 (C(12)); 126,8 (C(11)); 128,7
(C4)); 130,1 (C(7)); 130,7 (C(8)); 130,9 (C(2)); 132 (C(17)); 135 (C10)); 135,7 (C(6)); 139,8
(C(9)); 141,2 (C(13)); 146,8 (C(5)); 147,7 (C(3)); 193,7 (C(1)).

SMHR : m/z 311,2369 ((M+H]") (311,2369 calculé pour C»,Hj3,0).

CLHP-UV-SM : tg 13,61 min; Amgx 422 ; m/z 377,5 ((M+H]").
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Chapitre VII : partie expérimentale

7.2.4) Famille des tout-(E)-2,7,11,15,19-pentaméthylicosa-
2,4,6,8,10,12,14,18-octaénoides (apo-12"-lycopénoides)

Tout-(E)-2,7,11,15,19-pentaméthylicosa-2,4,6,8,10,12,14,18-octaeénal (apo-12’-lycopénal)
21.

H
NS X

Le composé 3 (2,76 g, 16,8 mmol) et le phosphonium 2 (mélange diastéréoisomérique, 3,15 g,
5,6 mmol) sont dissous dans du CH,Cl, (10 mL). Une solution de EtONa dans le EtOH (21%
wt, 3 mL, 8 mmol) est lentement additionnée en 2 h dans le milieu maintenu a 0°C, puis agité
pendant 5 h a température ambiante. En fin de réaction une solution hexane/AcOEt (4/2 (v/v),
10 mL) est ajoutée dans le milieu. La phase organique est lavée avec de I’eau distillée (2x5
mL) puis séchée sur Na,SO,4 anhydre. Apres évaporation du solvant le produit brut est purifié
sur colonne de gel de silice (éluant AcOEt/hexane (3/7, v/v)), puis cristallisé dans
CH,Cl/MeOH a 0°C. Le composé 21 est obtenu sous forme d'une poudre rouge (lg,
rendement 51%).

RMN-"H (CDCl3) : 1,62 (s, H3C-C(19)); 1,69 (s, H3C(20)); 1,82 (s, HyC-C(15)); 1,88 (s, HsC-
C(2)); 1,99 (s, H3C-C(11)); 2,04 (s, H;C-C(7)); 2,12 (m, H,C(16, 17)); 5,11 (m, H-C(18));
5,96 (d, J = 11,3, H-C(14)); 6,20 (d, J = 11,7, H-C(10)); 6,26 (d, J = 15,1, H-C(12)); 6,3 (d, J
= 11,6, H-C(6)); 6,37 (d, J = 14,9, H-C(8)); 6,55 (dd, J = 15,1, 11, H-C(13)); 6,68 (dd, J =
11,7, 14,3, H-C(4)); 6,79 (dd, J = 11,5, 14,9, H-C(9)); 6,95 (d, J = 11,6, H-C(3)); 7,03 (dd, J =
11,6, 14,3, H-C(5)); 9,45 (s, H-C(1)).

RMN-"C (CDCl3) : 9,8 (H;C-C(2)); 13,2 (H;C-C(11)); 13,2 (H3C-C(7)); 17,2 (H3C-C(15));
17,9 (HsC-C(19)); 25,9 (C(20)); 26,8 (C(17)); 40,4 (C(16)); 124,0 (C(18)); 125,8 (C(14)); 126
(C(13)); 127,5 (C4)); 127,9 (C(9)); 131,1 (C(6)); 131,2 (C(10)); 132,0 (C(19)); 135,2
(C(12)); 136,6 (C(8)); 137,0 (C(2)); 137,9 (C(5)); 138,3 (C(11)); 140,6 (C(15)); 141,9 (C(7));
149,1 (C(3)); 194,6 (C(1)).

SMHR : m/z 351,2671 ((M+H]") (351,2682 calculé pour C,sH350).

