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La premiére relation entre cancer et environnement
date de la fin:.du XVIIIéme siécle, elle est due au chirurgien
anglais PERCIVAL POTT.

Des études ultérieures ont montré que 60 & 90 % des
cancers humains seraient reliés a des facteurs de l'environne-
ment. Ces derniers sont principalement les substances chimiques,
qu'elles soient synthétiques (hydrocarbures aromatiques, aryl-
amines, N-nitrosamines...) ou naturelles (aflatoxine ....).

Les facteurs secondaires sont les radiations ionisan-
tes et les rayons ultra-violets, causes principales des cancers

de la peau.

Les cancérogénes chimiques peuvent agir soit direc-

tement, soit aprés transformation par les cellules (1).

Dans la premiére catégorie des substances actives
par elles-mé&mes, on trouve certains agents alkylants, tels que
les halogé&nures d'alkyle, sulfonatesd'alkyle, N-alkyl-nitro-

souréesou N-alkyl N'-nitro N-nitrosoguanidines, \

En fait, la grande majoiité des‘cancérogénes appar-
tient & la seconde catégorie. Ces composés, totalement inactifs,
ne sont capables de réagir qu'aptés avoir été transformés en
produits plus ;éactifs.

Parmi ces cancérogénes & action indirecte, nous pou-
vons citer lesihydrocarbures polycycliques, dialkylnitrosamines,

amides aromatiques et aflatoxines.

La nitro-4 quinoléine-1 oxyde, qui nous intéresse
plus particuliérément se classe aussi dans cette derniére caté-

gorie.




Ce sont les systémes enzymatigques de la cellule gqui
assurent l'activation, mais aussi la détoxication des substan-
ces chimiques.

L'activation d'un précancérogéne peut nécessiter plu-

sieurs étapes que nous avons représentées dans le schéma 1.

ACTIVATION DETOKICATION
PRECANCEROGENE
1 ENZYME
ENZYME
CANCEROGENE PRECURSEUR >  PRODUITS
l (ENZYME) NON
CANCEROGENES

CANCEROGENE(S) ULTIME(S)

!

REACTIONS AVEC LES
NUCLEOPHIIES CELLULAIRES :
ACIDES NUCLEIQUES, PROTEINES

v

INITIATION DU CANCER

Schéma 1 :  Métabolisme des substances cancérogénes

Les éancérogénes ultimes sont des composés extréme-~-
ment réactifs, susceptibles de réagir avec les macromolécules

cellulaires, et en particulier avec l‘ADN.

En 1970, MILLER (1) a proposé un concept qui unifie
la notion de canéérogéne ultime. D'aprés ce concept, toutes
les formes réactives possé&dent un caractére é&lectrophile trés
puissant, qul rend ces espéces capables de réagir avec les

sites nucléophiles de 1'ADN,




AGENTS ALKYLANTS :

Un ion alkyldiazonium est l'intermédiaire réactif
postulé pour tous les agents alkylants azotés, qu'ils soient
& action directe ou ibndirecte (schéma 2). Dans ce dernier cas,
la formation de l'espéce électrophile ne fait intervenir aucun

systéme enzymatique, mais provient d'une décomposition sponta-

née dans le milien.

ACTION DIRECTE

H3C N v/ N=D “OH
Nk ———— Hac - E'I - N=0O =+ NHz-COzH
Hu 7o
N-méthyl N-nitroso '
urée
HC N= '
3 \N/N °©  gsH _

N-méthyl N nitro
N-nitroso guanidine

=
| ..
HE=N, OH
ACTION INDIRECTE 'ON ALKYL DIAZONIUM

HC ENZ  HC
3
ug”” (O

J
y 2C< A (‘ CH,
N N-diméthyl nitrosamine (o B0

H ION CARBENIUM

Schéma 2 : Activation des agents alkylants azoiis.




La réaction avec les sites nucléophiles de 1'ADN
se fait , soit par réaction directe de 1l'ion alkyldiazonium

lui-mé&me, soit par passage par l'ion carbénium correspondant.

On dénombre plusieurs sites d'alkylation possibles

sur 1'ADN.

Le site préférentiel est 1l'azote 7 (N7) de la guanine
(60 &4 80 % de la fixation)iviennent ensuite, les atomes d'azote
3 (N3) et a'oxygéne en position 6 (fonction carbonyle) de 1la

guanine. (cf. schéma 5 p. 11).

HYDROCARBURES AROMATIQUES

Le benzo [a]pyréne est probablement 1‘'hydrocarbure

polycyclique le plus étudié et le mieux connu actuellement.

12 1

© " @@ 23 BENZO [a]PYRENE
Q00

7 8 5
L'activation métabolique du benzo @]pyréne (schéma 3)
s'effectue en deux étapes, la premiére est une époxydation (2)
de la double liaison 7-8 par une monooxygénase, suivie d'hydro-
lyse de l'époxyde en dioi trans par une époxyde hydratase. Un
second cycle d'oxydation intervient avec formation d'un diol-

époxyde, cancérogéne ultime proposé (3).

Les espéces réactives sont donc les isoméres syn

et anti du diol-78,8a époxyde-9,10.




OO = P =

OH

ENZ

OH OH
ANTH SYN

Schéma 3 : Activation métabolique du benzo[a]pyrene.

De nombreuses études ont porté sur l'influence de la
stéréochimie sur la réactivité des diols-époxydes (4-7). Elles
ont conclu & l'importance prépondérante de l'isomére anti dans
les réactions biologiques.

La structure et la stéréochimie des produits de réac-
tion du benzo[é]pyréne avec les bases nucléiques ont &été décri-~-
tes .en 1976 (5).

o Le cancérogéne ultime (isomére anti) réagit & 90 %
avec les résidus guanylesdes acides nucléiques. L'isomére syn

donne le méme type de produits.

0
N
7 , n—H
A M
N N Y
0., |
' ADN A HO.
HO ' HO”

OH OH




AMINES ET AMIDES AROMATIQUES

Dans cette catégorie, entrent des composés tels que
la naphtyl-2 amine, l'acétylamino-4 biphényl, le N-méthylami-
no—4 azobenzéne et les amides aromatiques.

'Le modéle le mieux connu et le plus souvent présenté

est l'acétylamino-2 fluoréne.

Toutes les voies d'activation actuellement proposées

sont représentées dans le schéma 4.

N-acétylamino.2 fluoradne

OXYDATION
ENZYMATIQUE

©

O
~
(N2 e

{N-hydroxy N-acétyl)amino:2 fluoréne

ENZ \
+ PAPS ENZ ENZ
+H0, +UDPG ”
OH

N

~
OGluc

&
A Y
>
o

N
OAc
(OGluc)

n D
B

UDPG : Uridine diphosphoglucose
PAPS : Acide 3' phosphoadenosine 5' phosphosulfurique.

Schéma 4 : Activation métabolique du N-acétylamino-2 fLuorine.




L'odeation enzymatique de l'arylamide en acide

hydroxamique a été démontrée en 1960 par CRAMER (8).

Le dérivé N-hydroxylé ne réagit pas in vitro avec
les nucléophiles;‘une étape supplémentaire’d'activation est
nécessaire : il s'agit d'une estérification de la fonction

hydroxylée.

Dans le cas des esters sulfate et glucﬁronique, 1'in-
tervention d'un systéme enzymatique a €té mise en évidence par
des réactions in vitro.

Les dérivés O-glucuroniques (9) représentent les formes
d'excrétion et de transport du cancérogéne. L'ester sulfate

(10-11) est probablement le métabolite ultime le plus important.

L'acétylation enzymatique n'a jamais été démontrée,
mais des agents acylants tels gue l'acétylcoenzyme-A ou l'acétyl-

phosphate sont capables d'acétyler l1'acide hydroxamique.

Une autre voie d'activation a été proposée par BARTSCH
(12). 11 s'agit de 1l'oxydation enzymatique de l'acide hydroxami-
que. Le radical nitroxyde intermédiaire conduit par dismutation

au dérivé N,0-diacétylé et au nitroso-2 fluoréne.

Enfin des réactions enzymatiques de desacétylation et
transacétylation (13) ménent & des esters d'hydroxylamines extré-

mement réactifs.

Tous ces esters sont des composés €lectrophiles poten-~
tiels susceptibles de conduire a4 des lons ‘"nitrenium " selon

le schéma suivant :

R R .
Fg
or’ +
oo +

R=H,Ac ION 1ON
R’z Ac,S05, Gluc NITRENIUM CARBENIUM




Néanmoins, il est impossible de savoir quel est le
métabolite responsable de l'activité in vivo. Le dérivé N,0-di-

acétylé est le plus couramment utilisé dans les études in vitro.

Des produits de fixation (14) de l'amino-4 fluoréne
sur les bases ont é€té isolés & partir de 1'ADN des cellules de
rat traité par le N~hydroxyacétamidofluoréne, 1l'acétamidofluo-
réne ou l'aminofluoréne. Les produits de réaction sont les mémes
dans les trois cas. Il s'é&tablit probablement trés vite un équi-
libre entre produits acétylés et desacétylés (intervention d'acé-

tylases et de desacétylases).

In vivo, on estime gque 70-80 % des produits de fixation
sur 1'ADN sont desacétylés, 20 % seulement ont conservé une fonc-

tipn amide.

Les produits de réaction identifiés & ce jour sont les

suivants :

: e

2

1o
10




La structure des produits de réaction acétylés est
bien définie, il y a 80 % de réaction sur le C8 de la guanine
(composé A) et 20 % sur le groupement aminé en position 2 de
la guanine (composé B).

Par contre, seulement 10 & 15 % des produits desacé-
tylés ont été identifiés. Il s'agit aussi d'un produit de fixa-
tion sur le _C8 de la guanine (composé C).

Le produit d'ouverture du cycle imidazole (composé D),
présent dans les mélanges d'hydrolyse de 1'ADN (15), peut soit
provenir de la décomposition du composé C au cours de 1l'hydro-
lyse, soit constituer un quatriéme produit de fixation sur

1'ADN.

PURINES N-OXYDE.

. L'oxydation de 1l'azote 3 de certaines purines, telles

que la xanthine ou la guanine, produit des cancérogénes puissants.

o 0
He, He N He N
O — LI
?';4""9 HN T+"
H o &

Comme les amines ou les hydroxylamines aromatiques,
les purines N-oxvde sont probablement activées en cancérogénes
ultimes par estérification.

Malheureusement les propriétés biologiques de ces

composés sont trés mal connues.
Seules quelgues études portant sur leurs propriétés

chimiques ont mis en évidence le caractére électrophile du

carbone en position 8 (16) des acyloxy~3 purines.
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En conclusion : l'activation métabolique des cancé-
rogénes chimiques conduit toujours & une espéce électrophile
capable de réagir avec les nucléophiles cellulaires et en
particulier, avec les sites nucléophiles des acides nucléiques

et des protéines.

Le rd8le primordial de 1'ADN et de 1'ARN dans le stoc-
kage et la transmission de l'information génétique, a suscité

de nombreuses recherches sur la nature des perturbations induites

par la fixation covalente d'un cancérogéne sur ces macromolécules.

Il semble & présent certain que, si la formation d'une
liaison cancérogéne-ADN est une étape nécessaire dans l'initia-
tion du cancer, d'autres phénoménes interviennent dans 1l'induc-
tion définitive de ce cancer.

. Parmi ceux-ci, les phénoménes de réparation des lé-

sions jouent un r6le déterminant.

En effet, les cellules possédent des systémes enzyma-
tigques capables d'éliminer certaines lésions induites dans
1'ADN. L'induction du cancer serait, en fait, due & une défail-
lance de ces systémes enzymatiques. Deux cas peuvent se présen-
ter : la lésion est reconnue par les enzymes mais réparée de
fagon erronée, ou la lésion n'est pas reconnue et persiste sur

1'ADN.

La nature de la lésion, ou, en d'autres termes, la
nature de la modification chimique de 1'ADN (type de base mo-
difiée par le cancérogéne, site de fixation sur la base...)
constitue un facteur déterminant dans les processus de répara-

tion, et par conséquent dans l'initiation du cancer.