CLHP-UV-SM : tg 13,02 min; Amax 442 nm; m/z 351 ((M+H]").
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Chapitre VII : partie expérimentale

Acide tout-(E)-2,7,11,15,19-pentaméthylicosa-2,4,6,8,10,12,14,18-octaénoique (acide apo-
12’-lycopénoique) 22.

OH
2 N S S S S N

Procédure générale : Le composé 21 est vigoureusement agité en présence d’un oxydant pour
I’obtention de 22.

Les oxydants sont :

-Les oxydes d'argent (Ag,0O, AgO, Ag2C03/Célite® (réaction de Fétizon))

-CrO3/H,S0Oy (réaction de Jones)

-NaClO; (réaction de Dalcanale)

-NaOH (réaction de Cannizaro)

-KCN/MnO,/MeOH (réaction de Corey) puis saponification de 1'ester méthylique.
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Chapitre VII : partie expérimentale

7.2.5)Famille des tout-(E)-4,9,13,17,21-pentaméthyldocosa-
2,4,6,8,10,12,14,16,20-nonénoides (apo-10’-lycopénoides)

Tout-(E)-9-formyl-4-méthyldéca-2,4,6,8-tétraenoate d’éthyle 23.

OEt
O A X S

Le composé 3 (400 mg, 2,4 mmol) et le triéthyl phosphonoacétate 6 (0,5 mL, 2,4 mmol) sont
dissous dans 40 mL de THF anhydre. Une solution de ~-BuOK dans le THF (1,7M, 1,4 mL,
2,4 mmol) est ajoutée en 1 h puis le milieu réactionnel a 0°C puis agité pendant 18 h a
température ambiante. La réaction est stoppée avec 10 mL d’une solution de NH4Cl saturée
puis le produit est extrait avec du diéthyléther (2x10 mL). Les phases organiques réunies sont
lavées avec une solution de saumure (3x10 mL), puis séchées sur Na,SO4 anhydre. Apres
évaporation du solvant le produit brut est purifié sur colonne chromatographique de gel de
silice (éluant AcOEt/hexane (2/8, v/v)) puis cristallis€ dans diéthyléther/hexane a 0°C. Le
composé 23 est obtenu sous forme d’une poudre jaune (215 mg, rendement 38%).

RMN-'H (CDCl3) : 1,31 (t, J=7,1, HyC-C(ethyl)); 1,90 (s, H3C-C(9)); 1,99 (s, H;C-C(4)); 4,23
(q, J =7,1, H,C-C(ethyl)); 6,01 (d, J = 15,6, H-C(2)); 6,54 (d, J = 11,7, H-C(5)); 6,85 (dd, J =
11,7, 14,3, H-C(7)); 6,96 (d, J = 11,7, H-C(8)); 6,99 (dd, J = 11,7, 14,3, H-C(6)); 7,37 (d, ] =
15,6, H-C(3)); 9,50 (s, H-C(10)).

RMN-"C (CDCl3) : 9,9 (H;C-C(9)); 13,0 (H;C-C(4)); 14,5 (H3C(ethyl)); 60,7 (HoC(ethyl));
119,4 (C(2)); 131,0 (C(7)); 136,2 (C(6)); 137,2 (C(5)); 138,4 (C(4)); 139,1 (C(9)); 147,7
(C(8)); 147,9 (C(3)); 167,2 (C(1)); 194,7 (C(10)).

SMHR : m/z 235,1328 ((M+H]") (235,1328 calculé pour C14H903).

CLHP-UV-SM : tg 5,76 min; Amax 357 nm ; m/z 235,1 ((M+H]").

CG-SM : tg 37,04 min; m/z 234 (M").
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Chapitre VII : partie expérimentale

Tout-(E)-4,9,13,17,21-pentaméthyldocosa-2,4,6,8,10,12,14,16,20-nonénoate d’éthyle
(apo-10’-lycopénoate d’éthyle) 24.

OEt

Le composé 23 (240 mg, 1 mmol) et le phosphonium 2 (mélange diastéréoisomérique, 710
mg, 1,3 mmol) sont dissous dans le CH,Cl, (5 mL). Une solution de MeONa dans le MeOH
(0,5M, 2,6 mL, 1,3 mmol) est lentement additionnée en 30 min dans le milieu maintenu a
0°C, puis agitée pendant 20 h a température ambiante. La réaction est stoppée par ajout d’une
solution saturée de NH4Cl (1 mL). La phase organique est lavée avec de 1’eau distillée (3x5
mL) puis séchée sur Na,SO,4 anhydre. Apres évaporation du solvant le produit brut est purifié
sur colonne chromatographique de gel de silice (éluant AcOEt/hexane (2/8, v/v)), puis
cristallisé dans I’hexane a 0°C. Le composé 24 est obtenu sous forme d’une poudre rouge-
orangée (74,5 mg, rendement 18%).

RMN-'H (CDCl3) : 1,31 (t, J=7,1, H;C-C(ethyl)); 1,61 (s, H3C-C(21)); 1,69 (s, H3C(22)); 1,82
(s, H3C-C(17)); 1,92 (s, H3C-C(4)); 1,98 (s, H3C-C(13)); 1,99 (s, H3C-C(9)); 2,12 (m, H»-
C(18, 19)); 4,22 (q, J = 7,1, H,C-C(ethyl)); 5,11 (m, H-C(20)); 5,87 (d, J = 15,5, H-C(2));
5,95, J =11,1, H-C(16)); 6,18 (d, J = 11,5, H-C(12)); 6,25 (d, J = 15,2, H-C(14)); 6,26 (d, J
= 11,5, H-C(8)); 6,35 (d, J = 14,8, H-C(10)); 6,52 (m, H-C(5, 15)); 6,59 (m, H-C(6)); 6,69
(dd,J =11,5, 14,8, H-C(11)); 6,78 (m, H-C(7)); 7,37 (d, J = 15,5, H-C(3)).

RMN-"C (CDCl3) : 12,7 (H;C-C(4)); 13,1 (H3C-C(9)); 13,1 (HsC-C(13)); 14,5 (H3C(ethyl));
17,1 (H3C-C(17)); 17,9 (HsC-C(21)); 25,8 (C(22)); 26,8 (C(19)); 40,4 (C(18)); 60,3
(H2C(ethyl)); 116,5 (C(2)); 124,1 (C(20)); 125,5 (C(15)); 125,8 (C(16)); 126,6 (C(11)); 128,9
(C(6)); 131,4 (C(12)); 131,9 (C(21)); 131,9 (C(8)); 133,6 (C(4)); 133,9 (C(7)); 135,4 (C(14));
137,1 (C(10)); 137,3 (C(13)); 139,1 (C(9)); 139.4 (C(5)); 140,1 (C(17)); 148,9 (C(3)); 167,7
(C(1)).

SMHR : m/z 421,3087 ((M+H]") (421,3101 calculé pour CyoHy4;0).

CLHP-UV-SM : tg 14,15 min; Apax 442 nm; m/z 421,6 ((M+H]").
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Chapitre VII : partie expérimentale

Acide tout-(E)-4,9,13,17,21-pentaméthyldocosa-2,4,6,8,10,12,14,16,20-nonenoique (acide
apo-10’-lycopénoique) 25.

OH

Le composé 24 (300 mg, 0,71 mmol) est dissous dans une solution de NaOH (630 mg, 16
mmol) dans EtOH (20 mL). Le milieu réactionnel est agité pendant 24 h a 35°C, puis
neutralisé avec une solution HCI (10%, v/v). Le produit est extrait avec du CH,Cl, (2x20
mL). Les phases organiques réunies sont séchées sur Na,SO4 anhydre. Apres évaporation du
solvant le produit brut est purifié par cristallisation dans CH,Cl,/hexane a 0°C. Le composé
25 est obtenu sous forme d’une poudre rouge (154 mg, rendement 55%).