I1 en résulte qu'il devient important d'identifier
les sites de réaction d'un cancérogéne sur les bases de 1'ADN

pour bien comprendre le phénoméne d'initiation du cancer.
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Les travaux réalisés & ce jour montrent que les
diverses classes de cancérogénes réagissent avec des sélecti-
vités différentes sur les bases de 1'ADN (schéma 5). A titre
d'exemple, la guanine est attaquée essentiellement au niveau
des atomes d'azotes N., et N

) 7 3
en position 6 par les agents alkylants, alors que les amines

et sur la fonction carbonyle

aromatiques se fixent préférentiellement sur le C8 puis sur la

fonction amine en position 2.

AGENTS AAP
CH, u/, ALKYLANTS HC
I
7 % T T -~.H H
N T N N/ AGENTS
/1\n{ ING N o ALKYLANTS
AON He oL &6 N
o ss"‘sJ P
N \
kA | 8
2 “N N
3 9
AGENTS - I
ALKYLANTS ADN
HC
\l/”
AGENTS
z N NH ALKYLANTS
1
c |
?#TN3‘\*‘
ADN o) -~
AGENTS
ALKYLANTS
AGENTS ADN
ALKYLANTS

AAP : N-acétylamino-9 phénanthréne, AAF : N-acétylamino-2 fluoréne
HC : Hydrocarbures polycycliques.

Schéma 5 : Paincipaux sites de néaction des cancdrogines sur Les

bases nucléiques.
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Ainsi se pose le probléme important de l'orientation
de la réaction. De nombreuses‘hypothéses ont été avancées pour

expliquer cette sélectivité.

Certains auteurs (17, 18) ont tenté d'établir des
relations entre le caractére électrophile des agents alkylants

et les sites de réaction sur les bases.

HATHWAY et KOLAR (19) ont utilisé la notion d'acide
et base durs et mous de PEARSON pour expliquer la sélectivité
des N- etAO- alkylations, les bases nucléiques étant considérées
comme des nucléophiles ambidants avec des sites durs et mous.
Ainsi, dans la guanine, le N7 est plus doux que l'oxygéne en

position 6.

Dans le cas des arylamides, la sélectivité entre le
08 et le 2—NH2 de la guanine a été expliquée par le fait que
le cancérogéne ultime réagit sous forme d'un cation délocalisé

(1), présentant deux formes limites.

R R
Ve
OAc +
+

GUANOSINE

\

REACTION REACTION
AVEC LECg AVEC LE 2-NH,

Mais cette hypothése ne rend pas compte des différen-
ces de réactivité observées & l1l'intérieur d'une mémes série.
Ainsi, si l'acétylamino-2 fluoréne réagit exclusivement sur la

guanine, l'acétylaminophénanthréne réagit avec l1l'adénine.

En conclusion, nous pouvons dire que si 1'identifi-
cation des sites de fixation des cancérogénes sur les bases
est maintenant en bonne voie, les mécanismes mis en jeu lors des
réactions ne sont pas encore élucidés.
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NITRO-4 QUINOLEINE-1 OXYDE.

Le caractére cancérogéne de la nitro-4 quino-
leine-1 oxyde 1 fut établi en 1957 par NAKAHARA (20). Depuis,
de trés nombreuses études ont porté sur le mécanisme d'action

de ce composé.,

Comme la plupart des cancérogénes chimiques, le
dérivé nitré 1 inactif par 1ui—méme; est métabolisé par les
systémes enzymatiques de la cellule en cancérogéne précurseur,

puis en un ou plusieurs cancérogénes ultimes.

La premiére étape de l'activation est une réduc-
tion enzymatique du groupement nitro en hydroxylamine (21).
L'enzyme qui catalyse cette réaction a €té isolée et identifiée

. quelques années plus tard (22).

NO, w7 N—OH

~N ENZ N

N’ -_— N’ =F=£E N'

|: |* |
10 230- 24 OH

Le dérivé dihydroxylé 2 ainsi formé est le can-
cérogéne précurseur. Plus actif que 1 in vivo, i1>ne réagit
cependant pas in vitro avec les nucléophiles cellulaires. Une
seconde étape d'activation semble donc nécessaire.

Par analogie avec le métabolisme des arylamines,
une réaction d'estérification de 2 est généralement envisagée.

Plusieurs hypothéses ont été avancées pour la

structure des métabolites ultimes.

KAWAZOE et ARAKI en 1967 (23) ont synthétisé
par voie chimigue le dérivé diacétylé 3,par la suite ENOMOTO
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ont montré que ce diester réagissait de fagon
(ADN, ARN). Les

et Coll.(24)
non enzymatique avec les acides nucléiques

acides nucléiques modifiés in vitro par le dérivé diacétylé 3

ou in vivo par le cancérogéne précurseur 2 ont des propriétés
E

spectroscopiques trés voisines (études par fluorescence ).

N-OH . N=~OAc
l ACZO ' REACTION AVEC
-q M
N N LES ACIDES
I I NUCLEIQUES
OH 3 OAc *IN viTRO”

Le dérivé monoacétylé 5(obtenu par action du dithio-

threitol sur le composé diacétylé 3) réagit de fagon non enzymati-

que in vitro avec des nucléosides (27). Les produits, analysés

par HPLC, sont les mémes que ceux obtenus avec le dérivé diacéty-

16 3 mais les rendements sont légérement plus élevés.

N—OAc N-—OAc
DMSO REACTION AVEC
l -—-———é LES NUCLEOSIDES
N D|TH|0THRE|TOL :

KAWAZOE (28, 29) présente ce composé 5 comme cancéro-

géne‘ultime.
D'autres monoesters ont aussi &té proposés (toujours

% La comparaison des ADN modifiés in vivo et in vitro a été
LOUCHEUX de 1l'Institut

26) .

entreprise par 1'équipe du Dr. M.H.

de Reche:ches sur le Cancer de Lille (25,
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par analogie avec le métabolisme des arylamines). Le sulfate
d'oxime ou éventuellement le dérivé disulfuré correspondant

sont mentionnés par MILLER (1).

Dans le cas de l'obtention des dérivés acétylés et
sulfurés, aucun systéme enzymatigque n'a jusqu'a présent été
mis en évidence.

Par contre, TADA et TADA (30) ont isolé une enzyme
capable d'activer in vitro le dérivé dihydroxylé 2. Cette
enzyme, gui est une séryl-t~RNA synthétase est capable de
transférer un groupement sé€ryl sur une des fonctions hydroxylées
de 2. ‘

Le produit de réaction n'a jamals été isolé & cause
de sa trés grande réactivité.TADA et TADA (30) et plus tard
KAWAZOE (29) retiennent néanmoins la structure suivante comme

étant la plus probable.

(]

1
N‘O‘C—?H— CHZOH

NH2

o—2

Ce dernier dérivé est présenté actuellement comme
étant le métabolite ultime le plus probable de la nitro-4

gquinoléine~-1 oxyde.

Des études trés récentes (31) ont révélé le pouvoir
cancérogéne d'un autre métabolite possible de 2 : la nitroso-4
quinoléine-1 oxyde 7.

Ce dérivé nitrosé est préparé chimiguement par
oxydation de 2 par le carbonate d'argent sur célite (32),
biologiquement 7 peut &tre obtenu, soit par oxydation enzyma-
tique du dérivé hydroxylé 2, soit comme intermédiaire dans la

réduction de la nitro-4 quinoléine-1 oxyde 1.
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0
N~ OH Né
CO,4Ag,-celite N
I a—-—_é ,
N N
I |*
OH o™

In vivo, les produits de réaction de 7 avec 1'ADN sont
semblables & ceux obtenus avec le précancérogéne 1 (comparaison
par chromatographie sur papier), la réaction de 7 avec 1'ADN
menée in vitro conduit, malheureusement & des produits différents
(31).

L'intervention de 7 dans l'activation métabolique reste

donc toujours & prouver.

L'intéraction de la nitro-4 quinoléine-1 oxyde 1 ou
de ses métabolites avec 1'ADN a fait l'objet de nombreuses

publications.

La réaction la plus importante reste la formation

d'une liaison covalente entre une base nucléique et la gquinoléine,

In vivo, le pourcentage de fixation est de 1l'ordre de
1 molécule de cancérogéne pour 10 000 nucléotides (33) (il est
donc trés difficile dans ces conditions d'isoler et d'identifier

les produits de réaction).

Il a donc fallu effectuer les réactions in vitro, &
l'aide de systémes modéles, puils faire les comparaisons, in

vivo - in vitro.

TADA et TADA (34) ont ainsi fait réagir le cancérogéne
précurseur 2 sur des homopolynucléotides, en présence d'un sys-
téme enzymatique activateur. 2 se fixe exclusivement sur les
bases puriques : guanine et adénine, les réactions sur les
bases pyrimidiques sont négligeables. L'hydrolyse acide des
polynucléotides modifiés par 2 et l'analyse des produits de
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réaction par chromatographie sur papier ont révélé l'existence
de quatre dérivés : deux produits de fixation de la quinoléine
sur la guanine, un sur 1l'adénine et'ﬁn dernier produit instable
qui s'est décomposé en amino-4 quinoléine-1 oxyde 8 durant 1'hy-
drolyse acide.

Les trois produits de fixatidn de la quinoléine sur
les purines sont identiques & ceux obtenus par hydrolyse acide
de 1'ADN de cellules de rat traité par le précancérogéne 1

(étude par chromatographie sur papier).

L'unique produit de fixation sur l'adénine a été isolé
et identifié par KAWAZOE et Coll. (35).

L' hydroxylamine 2, mis en présence d'un systéme
enzymatique activateur, est additionné & une solution aqueuse
d'acide polyadénylique. Le produit de réaction est isolé par
chromatographie sur papier, aprés hydrolyse acide.

D'aprés les données spectroscopiques (RMN et spec-
trométrie de masse) et la détermination de pK, deux structures

A et B sont possibles.

.'v ENZ m: *
| A
4

NH, NH
SN—N | ~s>
N~ lQN N
N |

o~ g H

La structure A semble &tre la plus probable (A plus

stable que B vis-d-vis de l'hydrolyse acide).
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BAILLEUL en 1981 (27) décrit 1l'obtention et la carac-

térisation d'un produit de réaction du dérivé monoacétylé 5

la dé i .
sur la soxyguanosiline o /g
* 1
| o
N-— OAc N - QAc V] /L
~ W
DMSO N \
dGUO a

N R-=SH N
| | N'_"_

3 OAc 5 OH ]

5 est préparé a partir de 3 selon la méthode décrite
par KAWAZOE (28) (dithiothreitol dans le diméthylsulfoxyde). Le
mélange réactionnel est additionné & une solution aqueuse de
désoxyguanosine. Le produit majeur de réaction est séparé par
chromatographie sur colonne.

_Toutes les données spectroscopiques (RMN, spectromé-
trie de masse et UV) sont en accord avec la structure 19 pro-

posée.

Les autres produits de fixation de la quinoléine sur

la guanine n'ont pas encore été isolés.

Si 1'identification des différents produits de réac-
tion est actuellement en cours, la détermination des mécanismes
mis en jeu est trés hypothétique.

Les différents esters d'oxime proposés comme métabolites
ultimes possédent tous un caractére électrophile potentiel,

ce qui est en accord avec le postulat de MILLER (1).

En utilisant le dérivé diacétylé 3 comme modéle
KAWAZOE, dans une revue récente (29), propose, sans le commenter,

le schéma réactionnel suivant (schéma 6).
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Schéma 6 :

|
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3 OAc 5 OH
r~ ~ ~ -~
N N+
~ - nt
i C—— !
It I
0 J OH
. g /
(e) NU
H NU
7
NH2 \N-
~ ~N
N/ -
N
M It
g © o

Réactivite du denivé diacétyLé 3 : mécanisme Lfonique.

Ce schéma fait intervenir une rupture hétérolytique

de la liaison N-O avec formation d'espéces é&lectrophiles,

cha-

cune d'elles conduisant & un produit de réaction obtenu expéri-~

mentalement.