RMN-"H (CDCl3) : 1,62 (s, HyC-C(21)); 1,69 (s, H3C(22)); 1,82 (s, HC-C(17)); 1,94 (s, H5C-
C4)); 1,98 (s, H3C-C(13)); 2,01 (s, H3C-C(9)); 2,12 (m, H,C(18, 19)); 5,11 (m, H-C(20));
5,87 (d,J =15,5, H-C(2)); 5,95 (d, J = 11, H-C(16)); 6,19 (d, ] = 11,5, H-C(12)); 6,25 (d, J =
14,9, H-C(14)); 6,27 (d, J = 11,5, H-C(8)); 6,35 (d, J = 14,8, H-C(10)); 6,52 (m, H-C(15);
6,56 (m, H-C(5); 6,59 (m, H-C(6)); 6,72 (dd, J = 11,5, 14,8, H-C(11)); 6,8 (m, H-C(7)); 7,46
(d, J=15,5, H-C(3)).

RMN-"C (CDCl3) : 12,7 (H;C-C(4)); 13,1 (H3C-C(9)); 13,1 (HsC-C(13)); 17,1 (H3C-C(17));
17,8 (H3C-C(21)); 25,8 (C(22)); 26,8 (C(19)); 40,4 (C(18)); 115,3 (C(2)); 124,1 (C(20));
125,5 (C(15)); 125,8 (C(16)); 126,8 (C(11)); 128,7 (C(6)); 131,4 (C(12)); 131,9 (C(8)); 131,9
(C(21)); 133,4 (C(4)); 134,7 (C(7)); 135,4 (C(14)); 137 (C(10)); 137,4 (C(13)); 139,6 (C(9));
140,2 (C(17)); 140,6 (C(5)); 151,1 (C(3)); 172,6 (C(1)).

SMHR : m/z 393,2787 (IM+H]") (393,2788 calculé pour C»7;H3705).

CLHP-UV-SM : tg 12,46 min; Anax 430,453 nm; m/z 393,4 ((M+H]").
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Chapitre VII : partie expérimentale

Tout-(E)-4,9,13,17,21-pentaméthyldocosa-2,4,6,8,10,12,14,16,20-nonén-1-o0l (apo-10’-
lycopénol) 26.

NS NG e S SN A

Le composé 24 (287 mg, 0,68 mmol) est dissous dans du THF anhydre (5 mL). Une solution
de DIBA-H dans le toluene (1,2M, 1,4 mL, 1,7 mmol) est précautionneusement ajoutée en 30
min dans le milieu maintenu a 0°C puis agité pendant 4 h. La réaction est stoppée par ajout
tres lent d’une solution MeOH/eau (3 mL, 1/1, v/v) a 0°C. Le gel formé est détruit par ajout
d’une solution aqueuse de tartrate de potassium sodium (2M, 10 mL) qui est vigoureusement
agitée pendant 10 h a température ambiante. Ensuite le produit est extrait par du diéthyléther
(3x10 mL). Les phases organiques réunies sont séchées sur Na,SO, anhydre. Apres
évaporation du solvant le produit brut est purifié sur colonne chromatographique de gel de
silice (éluant hexane/AcOEt (1/1, v/v)), puis cristallisé dans CH,Cly/hexane a 0°C. Le
composé 26 est obtenu sous forme d’une poudre rouge (80 mg, rendement 31%).

RMN-'H (CDCl3) : 1,39 (t, J = 5,85, H-0); 1,61 (s, H3C-C(21)); 1,69 (s, H;C(22)); 1,82 (s,
H3C-C(17)); 1,91 (s, H3C-C(4)); 1,97 (s, H;C-C(9, 13)); 2,12 (m, H»-C(18, 19)); 4,25 (t, J =
6,1, C(1)); 5,11 (m, H-C(20)); 5,88 (dt, J = 6,1, 15,6, H-C(2)); 5,95 (d, J = 11,0, H-C(16));
6,18 (d,J =11,5, H-C(12)); 6,21 (d,J = 11,5, H-C(8)); 6,23 (d, J = 11,0, H-C(5)); 6,25 (d, J =
15,2, H-C(14)); 6,34 (d, J = 15,6, H-C(3)); 6,35 (d, J = 15,0, H-C(10)); 6,49 (dd, J = 11,0,
15,2, H-C(15)); 6,59 (m, H-C(6)); 6,61 (m, H-C(7)); 6,64 (m, H-C(11)),

RMN-"C (CDCl) : 13,0 (H;C-C(4)); 13,0 (H3C-C(9)); 13,0 (HsC-C(13)); 17,1 (H3C-C(17));
17,9 (H3C-C(21)); 25,9 (C(22)); 26,8 (C(19)); 40,4 (C(18)); 64,1 (C(1)); 124,1 (C(20)); 125,0
(C(15)); 125,5 (C(11)); 125,9 (C(16)); 127,5 (C(2)); 129,6 (C(6)); 130,6 (C(7)); 131,6
(C(12)); 131,9 (C(21)); 1324 (C(8)); 132,5 (C(5)); 134,9 (C(4)); 135,5 (C(14)); 136,4
(C(13)); 136,5 (C(3)); 136,9 (C(9)); 137,4 (C(10)); 139,7 (C(17))

SMHR : m/z 379,2978 (IM+H]") (379,2995 calculé pour C»;H390)

CLHP-UV-SM : tg 13,02 min; Amax 396, 418, 444 nm; m/z 379,5 ((M+H]"), 361,5 ([M-
18+H]"),
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Tout-(E)-4,9,13,17,21-pentaméthyldocosa-2,4,6,8,10,12,14,16,20-noneénal (apo-10’-
lycopénal) 27.

Le composé 26 (90 mg, 0,24 mmol) est dissous dans AcOEt (5 mL). Apres addition de MnO,
(510 mg, 5 mmol), le mélange hétérogene est vigoureusement agité a température ambiante
pendant 2 h. La réaction est stoppée par filtration sur célite®, puis le filtrat est séché sur
Na,SO4 anhydre. Apres évaporation du solvant le produit brut est purifié sur colonne
chromatographique de gel de silice (éluant hexane/AcOEt (2/8, v/v)). Le composé 27 est
obtenu sous forme d’une poudre rouge (40 mg, rendement 44%).

RMN-"H (CDCl3) : 1,61 (s, H3C-C(21)); 1,69 (s, H3C(22)); 1,82 (s, HC-C(17)); 1,96 (s, H3C-
C4)); 1,98 (s, H3C-C(13)); 2,01 (s, H3C-C(9)); 2,12 (m, H,C(18, 19)); 5,11 (m, H-C(20));
5,95 (d,J=11,0, H-C(16)); 6,18 (dd, J = 7,8, 15,3, H-C(2)); 6,18 (d, J = 11,6, H-C(12)); 6,25
(d, J = 15,1, H-C(14)); 6,28 (d, J = 12,1, H-C(8)); 6,36 (d, J = 14,9, H-C(10)); 6,53 (dd, J =
11,0, 15,1, H-C(15)); 6,61 (m, H-C(6)); 6,61 (m, H-C(5)); 6,73 (dd, J = 11,6, 14,9, H-C(11));
6,86 (m, H-C(7)); 7,15 (d, J = 15,3, H-C(3)); 9,58 (d, J = 7.8, H-C(1)).

RMN-"C (CDCl) : 12,9 (H;C-C(4)); 13,1 (H3C-C(9)); 13,1 (HsC-C(13)); 17,1 (H3C-C(17));
17,8 (H3C-C(21)); 25,8 (C(22)); 26,8 (C(19)); 40,4 (C(18)); 124,0 (C(20)); 125,7 (C(15));
125,8 (C(16)); 127,2 (C(2)); 127,2 (C(11)); 128,6 (C(6)); 131,3 (C(12)); 131,7 (C(8)); 131,8
(C(21)); 133,8 (C(4)); 1353 (C(14)); 135,5 (C(7)); 136,8 (C(10)); 137,7 (C(13)); 140,2
(C(9)); 140,3 (C(17)); 141,3 (C(5)); 156,7 (C(3)); 193,8 (C(1)).