Auparavant,

les mémes auteurs

(36) proposaient une

rupture homolytigque de la liaison NI—O du dérivé diacétylé gvu\

(schéma 7).
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N« OAc
|
N
|
3 OAc
~ac0’
OAc
i N=~OAc N =~ OAc ‘N )
[ H \
| > . IS i
N N N
° )
Schéma 7 : REactivité du dénivi diacZtylé 3 : mécanisme

radicatlaire,

Ils avaient en effet enregistré le spectre de RPE
d'un radical formé par chauffage (70-80°C) d'une solution de
3 dans le dioxane. Mais aucun bilan de la réaction n'a été

fait.

En fait aucune étude systématique de réactivité de 3
n'a jamais été réalisée.
Cependant, la connaissance des propriétés chimiques

de 3 permettrait de maitriser la chimie de ce composé instable.

Rien ne permet d'affirmer par exemple que, lorsque
l1'on met en présence un nucléoside ou un polynucléotide avec le
composé diacétylé 3, 1'on isole effectivement un produit direct
de réaction et non un produit de réaction entre un dérivé de

dégradation de 3 et le nucléoside introduit.

En outre, une meilleure connaissance des dérivés

de la série permettralt :

1 - de préciser lesmécanismes mis en jeu et de définir
le rbéle respectif'des deux fonctions en positions

1 et 4.
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2 - de préparer des produits monofonctionnalisés
ou fonctionnalisés différemment en 1 et 4, en
vue d'étudier 1eufs réactivités vis-a-vis des

nucléosides et polynucléotides.

N-OR,

R, # R,
N ! R,,Ry: alkyle  acyle, H
on,

Nous avons donc entrepris une étude approfondie des

propriétés chimiques du dérivé diacétylé 3.

Nous avons commencé ce travail par une étude de la §
réactivité de 3 vis-ad~vis de nucléophiles simples : réactions
de solvolyse et réactions de substitution nucléophile avec
des thiols, amines ou alcools.

Ces réactions nous ont permis de mettre en évidence,

puis de prépafer sélectivement deux dérivés monoacétylés : 4

et 5.
N-OAc N-OH
l I
N N
I l
5 OH 4 OAc

Ces réactions montrent en outre clairement que les

deux fonctions esters de 3 n'ont pas la méme réactivité.
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Pour préciserxr les mécaniémes mis en jeu au niveau
de chague fonction ester du dérivé diacétylé 3 il nous a paru

nécessaire d'étudier séparément ces deux fonctions.

L'étude de la fonction acétate d'hydroxylamine N,N-di-
substituée (position 1 de la quinoléine) a été effectuée sur le
dérivé monoacétylé 4. A notre connaissance, ce composé n'a
jamais été décrit. Nous en détaillerons donc la synthése, les
caractéristiques spectroscopiques et les propriétés chimiques

dans le chapitre II.

L'acétate d'oxime 5 n'ayant jamais été isolé du milieu
réactionnel, la fonction acétate d'oxime a été principalement
étudiée & partir d'autres composés modéles : nous décrirons
leur synthése et les premiers résultats obtenus dans le chapi-

tre III.

-0-0-0-0-0-0-0-0-0-
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-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-
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CHAPITRE I

e wma  etew s ames  awe e
- v T e T e S e T s e et s v e @ i

DERIVE DIACETYLE 3

A. SYNTHESE.

La synthése du dérivé diacétylé 3 s'effectue en deux

étapes & partir de la nitro-4 quinoléine-1 oxyde 1.

NO, . N ==OH N = OAc
1.acide '
N ascorbique AcpO
|_ zJﬁuQH | |
OH
o] 2 v 3 OAc

=

La premiére é€tape consiste en une réduction du groupe-

ment nitro en hydroxylamine avec conservation de la fonction
N-oxyde. La seconde étape est l'acétylation de 2 par l'anhydri-

de acétique.

- REDUCTION.

La réduction est une étape délicate, car il faut con-

server la fonction N-oxyde et arréter la réaction au stade de
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l1'hydroxylamine.

La plupart des réactifs usuels conduisent & la desoxy-
génation de la fonction N-oxyde et 3 l'obtention de mélanges

d'amino, hydroxylamino et azoguinoléines.

C'est le cas des hydrogénations catalytiques (Nickel de
Raney) et des réductions par le borohydrure de sodium ou par

les métaux dissous (fer-acide acétique par exemple).

Deux méthodes sont décrites pour la synthése sélective
et quantitative de l'hydroxyamino-4 quinoléine-1 oxyde 2 : en
1963, OCHIAI (37) a employé la phénylhydrazine dans 1l'éthanol
et en 1968, ENOMOTO (24) a utilisé l'acide ascorbigque.

C'est ce dernier réactif que nous avons choisi. La ’
réaction est effectuée dans 1l'éthanol. 2 précipite aprés addi-
tion d'une solution diluée d'ammoniaque, le rendement est supé-

rieur a8 85 %.

2 existe sous forme d'un équilibre tautomérique hydro-

xylamine 2B - oxime 2A.

H
N ~—OH Sy
l von————— \
W
. N/
I |t
OH -
2a 28 °

Des &tudes récentes en RMN (28) ont montré que le tau-
tomére 2p prédomine largement sur le tautomére 2B dans le dimé-
thylsulfoxyde. 2 possé&de donc une structure d'oximino-4 hydro-

xy-1 dihydro-1,4 quinoléine.

- ACETYLATION

Pour l'acétylation de 2, nous nous sommes inspirés

de la méthode décrite par KAWAZOE et ARAKI (23). Nous utilisons
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un mélange d'anhydride acétique et acide acétique, le produit

final précipite dans 1l'eau.

Les données spectroscopiques sont conformes d la struc-

ture 3 proposée :

Dans le spectre de masse nous trouvons a4 cb6té du pic

+
de masse M = 260, des pics résultant des coupures des groupements

acétyles (m/e = 218 et 176).

En IR, les groupements acétyles sont caractérisés par

deux bandes intenses a 1750 et 1805 cm-l.

Enfin 1la RMN*nous donne de précieuses indications sur
la structure du composé : & cdté des deux singulets & 2,2 et
2,4 ppm correspondant aux groupements acétyles, nous trouvons
deux doublets de type AB a 7,6 et 6,2 ppm, attribués respective-
ment aux protons en position 2 et 3. La constante de couplage
JAB‘= 8,4 Hz est élevée (JAB= 4,5 Hz pour la quinoléine). En
raison de la forme dihydro-1,4 quinoléine, le caractére de double

liaison de la liaison 2-3 est plus important que dans la guino-

léine elle-méme, ceci pourrait étre & l'origine de la valeur

élevée de la constante de couplage.

Pour différencier les deux fonctions acétates en RMN ‘
et IR nous avons comparé leurs données spectroscopiques a celles
de deux composés modéles : l'acétoxyimino-4 méthyl-1 dihydro-1,4

quinoléine 11 et l'acétoxy-3 xanthine 12 (38).

N OAc o} "" N—=0Ac
]
N N
' LI |
i Ty |
CH
1 3 OAc 12 3 O Ac |

* pour plus de détails voir 1'annexe RMN p. 114.




26.

Le tableau 1 compare les valeurs obtenues en RMN et

IR pour les trois composés.

IR RMN
co (em™ 1) COCH (ppm)
3 | 1750 1805 2,2 2.4
11 | 1730 2,2
12 1820 2,1

Tableau 1.

En RMN, on peut ainsi attribuer la valeur la plus fai-
ble (2,2 ppm) & la fonction acétate d'oxime (position 4 de la
gquinoléine) et la valeur la plus élevée (2,4 ppm) au groupement
acétate fixé sur l1'azote hétérocyclique (position 1 de la qui-
noléine ou 3 des purines). On retrouve une corrélation identi-

que pour les valeurs des fréquences de vibration dans 1'IR.

B. ETUDE DES REACTIONS DE SOLVOLYSE

Il n'existe dans la littérature aucune étude approfon-
die de la réacti?ité du dérivé diacétylé 3, mise & part la men-
tion de sa trés grande instabilité qui conduit & la libération
spontanée d'acide acétique (36) et quelgues études préliminaires

d'hydrolyse.

En effet pour préciser les conditions d'étude de 1la
réactivité de 3 avec 1'ADN in vitro , S. GALIEGUE (39) avait
été amenée 4 déterminer le temps de demi-durée de vie dans un
mélange éthanol-tampon citrate pH 7, § 37°c, par étude UV,
celui-ci availt é€té estimé & 8 mn. B, BAILLEUL (40) a précisé ce
résultat en suivant l1l'hydrolyse & l1'aide de la HPLC. Il é

déterminé le temps de demi-durée de vie de 3 & 37°C dans des
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mélanges tampon citrate pH 7 - éthanol, avec des pourcentages
croissants d'éthanol. Il varie de 12 mn avec 20 % d'éthanol a
80 mn avec 67 % d4'éthanol.

En outre, BAILLEUL (41) a isolé par HPLC, l'un des 17
produits d'hydrolyse de 3 en tampon citrate pH 7 & 37°C. L'iden-
tification du composé par les données spectroscopiques usuelles
(IR, RMN, SM) a €té confirmée par comparaison avec le produit
de synthése (voir synthése des produits de référence, Chp. III).

Il s'agit de l'acétoxyamino-4 quinoléine 13.

N-— OAc N-—-0OA¢
Tampon citrate
l pH7 . l
7
N T=37°C N
| t= 45 mn |
OAc H
3 13

Dans le but d'avoir une connaissance globale de 1la
réactivité de 3, nous avons commencé notre travail par 1l'étude

de sa solvolyse en milieux neutre, basique et acide.

Nous avons deux objectifs :

%# maitriser la chimie de ce composé.

& mettre au point de nouvelles voies de synthése
permettant d'obtenir de maniére sélective des

dérivés différemment fonctionnalisés en 1 et 4.

i/ MILIEU NEUTRE.

Nous avons utilisé un mélange méthanol - tampon phos-

phate pH 7 (1:1). La concentration est de l'ordre de 4x10 3y

pour une étude par HPLC.
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On analyse la solation immédiatement aprés 1l'addition
de 3 au solvant, 3 apparait sous la forme d'un pic unique et fin.
Les résultats des injections sont reproductibles ; on peut en

conclure que 3 ne se décompose pas sur la colonne.

En suivant la disparition du pic correspondant a 3,
illustrée par les figures 1 et 2, on peut évaluer sa demi-durée
de vie 4 6 mn dans le mélange méthanol-eau pH 7 (1:1, v/v) &

20°cC.

DOA Figure 1 :

Determination du femps de demi-dunrie

de vie de 3 en mifieu aqueux a pH 7
parn HPLC : variation de La DO a 254 nm
du pic cornespondant a 3, au courns du
Lemps .

Brnme-
r r—
20 25
Temps (mn)
LogDO A
Figure 2
¥ L L] L) 4’

L 10 15 20 Temps (mn)
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En fin de réaction, le profil chromatographique
obtenu est complexe, la ligne de base est trés irréguliére
et le spectre peu résolu. Parmi les nombreux produits de réac-
tion, on distingue quatre pics plus importants que nous n'avons

ni séparés, ni identifiés.

Tous les mécanismes radicalaires (36,42) ou ioniques
(29) proposés dans la littérature pour la décomposition de 3
étant possibles dans 1l'eau & pH neutre, nous avons cherché une
plus grande sélectivité en opérant en milieu basique ou en mi-

lieu acide.

2/ MILIEU BASIQUE.

Nous avoﬁs effectué la réaction en milieu basique,
en solution dans le méthanol ; dé&s l'addition de la soude la
solution change de couleur et il se forme un précipité. Il est
donc nécessaire d'opérer a4 basse température pour visualiser

les produits primaires d'hydrolyse.

Bilan de la réaction:

N—OAc N —OAc N—OH
| CD30D~-NaOD '
-_— > ‘
N Tm=70°C T =30 T C=10°
|
3 Ac 5 OH N OM
(0) (
LK— N N===ff)
N7
. AN
T =10 A N
(0) (o) (0) (0)
14 3 oxygénes 17 2 oxygénes
]§ 2. .. 18 1 .

16 1 .
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La RMN est la seule technique qui permette de suivre
l'évolution de l'hydrolyse & basse température. Le tube contenant
la solution méthanolique refroidie dans l'azote liquide est placé
dans la sonde stabilisée &4 -70°C, nous additionnons la soude deu-
tériée juste avant d'enregistrer le spectre. Puis nous augmentons

la température de la sonde par paliers de 5°C.

* Température stabilisée & -70°C.

Méme & -70°C, 1'addition de la soude provoque 1l'hydro-
lyse immédiate d'une fonction acétate. En effet, le spectre du
produit de départ (deux singulets a 2,12 et 2,31 ppn, COCE3,
deux doublets & 6,30 et 7,40 ppm, respectivement C3—§ et CZ-E)

a disparu., Le produit formé ne posséde plus qgu'une seule fonc-

tion ester (singulet & 2,15 ppm, COCH doublets a 6,25 et

3'
7,75 ppm pour CB—E et CZ—E).

Le déplacement chimique du groupement acétate
(6=2,15 ppm) est en accord avec la structure 5 proposée (voir
annexe RMN p. 114. ‘

5 est stable plusieurs heures a -70°C ; il reste

encore stable deux heures a -30°C.

* Températurescomprises entre -30 et -10°C.

Nous observons une diminution'des signaux du dériveé
monoacétylé 5, avec apparition de nouveaux signaux (deux doublets
a 6,50 et 7,90 ppm). En fin de réaction, le spectre est superpo-
sable & celui du dérivé dihydroxylé 2 (doublets de C
6,50 ppm et C -H &4 7,92 ppm).

;7R 8

2
Deux moles d'acide acétique sont libérées par mole de

dérivé diacétylé 3 (singulet & 1,95 ppm intégrant pour six pro-

tons).
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* Températuressupérieuresda -10°C.

2 se décompose rapidement dans la soude, le spectre
devient moins résolu. Progressivement l'amplitude des signaux
diminue, on n'obtient plus aucun spectre. Il s'est formé un pré-
cipité important dans le tube de RMN.

Pour préciser la nature du précipité nous avons fait
la méme réaction en solution plus diluée, & 0°C. Nous avons
recueilli le précipité formé. Il représente 25 % de la masse
initiale.

Etant donnéeson insolubilité dans le méthanol ou 1l'eau,

nous n'avons pu l'analyser par HPLC. Aussi avons nous examiné sa

composition & 1'aide de la spectrométrie de masse.

Il s'agit d4'un mélange de produits de masses molé&culai-
reé élevées résultant de la dimérisation de quinoléine-1 oxyde.
Nous observons deux séries de pics (m/e=330, 314, 298, 282 et
m/e = 316, 300, 284), chague coupure correspond & la perte d'un
OXygéne. ‘

Par somparaison avec des diméres décrits dans la litté-
rature (43-45) , nous leur avons attribué les structures suivan-

tes :

1. Azo ou azoxydiquinoléines

(0)

N == N
XN 7 IZ M+ = 316 2 oxygénes
N/ N g M+ = 300 1 oxygéne

(o) (0)

La position des deux fonctions N-oxyde n'est pas

déterminée.




(0)

2. Pyrnidazino(3,4-c ; 5,6-c']diquinoliéines.

(0)

N === N
I
7))

N N

(o)

32,

13 M+ = 330 3 oxygénes
12 M+ = 314 2 oxygénes
16 u* - 208 1 oxygéne

Les réactions de formation de ces diméres ouverts

et fermés & partir du dérivé dihydroxylé 2, ont fait l'objet de
dés 1965,

décrivait une réaction d'oxydation de 2 en milieu i

nombreuses publications,

KOSUGE (43-45)

souvent confuses. En effet,

basique (agitation de 2 dans la soude en présence d'oxygéne et
obtention d'un mélange de diméres avec des rendements qui varient
selon les expériences de 2 & 7 %).

1. Azo ou azoxydiquinoléines 17 et

18.

KOSUGE (43-45) suggére l'existence d'un intermédiaire
réactionnel nitrosé, la nitroso-4 quinoléine-1 oxyde 7 (la for-
mation de 7 dans le milieu réactionnel a été confirmé en 1972

(46) par étude d'absorption UV). Il propose le mécanisme de for-

mation suivant (43) :
N— OH NO NH,
“oM ~ N
, ) N’ + N’
N
| l+ '+
OH o~ o~

7

|

\ /
AN

N N
* +
it
(o] o=
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Néanmoins il ne démontre pas la présence de 1l'amino-4
quinoléine-1 oxyde 8 dans le milieu.

La position des deux atomes d'oxygénes n'étant pas
prouvée, nous pouvons proposer un autre schéma réactionnel qui

ferait intervenir les produits d&soxygénés 19 et 20

H OH H OH
Nn NO NO Sn”
~ N —— ~N ~N
N’ + ”, ] ”, + -~
N iy 1t "

2 © 20 7 © 19
o "0
+
N— N" “ﬁ::::n

+\ /
7\
+*
-lé\ /;
2\

N
|- |-
0 (0]
17 bis 17 ter

Cette hypothése est basée sur deux observations :

- L'obtention de produits desoxygénés (19 et son
dérivé acétylé 13) au cours des hydrolyses neutre ou acide de
3 rend probable leur existence en milieu basique.

- Une réaction d'équilibre comparable & 7+19 &= 2+20
a été décrite par DARCHEN et MOINET (47) dans le cas de conden-
sations de nitrosobenzénes sur des phénylhydroxylamines (cf.

Chp. II, décomposition spontanée de 4).

2. Pynridazinodiquinoféines 14, 15 et 16.

Pour les pyridazinodiquinoléines KOSUGE avance un

mécanisme radicalaire, décrit dans le schéma suivant (44,45):




2
z
|
[}
4
2

+:L/
g
1
3]
1l

N ~”
l l+ l+ T+
2 ~
\
.Mpn
9P
N
N
l+
A
o~
+
N 7/
— QJE I
~
NZ N
A
- o-
14
Schéma 8 : Mécanisme de formation des pyridazinodiquinoliéines.

Nous n'avons pas poussé plus loin nos investigations
dans le domaine des produits de dimérisation des quinoléines,
car ceux~ci sont extré&mement difficilesad séparer, purifier et

identifier de fagon certaine.

En conclusion, en milieu basique le dérivé diacétylé
3 s'hydrolyse instantanément et sélectivement en acétate d'oxime
5. A son tour celui-ci se décompose rapidement en oxime 2.
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3/ MILIEU ACIDE.

Dans un premier temps, nous avons étudié le comporte-
ment du dérivé diacétylé 3 en milieu acide, en utilisant les
mémes conditions opératoires que celles mises en jeu en milieu
basique (méthanol, basse température}.

Le dérivé diacétylé 3 étant stable dans le mélange
réactionnel (méthanol-acide chlorhydrique) & basse température
nous nous sommes limités 3 l'étude des réactions a température
constante, & 25°C.

Nous avons étudié 1l'hydrolyse en fonction du temps
(observation par RMN dans le méthanol) et l'influence du solvant

méthanol, diméthylsulfoxyde par les techniques de RMN et HPLC,
et eau par HPLC.

a/ EVOLUTION EN FONCTION DU TEMPS : ETUDE PAR RMN.

Dans le mélange méthanol deutérié-acide chlorhydrique
deutérié le spectre du dérivé diacétylé 3 est caractérisé par
deux singulets correspondant aux groupements acétyles & 2,35 et
2,55 ppm et par deux doublets & 7,15 et 9,00 ppm (respectivement
C

-H et C,-H). Le tableau 2 retrace l1'évolution du spectre au

3 2
cours du temps.

5
§C,-H 5C,-H §COCH

temps 2 = 3 =3

t = 0 9,00 7,15 2,55 2,35

t = 25mn| 9,00 8,90 8,70|7, 7,10 2,55 2,50 2,35 2,32

t = 30mn 8,90 8,70 7,10 2,50 2,32

t = U5mn 8,90 7,10 2,32

Tab]eau 2.
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Au temps t=0, on additionne 1l'acide chlorhydrique, le

spectre enregistré correspond & celui du dérivé diacétylé 3.

Au temps t = 25 mn, on observe l'apparition de deux

nouveaux singulets (6=2,32 et 2,50 ppm), ainsi que de plusieurs
doublets dans la région des protons aromatiques (6= 7,10, 8,70 et
et 8,90 ppm). L'amplitude de tous les signaux du produit de dé-
part 3 (singulets & 2,35 et 2,55 ppm, doublets & 7,15 et 9,00 ppm)
a diminué. De l'acide acétique est libéré au cours de la réaction
(apparition d'un singulet & 1,90 ppm).

La présence de deux singulets & 2,32 et 2,50 ppm sug-
gére la formation de deux dérivés monoacétylés. Des études ulté-

rieures (c¢f. annexe de RMN) nous ont permis de leur attribuer

les structures 4 (6C°C§3= 2,50 ppm) et 5 (6C0c53= 2,32 ppm).
N=-OAc N-OH N-—0Ac
MeOH 6:2,32ppm
| N Il + [
N HCI N N
| | l
OAc OAc OH
2 .4. =2,50ppm -

Au temps t = 30 mn, le spectre du produit de départ

{singulets & 2,35 et 2,55 ppm) a totalement disparu. Le spectre
correspond au mélange des deux dérivés monoacétylés : 4 (singu-

let 4 2,50 ppm, COCH,, doublets & 7,10 et 8,70 ppm, respective-

ment C3—§ et Czeg) et 5 (singulet & 2,32, COCH doublets a

_3’
7,10 et 8,90 ppm, C,-H et C,-H). 5 est formé en plus grande

3 2
quantité que 4 (singulet & 2,32 ppm plus important que celui

a 2,50 ppm).

Au temps t =’45 mn, on remarque la disparition des

signaux de 4. Le pic de l'acide acétique (singulet a 1,90 ppm)
a considérablement augmenté. On note aussi une diminution de

l'amplitude des signaux de 5.

Enfin, au temps t = 90 mn, on ne retrouve plus le

~

spectre de 5 (absence du singulet a 2,32 ppm). Le spectre final




est complexe, il contient en particulier deux doublets
(6= 7,05 et 7,15 ppm) dans la région ol 1'on trouve habituel-
lement les protons portés par le C3. Nous pouvons en conclure
gu'il v a au minimum deux produits majeurs d'hydrolyse,

Une analyse par HPLC du mélange réactionnel nous a
permis d'identifier les produits finaux d'hydrolyse.

Il s'agit principalement du dérivé dihydroxylé 2
ainsi qu'une faible quantité de produit désoxygéné 19 (figure
3 p. 39).

En conclusion, on peut écrire le schéma réactionnel

suivant : 3 s'hydrolyse pour donner un mélange de deux dérivés
monoacétylés 4 et 5, qui conduit ensuite au mélange des deux
dérivés hydroxylés 2 et 19. Notons qu'd aucun moment, nous

n'observons la formation sé&lective d'un seul dérivé monoacétylé.

N —OAc N — OAc N — OH
CH,OH=HCI v
N T=25'C N N
I t =30mn , l
OAc OH OAc
g 5 4
H oM
N—OM A el
. I i,
M *
t =90mn ' ‘ N/
[
OH
2 19

b/ INFLUENCE DU SOLVANT.

Dans le but d'accroitre la sé&lectivité de 1l'hydrolyse,
nous avons testé plusieurs solvants : méthanol, diméthylsulfo-

xyde, eau.
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Le produit final de la réaction est le dérivé dihydro-
xylé 2 quel que soit le solvant. Nous nous sommes essentielle-
ment intéressés aux produits primaires d'hydrolyse,c'est & dire

8 la formation des dérivés monoacétylés 4 et 5.

* MZthanol-acide chlorhydrique

N~ O Ac N-OH N~ OAc
MeOH HCI
]| — ) - |
N N N
| | |
3 OAc a OAc 50"

Comme le montre l'expérience précédente réalisée en
tube de RMN, la méthanolyse en milieu acide n'est pas sélective,
elle conduit au mélange des deux dérivés monoacétylés 4 et 5.

‘Nous avons confirmé ce résultat de maniére quantita-
tive en étudiant, par analyse HPLC, le comportement du composé
diacétylé 3 en fonction du temps.

La figure 3 représente les prbfils chromatographiques
obtenus aprés 20 et 60 mn d'hydrolyse. On retrouve les deux
pics caractéristiquesde 5 (celui-ci se décompose en effet de
fagon répétitive sur la phase greffée en deux produits notés
5a et 5b sur lesprofils chromatographiques) ainsi que le pic
unique correspondant & 4 (identifié par comparaison avec un
échantillon authentique de 4, cf. Chp 1II).