SMHR : m/z 377,2823 ((M+H]") (377,2839 calculé pour C»;H3,0).

CLHP-UV-SM : tg 13,61 min; Apax 458 nm; m/z 377,5 ((IM+H]").
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7.3) Méthode de mesure du pouvoir antioxydant

Les mesures de pouvoir antioxydant ont été effectuées sur un spectrophotometre UV-vis
Specord S600-01 a barrettes de diodes et équipé d'un passeur d'échantillons (8 cuves), d'un
systeme d'agitation magnétique et thermostaté a 37°C par bain-marie. Les absorbances sont
enregistrées sur une gamme de 200-700 nm toutes les 25 s (400 mesures) sous agitation a

1000 tours/min.

La metmyoglobine (19,9 mg) est dissoute dans 100 mL de solution tampon phosphate a pH
5,8 pour obtenir une solution 2 10 pM (standardisé par spectrophotométrie €so5 = 7700 M'cm’
1). Dans un ballon sont mélangés 0,5 mL de Tween 20 (40 mM dans le CHCls), 0,25 mL
d'acide linoléique (28 mM dans le CHCls) et un volume fixé d'antioxydant (ImM dans le
CHCI3). Le solvant est évaporé sous pression réduite puis le résidu repris dans dans 10 mL de
tampon phosphate a pH 5,8. Les concentrations finales étaient : 0,7 mM acide linoléique, 2
mM Tween, 1-10 uM de molécule testée. Deux mL de solution sont ensuite transférés dans la
cellule du spectrophotometre. L'échantillon est en contact avec le dioxygene de 1'air au niveau
de l'espace de téte. A typ 20 pL de solution de metmyoglobine (10 uM) ont été additionnés sous
agitation et le spectre UV-Vis a été enregistré a des intervalles de temps régulier (25s).

Les spectres obtenus sont traités a l'aide des logiciels Win aspect et Scientist pour calculer les

valeurs expérimentales.

7.4) Méthode de mesure de [interaction albumine du sérum

humain/apo-Lycopénoides

-Mesures fluorimétriques
L'étude de liaison est réalisée sur le fluorimetre SAFAS Xenius équipé d'un systeéme

d'agitation et thermostaté a 25°C par bain-marie.
Des ajouts dosés du composé (I mM, MeOH/DMSO (9/1 v/v)) sont réalisés dans la solution

d'albumine du sérum humain (3,75 uM, tampon phosphate pH = 7,4). Les spectres sont

enregistrés avec Aex = 295 nm qui est la A du tryptophane (Trp) de l'albumine. La
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diminution a Ae,, = 340 nm correspondante a la longueur d'onde d'émission du Trp est

observée, ce qui traduit une fixation de notre composé a proximité du Trp.

-Mesures spectrophotométriques UV-Vis
Les études de complexation des apo-lycopénoides avec 1'albumine du sérum humain ont été
effectuées sur un spectrophotometre UV-vis HP8453 & barrettes de diodes équipé d'un
systeme d'agitation magnétique et thermostaté a 25°C par bain-marie. Les absorbances sont

enregistrées sur une gamme de 200-700 nm sous agitation.

Des ajouts dosés du composé (1 mM, MeOH/DMSO (9/1 v/v)) sont réalisés dans la cuve
spectrophotométrique contenant 2 mL d'une solution d'albumine du sérum humain (3,75 pM,
tampon phosphate pH = 7,4) pour étudier l'influence de la protéine, ou dans 2 mL de solvant
organique (1 mM, MeOH/DMSO (9/1 v/v)) pour obtenir le spectre du composé en milieu
organique ou dans 2 mL de solution tampon phosphate pour obtenir le spectre du composé en

solution aqueuse. Le spectre est enregistré sur la gamme 200-700 nm.
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Site héminique responsable
de l'initiation de Ila
peroxydation de l'acide
linoléique