Le pic du produit de départ.3, encore important aprés
20 mn, a pratiquement disparu aprés 60 mn de réaction.

On note aussi la présence de 1l'hydroxylamine 19, dont
le pourcentage varie peu au cours du temps, et du dérivé dihy-
droxylé 2, produit final d'hydrolyse des deux dérivés monoacé-
tylés 4 et 5.
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Sa 5b
S 34 2
2
EL|
19 i
56
A B c
19
254nm 254nm 254 nm 2
4
3 9
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Figure 3 : Hydrolyse acide de 3, étude par HPLC :

n

A : Méthanol-acide chlorhydrnique, % 20 mn

60 mn

B : Méthanol-acide chlorhydrnique, £

]
U

C : Diméthylsulfoxyde-acide chlorhydrique, % mn.
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% Diméthylsulfoxyde-acide chlorhydrique

N— OAc N —OAc
DMSO -~ HCI 7N
-
> l
N tg 5mn N
| T=20°C |
OAc OH
3 5

En RMN, le spectre obtenu quelques minutes aprés
l1'addition de l'acide (DCl 7N) est celui d'un dérivé monoacétylé
(singulet & 2,4 ppm, COCH doublets &4 6,95 et 8,85 ppn, C3g

et C

3'

,-H) .

) Aprés neutralisation par la soude diluée, nous avons
comparé les déplacements chimiques des principaux signaux (sin-

gulet 2,15 ppm, COCH " doublet & 6,05 pour C

=3’ 3
8,05 ppm pour CS-E) 4 ceux donnés par KAWAZOE pour le dérivé

-H et multiplet &

monoacétylé 5 (28).
Le caractére guantitatif de la réaction est assuré
par le calcul de l'intégration : formation d'une mole de 5

et d'une mole d'acide acétique par mole de 3.

Nous avons analysé par HPLC un échantillon de 1la
solution aprés 5 mn de réaction (figure 3 p. 39).

Le profil d'hydrolyse ne laisse apparaitre que les
deux pics 5a et 5b caractéristiques de 5, ce qui confirme

le rendement quantitatif et la sélectivité de la réaction.

* Eau-acdde chlorhydrique

Nous avons utilisé deux types de milieux : acide
chlorhydrique normal (pH<D,1) et acide chlorhydrique concentré.
Le dérivé diacétylé 3 est dissous rapidement & tem-

pPérature ambiante et analysé immédiatement par HPLC.
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Nous avons pu observer deux réactions totalement

différentes :

N — OAc

2-2

N—OAc oI N N— OH

(]

T HCl 12N
N~—~OH I
OAc \\\\\\\S OH

1w
N

Réactions dans L'acide chlorhydrique normal :

Les figures 4 et 5 (p.42) retracent 1l'évolution des
profils HPLC en fonction du temps. Le temps t = O correspond

a ia dissolution de 3 dans le solvant,.

A t = 35 mn on retrouve les deux pics caractéristi-

ques de 5 ainsi que les pics correspondant au produit de départ

3 et au produit final d'hydrolyse 2.

Au fur et & mesure que la réaction progresse le pic
3 diminue, les pics 2, 5a et 5b augmentent. L'hydrolyse de 5

et 2 semble avoir lieu parallélement & la formation de 5.

hydrolysé, les pics 5a et 5b correspondant au dérivé monocacé-

tylé 5 sont majeurs.

A_t_=_4h30, 2 est devenu majoritaire.

A t = 6h, le pic 5a a disparu, il n'existe plus de

de dérivé monoacétylé 5 en solution, néanmoins on observe tou-

jours le pic 5b sur les profils chromatographiques. Dans ce
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Hydnolyse de 3 dans L'acdide chlornhydrique normal.

2 2
5b
Sa
sb
L
A B C
BSnm 365nm 365nm
2 3 o
u Lo/ N LA.’-
[ YO VO TR Y W N SO O O T G N R R X POV I R T S O R | T i i L t .t 4. 0L 13
Figure 4 : Evofution des profils chromatfoghaphiques au cours du Lemps :
A: t=3m, B:t=35mm, C: £=26h
oo } Je=TT T —2
"‘
(]
(-]
(]
(.}
\\~
TTTeees L
.
3
! T3 H T - - w >
Temps (heures)
Figure 5 : Variation au cowrs du temps de La densité optique (DO A 365 nm)

des diffénents pics obsenrvés par HPLC.
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cas précis, le pic 5b semble donc correspondre a un produit
mineur d'hydrolyse de 3, stable en milieu acide (hauteur du

pic inchangé apré&s 3 jours de réaction).

Réactions dans L'acide chlorhydrique concentrnié

N-OAc N-—~OH N--OH
HCl cone. HCI
] — ] — |
N N N
l [ l
3 OAc 4 OAc n OH

Nous n'avons pas établi de cinétique pour cette
réaction. Sur le profil d'HPLC, aprés 2h30 de réaction, on
ne distingue que deux pics, correspondant au pfoduit final
d'hydrolyse 2 et au dérivé monoacétylé 4 (figure 6).

3 s'hydrolyse donc sélectivement

2 en 4, il n'y a aucune trace du déri-
vé monoacétylé 5. Si la solution
de 3 est suffisamment concentrée
(environ 50 mg par cm3), il s'amor-
ce une cristallisation de 4 sous
forme de chlorhydrate. Nous détail-

lons cette réaction, gui constitue

4 une méthode de préparation de 4,
385nm dans le chapitre consacré & ce com-
posé.

Si la solution est plus diluée

(solution wutilisée pour 1l'étude
‘ l par HPLC &4 1 mg par cm3), 4 s'hy-
J —_—
ettt b drolyse progressivement en 2.

Figure 6 : Hydrolyse de 3 dans L£'acide chlorhydrique concentri :
Etude par HPLC,
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4/ CONCLUSION.
Les réactions d'hydrolyse du dérivé diacétylé 3 nous
ont permis de mettre en évidence l'obtention rapide et plus ou

moins sélective des deux dérivés monoacétylés 4 et 5.

Nous avons défini les conditions de solvants et de
pH par lesguelles nous pouvions orienter selectivement la réac-
tion vers 1l'un ou l'autre des dérivés monoacétylés. Ces condi-

tions sont résumées dans le schéma suivant :

HCI N N—-OAc
ou HCI DMSO
ou NaOH
> |
N
|
N— OAc _§ OH
|
N
N~ OH
3 o0Ac
HCI! cone
L > |
N
l
OAc

18

Si 1'hydrolyse classique des fonctions esters condui-
sant & 4 et 5 est le mécanisme principal de réaction, la pré-
sence de l'acétoxyaminoquinoléine 13 et de l'hydroxylamine corres-
pondante 19 indique que d'autres mécanismes entrent en compéti-
tion. Ces deux composés sont ds & une rupture de la liaison
NI—O.

KAWAZOE et ARAKI (23,36) ont observé une telle rupture
dans la dégradation de 3, chauffé & 70°C dans différents sol-
vants (eau, alcools, dioxanne). Ils ont quantifié la libération
d'acide acétique au cours de la réaction mais n'ont jamais établi
le bilan de la réaction,

Sur la base d'études en CIDNP et RPE dans le dioxanne

4 70°C, ils proposent le mécanisme radicalaire suivant (36),.




”~
OAc
N-—OAc N-OAc N7
~N

N N N
I L J
OAc J
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Des mécanismes de coupure hétérolytique ne sont pas

4 rejeter mais nous n'en trouvons aucune trace dans la littéra-

ture.

C. REACTIONS AVEC LES NUCLEOPHILES,

De par son importance dans le phénoméne d'initiation
de la cancérogénése, la réaction avec les nucléophiles cellu-
laires (bases nucléotidiques, résidus soufrés ou azotés des

protéines) constitue un point fondamental & élucider.

Aussi parallélement aux réactions d'hydrolyse, avons
nous effectué quelques essais préliminaires de réactivité de
nucléophiles avec le dérivé diacétylé 3.

Pour cette premiére approche nous nous sommes limités
4 des nucléophiles simples -amines ou thiols- étudiés en
milieu organique (chloroforme, diméthylsulfoxyde, trifluoro-
éthanol), dans le but de tenter de mettre en &vidence des pro-
duits de fixation du nucléophile sur le noyau quinoléine du
dérivé diacétylé 3.
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1/ REACTIONS DANS _LE_CHLOROFORME

Nous avons débuté cette étude de réactivité avec les
nucléophiles en utilisant des amines de hauts poids moléculai-
res (exo, amino-2 norbornane, "acridine-c3—NH2*") aisément
identifiables par analyse chromatographique sur couche mince
(CCM). Nous pensions pouvoir ainsi séparer plus facilement
les produits de fixation du nucléophile sur le noyau quino-

. EE
léine

Le dérivé diacétylé 3 et l'amine, dissous dans le
chloroforme sont laissés 24 h sous agitation & température
ambiante. Les produits de réaction séparés par chromatographie
préparative sur plaque de silice, sont analysés par spectro-

métrie de masse.

Dans les deux cas, amino-2 norbornane et "Acr~C3—NH2",
nous avons isolé et caractérisé les amides correspondant au
transfert d'un groupe acétyle sur la fonction amine, avec des

rendements respectivement de 13 et 17 %.

H CHZ- CH{ CHZ- Nl-l2

\N/
7,
ci N
AMINO=2 NORBORNANE ACR—CS“NHZ

% Abréviation utilisée tAcr-C,~NH, : N-(amino-3 propyl-1)

amino-9 chloro-6 méthoxy-2 acridine.

%% Rappelons, 4 ce propos, les contraintes expérimentales liées
34 la fois 4 1l'instabilité et au caractére cancérogéne des
produits & étudier. Par exemple, pour d'évidentes raisons de
sécurité, les manipulations de composés tels que le dérivé

diacétylé 3 sont menées en général sur des guantités de

l'ordre de 1 4 10 mg.
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Nous n'avons pas pu identifié les autres produits
de réaction, de masses moléculaires €levées (masses plus élevées
que la somme des masses moléculaires de la quinoléine et de
l1'amine). On retrouve, néanmoins, dans les spectres de masse
des coupures caractéristiques des gquinoléines et des amines,
ce gqui suggére l'existence de produits de fixation de 1l'amine

sur la quinoléine.

La formation d'amide implique un mécanisme d'attaque
nucléophile de l'amine sur le (ou les) groupement(s) ester(s).
En vue de préciser ce mécanisme, nous avons effectué les réac-
tions en tube de RMN, avec des nucléophiles plus simples :

thiols et amines (tableau 3).

AMINES H2N-(CH2)3—CH{‘ H2N--(CH2)3--CH3 H2N—(CH2)3-NH2
* amino-3 propanol amino-1 propane diamino-1,3 propane
aniline
THIOLS HS- (CH2 ) 2—CH3 HS-( CH, ) 2—OH C6H5-SH
propanethiol g-mercaptoéthanol thiophenol
Tableau 3 :

a/ REACTION AVEC LES THIOLS.

Le dérivé diacétylé 3 est dissous dans le minimum
de chloroforme, le nucléophile est ensuite additionné directe-
ment dans le tube de RMN.
’ Nous avons suivi 1l'évolution du spectre au cours du
temps. Avec les thiols, la réaction est relativement lente

(24 a 48 h).




48.

Le spectre du dérivé diacétylé 3 (deux singulets a

2,2 et 2,38 ppm, C°C§3'

—g) s'efface lentement. On voit apparaitre

deux doublets & 6,2 et 6,95 ppm, respec-

tivement Cj-g et 02

les signaux de l'acide acétique (2,1 ppm) et des thioacétates

(singulet vers 2,4 ppm, S—CO-C§3).
On ne peut pas mettre en évidence un intermédiaire

monoacétylé 4 ou 5.

La RMN montre donc le transfert d'un groupement
acétyle sur -SH, ainsi que la libération d'acide acétique. Mais,
trés vite, les spectres deviennent complexes, indiquant que 1la

réaction conduit & un mélange de produits. 1

b/ REACTIONS AVEC LES AMINES.

Lors de l'addition de l'amine dans le tube de RMN, il
apparait, dans certains cas, un précipité coloré (vraisembla-
blement des diméres de quinoléine comparables a ceux obtenus par
action de la soude, c¢cf. p. 31 ), ce qui rend difficile, voire

impossible une analyse correcte de la réaction.

On peut cependant faire quelques remarques

. Le temps maximal de réaction (disparition de 3)

est égal & 5h pour l'aminopropane. A cause des phénoménes de
précipitation, il est difficile d'évaluer la vitesse de réac-

tion dans les autres cas.

. On note 1l'apparition de nouveaux sigulets vers
2 ppm attribuables aux groupements amides formés et & l'acide
acétique libéré au cours de la réaction. Dans la région des
aromatiques, on ne distingue plus aucun signal résolu. Il ne
se forme apparemment pas de dérivés monoacétylés (absence des

pics CH, attendus, vers 2,15 ppm pour 5 et 2,30 ppm pour 4) ,

3
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2/ REACTIONS DANS LE DIMETHYLSULFOXYDE.

Nous avons utilisé 1les mé&mes nucléophiles : thiols
et amines. Les solutions sont préparées dans le diméthylsulfo-
xyde deutérié afin de suivre l1'évolution de la réaction en

tube de RMN,

a/ THIOLS.

Le dérivé diacétylé 3 est stable 24 h en présence
de propanethiol , par contre, il réagit rapidement avec le
thio-3 propanol ou le thiophénol.
A Quelgques minutes aprés l'addition de thiophénol,
le spectre de 3 (singulets & 2,42 et 2,20 ppm, COC§3, doublets
4 6,20 et 7,65 ppn, 03 >~H, multiplet & 8,05 ppm, CS—E)

est remplacé par celui du dérivé monoacétylé 5 : un seul sin-

-H et C

gulet & 2,16 ppm correspondant au groupement acétate (deux
doublets & 6,05 et 7,60 ppm pour C3—§ et CZ-E, multiplet A&

8,05 pour C.~-H). Il apparait aussi un singulet & 2,40 ppm at-

5
tribuable a l'acétate de thiophényle.

Le calcul de 1l'intégration confirme l'aspect quanti-
tatif de la réaction, il se forme une mole de dérivé monoacétylé

S et une mole d'acétate»de thiophényle par mole de 3.

L'obtention de ce dérivé monoacétylé 5 par action du
dithiothreitol sur 3 avait été mentionné par NAGAO en 1976 (48)
et reprise par BAILLEUL (40) (cf. : Chp. III).

N—-OAc N=-OAc
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5 se décompose ensuite lentement (plusieurs heures
4 température ambiante) en libérant de l'acide acétique (sin-

gulet a 1,9 ppm).

Pour confirmer les résultats de RMN, nous avons ana-
lysé le mélange réactionnel obtenu par action du thiophénol ou
du dithiothreitol sur 3, par HPLC.

Dans les deux cas aprés 5 mn de réaction, nous obte-

nons les mémes profils chromatographiques pour le produit 5.

En raison de sa trés grande propreté nous avons par
la suite utilisé cette réaction avec le thiophénol pour pré-
parer 5 et obtenir aisément des échantillons authentiques uti-

lisables comme reférences pour les analyses par HPLC.

b/ AMINES.

Avec l'aniline et l'aminopropane, 3 se décompose en

quelques heures (respectivement en 1hl5 et en 5 h) en unmélange

complexe.

On observe en RMN une diminution des signaux corres -
pondant aux deux fonctions acétyles et un €largissement de la
région des aromatiques. En fin de réaction, seuls sont visibles
les singulets attribuables aux groupements amides nouvellement

formés et & l'acide acétigue libéré.

Avec le diaminopropane ou l'amino-3 propanol la réac-
LI
tion est totale en moins d'une minute. Le spectre obtenu est’
celui du dérivé monoacétylé 5 (COCH, a 2,10 ppm, doublets a‘’

3
5,90 et 7,35 ppm et multiplet & 7,90 ppm).

Comme avec les thiols, 5 disparait en quelques hegres

pour donner un mélange de produits (nombreux signaux mal réso-

lus en RMN) avec libération d'acide acétique (singulet & 1,8 ppm),
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On retrouve les mémes réactions avec certains thiols
(thiophénol, thioalcools) et les amines bifonctionnelles (diami-
nes ou aminoalcools), c'est a4 dire acétylation du nucléophile

et formation de 2.

N/°\ /M3

§ N=—QAc
, + R"SH ﬂ% , -+ R-S-Ac
',«' N
l
3 z\;‘ﬁfc"s 4 OM

Excepté pour le thiophénol, il semble que seuls les
thiols ou amines bifonctionnels donnent rapidement et gquantita-
tivement 5. Nous n'avons pas trouvé d'explication & ce phéno-

méne.

En conclusion, Les réactions en présence d'amines
et de thiols confirment l'existence de 2 types de réactions

compétitives :

1. Une attaque nucléophile sur les groupements
carbonyles, gqui conduit & l'obtention plus ou moins sélective

J

selon les conditions, du dérivé monoacétylé 5.

2. Une rupture homolytique ou hétérolytique d'une
liaison N-0, qui libére de 1l'acide acétique dans le milieu.
Dans le diméthylsulfoxyde, solvant qui favorise
les réactions ionigues, on observe essentiellement des réac-
tions du premier type. Dans le chloroforme, au contraire, on

obtient un mélange de réactions[l] et [2].
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D, INTERPRETATION.

Dans tous les cas étudiés -réaction en présence de
thiols et d'amines et hydrolyses acide et basique dans divers
solvants- la premiére étape visible corresbond 34 une désacé-
tylation qui conduit & un dérivé monoacétylé 4 ou 5. On peut
s'interroger sur les facteurs qui orientent la réaction vers
1'un ou l'autre des produits monoacétylés. Sans pouvoir donner
une interprétation définitive, on peut néanmoins faire les

constatations suivantes :

1. En milieu neutre, basique, ou faiblement
acide -c'est-a~dire quand le composé diacétylé 3 n'est pas
protoné- on obtient toujours préférentiellement le dérivé 5.

Ceci implique gue la réactivité de l'acétate en 1 soit plus
6levée due celle de l'acétate en 4. Or chacune des fonctions

acétate est de type H C-£-0-2 (Z représentant la partie

quinoléine de 1la molézule) ; on peut s'attendre & ce que la
réactivité soit d'autant plus élévée que Z est plus électro-
attracteur. Une indication sur le caractére électroattracteur
de Z dans une molécule H3C—E—O—Z est fournie par la position

de la vibration vC=0 dans 0 l'infrarouge, un groupement forte-
ment attracteur conduisant & une valeur élevée de la bande de
vibration (49).

_ Dans le dérivé diacétylé 3, l'acétate d'hydro-
xylamine en 1 posséde une bande a 1805 cm_l, valeur nettement
plus élevée que celle de l'acétate d'oxime en 4 & 1750. Cette
corrélation : valeur plus élevée de la vibration vC=0 -
caractére plus électroattracteur de 2 - réactivité plus élevée

de CH3-8—OZ - pourrait rendre compte de l'hydrolyse sélective

conduisant au dérivé 5.
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2. En milieu acide concentré par contre, le

systéme est protoné et les deux groupes fonctionnels

H OAc
\N/
N
“ > -
N
I+

OAc

0

/
sont de type CH3 - C/; Oze. Il faudrait alors supposer

que l'effet du solvant soit suffisant pour orienter l1'hy-
drolyse tantdt vers le produit 5 (DMSO) ou vers le produit

4 (HC1l, CHCl,).

-0-0-0-0-0-0-0-0~

e,
SR »
,//aw‘% )
i f_};,‘{i,}

s
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L'un des résultats trés pratiques des études de réac-
tivité du dérivé diacétylé 3 avait été la mise au point d'une
méthode sélective d'obtention du dérivé monoacétylé 4, produit

nouveau qui n'avait jamais été mentionné auparavant.

La préparation sélective de ce dérivé, nous permettra

1. D'étudier la réactivité de la fonction acétate
d'hydroxylamine, en position 1 du dérivé diacé-

tylé 3.

2. De synthétiser des composés fonctionnalisés
différemment en 1 et 4 et étudier leur réactivi-

té vis-&~-vis des nucléophiles.

3. De vérifier in vitro avec 1'ADN ou les nucléosides,

si ce dérivé est un cancérogéne ultime potentiel.

A.  SYNTHESE - STRUCTURE.

1/ SYNTHESE.

Le dérivé monoacétylé 4 est préparé par barbotage
d'acide chlorhydrique gazeux ou addition de quelques gouttes
d'acide chlorhydrique concentré dans une solution chloroformi-
que de 3. Un produit précipite lentement quand la solution est
laissée & -20°C.

Aprés filtration et lavage au chloroforme, la poudre
blanche obtenue doit &tre conservée dans un dessicateur & basse
température (-20°C). Nous avons toujours utilisé du produit
fraichement préparé pour les travaux de détermination de struc-

ture et pour 1l'étude des propriétés chimiques car le composé
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s'est révélé &tre trés peu stable (cf. : réactions de décompo-

sition spontanée, p. 59),

2/ DETERMINATION DE_LA_STRUCTURE_DE 4.

Nous avons attribué la structure i d ce nouveau
produit sur la base des réactions chimiques et des données

spectroscopiques suivantes :

1. Le composé posséde un squelette identique &
celui de 2 et 3, ce qui est demontré par les réactions

représentées dans le schéma suivant :

H_ 4 _OM H_ 4 _OH
N — OAc \N -~ \N/
HCI l HCI
| -~ E
ge— I
N Ac O N N
| 2 | [
3 OAc 4 OAc 9 OH
* Acétylation quantitative en 3 (isolement du pro-

duit de réaction et comparaison avec un échantillon authen-

tique ; le caractére quantitatif est déterminé par HPLC).

% Hydrolyse en dérivé dihydroxylé 2 en milieu acide
(identification de 2 par HPLC et acétylation "in situ” en 3.

2. Les données spectroscopiques nous indiquent que

4 posséde une fonction O-acétyle :

% Le spectre IR est caractérisé par une bande large .
& 1825 cmnl. Notons que cette absorption du groupe carbo-
nyle est plus élevée que celles du dérivé diacétylé 3.

(1805 et 1750 cm 1).
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* Le spectre de RMN est enregistré dans le méthanol
deutérié én présence d'acide chlorhydrique deutérié.

Les protons correspondant au groupement acétyle se
présentent sous la forme d'un seul singulet & 6 = 2,50 ppm
(deux singulets & 2,35 et 2,55 ppm pour les groupements
acétyles de ii.

* En spectrométrie de masse, le pic de plus haute
masse moléculaire m/e = 219 correspond & un dérivé mono-

acétylé de 2.

A partir de ces résultats deux structures étaient

possibles :

N~ OH N- OAc
l l
N N
| |
OAc OH
4 5

La structure S5 peut &tre écartée sur la base des
spectres de RMN et surtout par comparaison des temps de réten-
tion par analyse HPLC : 4 apparait sous la forme d'un pic unique
et fin alors que 5 (préparé par action du thiophénol sur 3)

donne un doublet pic caractéristique (5a + 5b).

- L'étude de la méthanolyse acide de 3 par RMN
et HPLC confirme cette attribution.

En effet,par HPLC, on retrouve simultanément les
deux pics caractéristiques de 5 et le pic 4 du nouveau dériveé.
Ce dernier pic diminue plus rapidement que les autres au cours
du temps (cf. figure 3 p. 39). '

En RMN, le spectre obtenu aprés 30 mn de réaction
est la somme des deux dérivés monoacétylés (signaux des grou-
pements acétates & 2,32 et 2,50 ppm). L'un d'eux (6=2,50 ppm)
s'hydrolyse plus rapidement et son spectre est strictement

superposable & celui du produit isolé (singulet & 2,50, COC§3,
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doublets & 7,10 et 8,70 C_-H et C -H) .

3 2 _
L'évolution de la réaction étant semblable dans

les deux cas, nous pouvons attribuer le singulet & 2,32 ppm

au dérivé monoacétylé 5 et celui & 2,50 ppm au produit 4.

La RMN est donc en parfait accord avec la structure
4.