Myoglobine

Structure spatiale de la myoglobine[165]

http://www.chups.jussieu.fr/polys/biochimie/SFbioch/POLY.Chp.3.2.html

Strucure de I'héeme

Annexe 7 : schémas structuraux de la myoglobine et de son site l'heminique
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// Model complexation reversible 1:1
IndVars: V

DepVars: I,.LT,C,L,P

Params: K,FO,F1
LT=1E-3*V/(2000+V)
C=3.75E-6*2000/(2000+V)
I=(FO+F1*K*L)*P*exp(-E*0.65*LT)
L=LT-K*P*L

P=C/(1+K*L)

O<L<LT

0<P<C

E=6630+19570

K>0

/l Parameter values:

K=3E5

FO=1E7

F1=1E6

V: volume (en microL) de la solution 1 mM de ligand ajouté

I: intensité de fluorescence
LT: concentration totale de ligand

L: concentration de ligand libre (non lié¢ a HSA)

C: concentration totale de HSA
P: concentration de HSA libre
FO: fluorescence molaire de HSA

F1: fluorescence molaire du complexe
E = somme des coefficients d’absorption molaires du ligand a 295 nm et 340 nm

Annexes

Facteur 0.65: distance moyenne (en cm) de détection de la lumiere émise perpendiculairement au

faisceau incident

Annexe 9 : programme de calcul des constantes d'affinités (Scientist, MicroMath)
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Résumé

Les études épidémiologiques ont montré qu'une consommation réguliere en tomate et ses produits
dérivés de tomate permet de lutter contre diverses pathologies dégénératives associées notamment
au stress oxydant (maladies cardiovasculaires, cancers etc..). Les effets bénéfiques pourraient étre
dus au lycopeéne pigment rouge de la tomate et/ou a ses métabolites qui interviendraient dans ce
processus soit de part leurs capacités antioxydantes, soit au travers de la régulation de 1’expression
de genes. Dans ce contexte, quatre familles de molécules dérivées du lycopene, pouvant étre des
métabolites potentiels, ont été ciblées pour la synthese organique : les apo-11-lycopénoides, les apo-
14°-lycopénoides, les apo-12’-lycopénoides et les apo-10’-lycopénoides. Chacune des familles a été
synthétisée, via des réactions de couplages tels que Wittig et Horner-Wadsworth-Emmons, avec
quatre fonctions chimiques terminales : ester, acide carboxylique, alcool et aldéhyde. Par la suite
deux types de propriétés physico-chimiques des composés synthétisés ont été étudiés : mesure du
pouvoir antioxydant dans des conditions expérimentales mimant un stress oxydant dans le
compartiment gastro-intestinal (inhibition de la peroxydation lipidique initiée par la metmyoglobine
en milieu micellaire) et une étude d’interaction avec l'albumine de sérum humain, protéine

impliquée dans le transport des acides gras dans le plasma.

Mots-clés : métabolite, apo-lycopénoide, couplage Wittig, antioxydant, péroxydation lipidique,

albumine

Abstract

Epidemiological studies have shown that regular consumption of tomatoes and its derived products
participate to the prevention of degenerative pathologies associated with oxidative stress
(cardiovascular disease, cancers). The beneficial effects could come from lycopene and/or its
metabolites. In this context four families of lycopene derived compounds, mimicking possible
metabolites, were targeted to be synthesized: the apo-11- lycopenoids, the apo-14’- lycopenoids, the
apo-12°- lycopenoids and the apo-10’-lycopenoids. For each family, Wittig and Horner-
Wadsworth-Emmons coupling reaction were used and four different ending functions were
obtained: ester, carboxylic acid, alcohol and aldehyde. Then two physico-chemical properties were
studied: antioxidant effect mimicking oxidative stress in the gastro-intestinal tract (inhibition of
lipidic peroxidation initiated by metmyoglobin protein in micellar medium) and study of the
interaction with human serum albumin, a protein involved in the transport of fatty acid in the

plasma.

Keywords: metabolite, apo-lycopenoid, Wittig coupling, antioxidant, lipidic peroxidation, albumin.