- La valeur de l'absorption en IR & 1825 cm—ly
proche de celle d'un composé similaire : l'acétoxy-3 xanthine

12 (38) (VCO = 1820 cm_l), est aussi en accord avec cette

structure.

N-OH

X '
o ',“ N N

1

. -1
OAc Vg o=1820 cm orc Veo 1825 cm

12 4

Cette valeur élevée (1825 cm-l) ainsi que certains
résultats ultérieurs de réactivité montrent que i existe sous

forme de sel (49).

3/ STABILITE_DE 4.

a/ ANALYSE PAR HPLC

Pour les études de réactivité de 4 nous avons large-
ment utilisé la technique de la HPLC pour déceler la présence
de 4 dans un mélange réactionnel. Nous avons, tout d'abord,

testé la validité de cette méthode.

Injecté immédiatement aprés dissolution dans le mé-
thanol, 4 se présente sous la forme d'un pic fin. Une série

d'expériences, nous a montré qu'en fait, le pic observé ne
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-~ >~

correspond pas a l'élution de 4 mais a un produit de transfor-
mation que nous avons isolé par HPLC semi-préparative et auquel
nous avons attribué la structure‘gg, par comparaison avec un
échantillon authentique synthétisé au laboratoire par une voie

univoque.

4 se décompose immédiatement et quantitativement en
dérivé nitrosé 20, sur la phase greffée en C18 en présence des

solvants d'élution, méthanol et eau a4 pH 2,5.

N/&\H

RY

- AcOM R

I —
”
N
Cl
OAc
4 20

Cependant, lorsque nous mentionnerons les produits 4
et 20 dans ce chapitre,nous les aurons différenciés et iden-
tifiés de maniére certaine par deux manipulations complémentai-

res :

1. Etude du spectre d'absorption dans le visible.

20 absorbe & 745 nm alors que 4 n'absorbe pas.

2. Extraction au chloroforme de 20, suivie d'une
identification par CCM avec le produit de synthése (&lu-
tion par 1'éther).

b/ DECOMPOSITION SPONTANEE :

Au cours de la synthése de 4 nous avons observé dans
quelques cas, la formation de produits secondaires. Ces réac-
tions parasites sont incontrolables. Des expériences complémen-
taires nous ont montré qu'il sfagit, en fait, d'une décomposi-
tion spontanée de 4 dans le chloroforme saturé en acide chlo-

rhydrique gazeux.
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Nous avons identifié 1les quatre produits de réac-
tion par HPLC et par spectrométrie de masse : il s'agit des
deux dérivés hydroxylés 2 et 19, et des deux dérivés nitrosés
7 et 20.

Nous pouvons expliquer la formation de 2 par une réac-
tion de solvolyse et celle de 20 par une réaction d'élimination
du groupement acétate comme on le détaillera plus loin. La pré-
sence simultanée de 2 et 20 nous permet alors de proposer 1'é-

qgquilibre d'oxydoréduction suivant :

H oM
N OM Sy~

sefse dselee

(=]
-k
©

-2 20 7

Un équilibre semblable a été décrit par DARCHEN et
MOINET en série benzénique (47).

- — -4

Cette réaction d'oxydoréduction, extrémement rapide,

est indépendante du mélange initial (X—C6H4NO + YC6H4NHOH) ou

(XC,.H,NHOH + YC_H

674

Dans notre laboratoire N. TOHME et M.F. LHOMME ont
vérifié par HPLC que des mélanges synthétiques 2 + 20 et
7 + 19 donnaient rapidement le méme profil chromatographigue
2 + 20+ 7 + 19.

Cette décomposition spontanée de 4 nous oblige a
toujours'utiliser du produit fraichement synthétisé pour 1les

études de réactivité.
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B. REACTIVITE,

Pour étudier la réactivité de 4 et notamment pour
déceler son aptitude éventuelle & réagir avec des composés
nucléophiles, nous avons commencé par examiner son comporte-
ment dans des conditions de solvolyse en milieu agqueux.

Toutes les réactionsont été faites & température
ambiante (18-20°C) et l'analyse des mélanges réactionnels a
été effectuée par HPLC, & partir de solution 4x10_3M.

4 existant a4 1'état de sel, nous avons été amené &

opérer & différents pH.

Il apparait immédiatement que 4 évolue de maniére
totalement différente selon le pH dans lequel il se trouve

placeé.

1. RESULTATS.

a/ Dans L'acdide chlorhydrique concentné (HC1 12N),

la réaction principale est une hydrolyse de 4.

Des é&chantillons de la solution sont analysés par
HPLC, aprés 3 mn, 20 mn et 3 h de réacfion.

4 se présente sous la forme d'un pic unique en début
de réaction. Celui-ci diminue progressivement, alors qu'appa-
rait un nouveau pic dont le temps de rétention correspondant
au dérivé dihydroxylé 2.

La réaction est relativement lente : 17 % de produit
hydrolysé aprés 20 mn, la réaction est totale en 3 h. Le ren-

dement (calculé par étalonnage) est supérieur & 90 %.

La structure de ce produit 2, a été confirmée de la

fagon suivante :
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% Réacétylation en dérivé diacétylé 3 par 1l'anhydride

acétique : 3 est identifié par son temps de rétention.

¥ Etude de la réaction par spectroscopie UV : Le
spectre d'absorption de 4 présente deux maxima a4 230 et
242 nm. L'évolution de la réaction est caractérisée par
une augmentation de l'absorption & 230 nm. En fin de
réaction, le spectre est superposable & celui d'un échan-
tillon authentique de 2 (Amax (HCLIN) = 232 (e= 18000),
340 (e= 17000) (50).

N —OH N —-OH N-—OAc
l HCl conc I Ac0
—_— — l
N T220°C N N
& t=3h ] |
Ac OH
4 2 3 OAc

Remarquons que l'on observe la méme réaction, en
faisant barboter de 1l'acide chlorhydrique gazeux dans une

solution méthanolique de 4.

b/ Dans La gamme de pH comprise, environ, entre

0,2 et 0,7 (solutions aqueuses d'acide chlorhydrique), l1'hy-

drolyse conduit 4 l'obtention de deux produits majoritaires,
les dérivés hydroxylés 2 et 19, identifiés par leur temps
de rétention et le rapport des absorptions UV & 254 et 365 nm

(€,547/8365)
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H OH
N—OH N—OH N~
HCl aq.
| 0,2{pH (0,7 | ~N
ﬁ +
N T=20°C N N/
| t=40mn |
OA
4 Ofc o OH 19

Sur le plan cinétique, la figure 7 indigue la vitesse
de disparition du dérivé 4 en fonction du temps & pH 0,2, a
20°C, pour une concentration 4x10—3M.

On voit que la demi-durée de vie peut 8&tre estimée

a 10 mn.

il

Figure 7 : Détermination du temps de
demi-dunée de vie de 4 a pH 0,2,
par HPLC : vardiation de La DO

a
254 nm du pic conrrespondant a 4

au edurns du temps.

O Fercceccnccccancans

T Y D
1 20 30 40 Tem
(mn
¢/ A parntin d'un pH que L'on peut évaluerd 0,7, on
observe la formation d'un produit supplémentaire : la nitroso-4

quinoléine 20.

20 est identifié par son temps de rétention en HPLC
(comparaison avec un échantillon authentique) et surtout par
son absorption dans le visible (745 nm). La couleur jaune de

la solution est dlie & la présence de 20.
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H OH
N-OH N-OH N7 NO
| pH> 0,7 | N N
N Nl * NZ * NZ
| |
4 OAc 2 OH 19 29

Sur le tableau 4 nous avons représenté les variations
des rendements en produits 2 et 19 entre pH 0,2 et 1 (valeurs
obtenues par HPLC, aprés étalonnage avec des solutions standar-

disées d'échantillons authentiques).

pH 092 035 0,7 1
5 2 13 2 0
% 19 49 49 50 50

Tableau 4.

Il semble que le rendement en composé 19 varie peu.

Par contre comme l'indique la figure 8, le pourcentage de 2

diminue rapidement quand le pH croit, pour devenir nul 3 pH 1.

%g*;
Figure 8 : Hydrolyse acide de 4 :
2 influence du pH surn La
gormation de 2.
15,
104
5.
) | | 1 T 1 ] 1 H 1 : m’

o1 02 03 04 05 08 07 08 09
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20 suit 1'évolution inverse, il existe & 1'état de traces a pH

PH 0,7 et croit rapidement avec le pH.

Nous n'avons -pas déterminé avec exactitude le pour-
centage de 20, car il n'est que partiellement soluble dans le
solvant d'élution et il participe probablement & des réactions
secondaires : il faut en effet remarquer que le pourcentage
en produits identifiés diminue avec le pH de 62 % & pH 0,2 a
50 % & pH O0,7). Une partie des autres produits formés se re-
trouve dans les profils d'HPLC sous, forme de pics faibles et
peu résolus ; de plus les produits les moins polaires peuvent

rester fixés sur la phase et ne sont donc pas analysés.

Par analogie avec les réactions décrites par DARCHEN
et MOINET (47), la présence simultanée de 2 et 20, permet d'en~
visager 1l'équilibre d'oxydoréduction suivant : 2 + 20=x19 + 7
les hydroxylamines N-substituées réagissent facilement avec les
dérivés nitrosés en une réaction de condensation. Il y a quatre
condensations possibles (a + yz, a + 1, 29_+ 12, 1 + Ez)

conduisent & un mélange d'azoxydiquinoléines.

¢ o~ -
N:=='N” N-——-;’p
N Q @@b@
R I+
o 0 o=

2} 17 bis
o

NN~ N=—=nN

o= o=




66.

Ces composés peu polaires sont difficilement décela-
bles par HPLC. Néanmoins, dans 1'UV, une bande trés large d'ab-
sorption entre 400 et 450 nm signale l'existence probable de

ces diméres dans le mélange réactionnel.

d/ Pour Les pH compris entre 2 et 12, la réaction

d'hydrolyse devient instantanée. La solution se colore en jaune
dés 1'addition de 4 dans le solvant : une bande d'absorption &

745 nm apparait immédiatement.

Nous avons analysé les produits primaires de solvo-

lyse aprés 5 mn de réaction.

On observe trois pics : les deux pics majeurs corres-
pondant & 19 et 20, déja identifiés ; le troisiéme, mineur, a

un temps de rétention identique & celui de la nitroso-4 quino-
léine-1-oxyde 7. Nous n'avons pu obtenir aucune autre confir-

mation de la structure de ce composé.

f ~
H OH
N— OH SN N"o N,,o
2 (pH(N
~N
N~  Ts20cC N7 N> N
' t=5mn l"’
4 OAc 19 20 L 7 O

.La ligne de base, irréguliére et mal résolue, laisse
apparaitre de nombreux produits mineurs. On retrouve dans 1'UV

une bande large d'absorption entre 400 et 450 nm.

Nous avons calculé les rendements & pH 7, ils sont
de 52 % pour 20 et de 30 % pour 19. On constate donc que le
pourcentage de 20 augmente au détriment de celui de 19 quand

le pH croit (50 % de 19 et O % de 20 & pH 0,7).

Au cours du temps, un précipité vert se dépose. Nous

l'avons étudié par spectrométrie de masse : il s'agit essentiel-
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lement du composé 20 (M+ = 158). Le spectre contient aussi
quelgues traces d'un produit de masse moléculaire plus importan-
te m/e = 300. Par comparaison avec les coupures observées dans
le spectre des diméres obtenus a partir de 3 (cf. : p 31), nous
lui avons attribué la structure d'azoxydiquinoléine 18. La for-
mation de 18 peut aisément s'expliquer par la réaction bien con-
nue et lente en milieu neutre d'un dérivé nitrosé 20 avec

l1'hydroxylamine correspondante 19.

-—

H\N/OH N”O N K/o
+* —-—_—*
~ ~, - ~N
N N N N
18

19 20

e/ L'addition de 4 & une solution de soude &

pH supérieur @ 12 provoque la formation immédiate d'un préci-

pité que nous avons analysé par spectrométrie de masse.

Le produit de masse moléculaire la plus élevée
m/e = 300, est analogue & l'azoxydiquinoléine 18, décrite pré-
cédemment.

La nitroso-4 quinoléine 20 est l'intermédiaire pro-
bable de la réaction. Placé dans les mémes conditions, 20
donne un mélange de produits parmi lesquels on identifie 18

(analyse par CCM).

En conclusion, 1l'hydrolyse de 4 donne selon les pH,

deux ou trois produits primaires de réaction : 2, 19 et 20.

% Dans la zone de pH comprise entre pH 0,7 et 1
nous sommes en présence des trois produits ; 2 se forme unique-
ment & un pH inférieur 4 1 et 20 est observé uniquement & pH

supérieur a 0,7.
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Nous avons tenté de relier ce changement important
de réactivité & un phénoméne de protonation-déprotonation de 4.

Pour vérifier cette hypothése nous avons regardé
l'évolution du spectre d'absorption UV de 4 en fonction du pH.
Les spectres sont enregistrés immédiatement aprés dissolution
de 4 dans le solvant l'eau & un pH déterminé).

La figure 9 montre l1l'influence du pH sur le spectre
d'absorption.

Le spectre enregistré & pH 0,2 est strictement su-~
perposable au spectre enregistré dans l'acide chlorhydrique
concentré (Amax & 230 et 342 nm).

On remarque surtout le déplacement de la bande
d'absorption de 230 & 242 nm quand le pH croit de 0,2 a 1
4 pH 0,7 les deux bandes & 230 et 4 242 nm sont nettement
visibles. Les modifications de l'absorption dans la région
340-350 nm sont plus complexes et peu caractéristiques.

(Nous sommes dans l'impossibilité d'enregistrer le spectre de
4 3 un pH supérieur &4 1 & cause de sa trop grande vitesse de
décomposition).

L'ensemble de ces résultats est en accord avec le

passage 4 pH 0,7-0,8 de la forme protonée (Amax = 230 nm) de

4 & la forme libre (Amax = 242 nm).

Ne OH H..ﬁ,OH N— OM N’/O
~
QL) — QL) — Q0 —
N N N N
l l »
" OM 4 OAc 4 OAc -2.0

2 est caractéristique de la réactivité de la forme
protonée et 20 de celle de la forme libre. L'analyse des pro-
duits de réaction peut &tre considérée comme une détermination
indirecte du pK. On peut estimer ainsi que le pK a une valeur
comprise entre 0,5 et 1 (& titre de comparaison, le pK de

l'acide conjugué de la N,N-diméthyloxime est de 1,7 (51)).




242

pH1

345
" pH 0,7
8 ...K PH1

Figure 9 :
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Influence du pH sur Le spectre d'absorption de 4
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ik
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* Si 1l'on examine maintenant le comportement de 4
aux pH basiques, on constate une grande différence de réactivi-
té sur le plan cinétique. La formation et la décomposition du
dérivé nitrosé 20 sont extrémement rapides. Nous pouvons expli-
quer cette grande vitesse de décomposition par le passage &
la forme anionique de 4, ce qui favoriserait 1'élimination du

- (\ \
o o

groupement acétate.

N—OH N~ N>
pH) 12 7
a0 2 | Q) — g
N ) NO N~
| l
4 OAc COAC 20
- . - —

(En effet, le pK des N,N-dialkyloximes se situe
généralement dans une zone de pH allant de pH 10 & 12 (51)).

2. INTERPRETATION.

Le dérivé monoacétylé 4, extrémement réactif en

milieu aqueux subit quatre types de réactions compétitives :

- Hydrolyse en dérivé dihydroxylé 2.

- Elimination d'une fonction acétate et obtention

de la nitroso-4 quinoléine 20.
- Réduction en hydroxyamino-4 guinoléine 19.

- Dimérisation en azoxydiquinoléine 18.

Nous pouvons proposer soit des mécanismes ionigques
(schéma 9 p. 71 ), soit des mécanismes radicalaires (schéma 12
P.82) pour ces différentes réactions. Certains d'entre-eux ont
été décrits pour la réactivité de composés analogues, ce qui

nous a servi de base pour une discussion ultérieure.
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a/ Hydrolyse : Obtention de 2.

Cette réaction a lieu uniquement quand 4 existe

sous forme de sel.
4 peut &tre considéré comme un dérivé d'acide de

type :
H_4 ,OH
\N/
o
T —
HyC = C =2 = |
|
0= C~=CH
4 i 3
o

Il est normal que son hydrolyse soit beaucoup
plus rapide que celle du dérivé non chargé correspondant
Hjc— -2 fonction présente quand 4 se trouve sous forme libre,
auqguel cas les autres mécanismes (réduction-élimination)

peuvent entreren compétition.

b/ El&imination de R'acétate : Obtention de La
nithoso-4 quinoléine 20 (schéma 9 p. 71)..

L'élimination procéde soit suivant la voie b par
l'intermédiaire du cation délocalisé 22, soit plus rapidement
selon la voie ¢, a4 partir de l'anion 4c¢ (Ce mécanisme ne peut
4 1l'évidence, avoir lieu quand 4 existe sous forme de sel, &
pH<LO0,7). ‘ ; ;

Dans la voie b, & des pH compris entre 1 eé 12,

4 réagit sous forme libre 4b. La premiére &tape est une cou-
pure hétérolytique de la liaison Nl—o avec formation diun ca-
tion délocalisé 22 qui donne par déprotonation 20.

Dans la voie ¢, qui prédomine &4 pH> 12, la dépro-

tonation de la fonction oxime précéde 1'élimination du groupe-

ment acétate et la réaction est beaucoup plus rapide que dans

le cas précédent.




Selon qu'il existe ou non d'autres produits de réac-
tion,la nitroso-4 quinoléinegg_conduit 4 des produits de dimé-
risation de type 18. €es condensations sont d'autant plus

rapides que le pH est plus basique, conformément aux données

de la littérature (52).

¢/ Réduction : Obtention de L£'hydroxyamino-4
quinoléine 19

L'obtention de ce composé est beaucoup plus surpre-
nante. Un mécanisme de formation pos~ible implique le passage
par l'ion nitrénium 22 (forme limite du cation délocalisé 22)
sur lequel nous reviendrons (cf. p.76 ). Un mécanisme radica-

laire est €galement possible.

3. DISCUSSION,.

Des réactions comparables (hydrolyse-élimination-
réduction) ont été décrites par PARHAM et Coll. (53-56) a
propos de la réactivité de l'acétoxy-3 xanthine 12, autre

composé cancérogéne modéle.

Extrémement réactif cet ester de purine-3 oxyde,

subit trois réactions compétitives (schéma 10 p.74).

- Une hydrolyse en hydroxy-3 xanthine 23.

- Une élimination de l1l'acétate qui conduit a

un produit de substitution en position 8, 24.

- Une réduction en composé 25.

a/ L'hydrnolyse, quantitative 34 pH 3, diminue

-

rapidement quand le pH augmente. Cette réaction est tout a fait

semblable & la voie a décrite précédemment en série quinoléine

(p.71) .
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b/ L'élimination de L'acétate gqui conduit aux pro-

duits de substitution 33, se fait avec un rendement faible &

piE < 3 (5 %) ; celui-ci croit rapidement avec le pH (20 % a
PH 5).

Deux chemins réactionnels sont possibles :

- &a pH«3 : le mécanisme proposé est de type SNI'
La coupure hétérolytique de 12 conduit a 1l'in-
termédiaire cationique 26 dont l'ion nitrénium 26a

et l'ion carbénium 26b sont deux formes limites.

- &8 pHD>3 : L'accélération brutale de la vitesse
de réaction ainsi que 1l'augmentation des rende-
ments en produits de substitution montrent 1'in-

tervention d'un autre mécanisme réactionnel.

Les auteurs associent ce changement de mécanisme &
la premiére ionisation de l'acétoxy-3 xanthine 12.

L'ionisation du cycle imidazole en anion 27 favorise
1'élimination d'un acétate, ce gui conduit a8 la déhydroxanthine
28. L'attaque nucléophile a lieu soit sur l'espéce neutre 28,
soit, aprés protonation sur la forme cationique 26, décrite

précédemment.

¢/ Dans tous les cas, le mélange réactionnel contient
le produit de néduction 25. Dans certaines conditions opératoi-
res (en présence d'iodure de potassium par exemple), le rende-
ment peut atteindre 90 %.

Les auteurs avancent plusieurs mécanismes pour en
expliquer la formation, dont notamment une voie impliquant
l'ion nitrénium 26 (53, 55). ‘

Des mécanismes comparables peuvent étre avancés pour,

interpréter la formation de l'hydroxyamino-4 quinoléine 19.
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REACTION DE REDUCTION

On constate donc, que dans la série N-oxyde de qui-
noléine, de m@&me que dans cette série N-oxyde de purine et
guelgues autres (57), les réactions conduisent & des pourcen-
tages variables de produits de réduction : ~N-OAc -» _N-H.

Il nous semble utile de discuter particuliérement
ce point, dans la mesure ol une réaction comparable avait déja
été observée par BAILLEUL (41) dans le cas du dérivé diacétylé

3

N~OAc N—OAc
N N
I I

Il n'est pas exclu que cette réaction puisse étre

mise en jeu dans le cycle général de transformation de la nitro-4

quinoléine-1 oxyde 1 in vivo,

Divers mécanismes peuvent &tre avancés pour la réduc-
tion, et notamment un mécanisme ionique, par l'intermédiaire

d'un ion "nitrénium" 3 1l'état triplet issu d'un interconversion

singulet-triplet.

A ce stade de la discussion, nous pouvons rappeler

briévement ce qui l'on connnait sur la chimie des ions nitrénium,

singulet et triplet.

La contribution essentielle & la connaissance de ces

espéces est due & P,G. GASSMAN (58). Celui-ci propose un ion
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nitrénium comme intermédiaire dans les réactions de solvolyse
et de réarrangement des N-chloroamines (58) et des esters d'hy-
droxylamines (59).

Placée dans des conditions solvolytiques, la N-chloro-
amine s'ionise en ion nitrénium a4 1l'état singulet. Si la durée
de vie du singulet est suffisante et sous l'influence de divers
facteurs (effet d'atome lourd...), le singulet peut s'intercon-

vertir en triplet;

R=N=R — R-N =R — R~N =R
® ©
ETAT ETAT

SINGULET TRIPLET

Les propriétés de 1'ion nitrénium & 1'état singulet
sont semblables a celles des ions carbénium, c'est a dire,
essentiellement, des réactions de réarrangements et d'addition.

A l'état triplet, 1'ion nitrénium a des propriétés
de biradical cation. Il est en particulier capable d'arracher

les hydrogénes du solvant et de régénérer 1l'amine correspondante.

]
o
J
I-2-x
'+
=

c
c

Pour tenter de mettré en évidence, l'interconversion
singulet~-triplet, GASSMAN a étudié 1l'influence des solvants
4 atomes lourds sur les pourcentages des différents produits
de réaction (58).

En présence de solvants halogénés (chloroforme, bromo-
forme) le pourcentage des produits de réduction augmente consi-
dérablement au détriment des produits de réarrangement, ce qui
est bien en accord avec l'hypothése d'une transformation

singulet-triplet de 1'ion nitrénium (schéma 11).




78.

h——-—-——9 -————-—-——*

N juéj N
\ D) 0%
Ci

SINGULET TRIPLET

| o

N
R N+
-H
R:Cl, OCH, |
H
Produit de Produit de
réarrangement réduction
Solvant :
MeOH 79 % 7 %
MeOH¥CHBr3 (1:1) 1 % 45 %
MeOH-CHCl3 (1:1) 4 % 63 %

‘Schéma 11 : Mécanisme de néaction des N-chloroamines :

-

Influence des so0lvants a atomes Lourds.

En série ester d'hydroxylamines, la méme é&équipe a
étudié la méthanolyse de la benzoyloxy-1 pipéridine (59).

Elle a mis en évidence deux réactions compétitives :

1. Réduction en pipéridine par le "nitrénium triplet?
2. Obtention d'hydroxy-~1 pipéridine par une réaction

de méthanolyse.
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- | + M
N+  X-CgHg=COy m—> N\
H

1.REDUCTION 10% X donneur
86% X attracteur

OO

2. METHANOLYSE

< !‘J"'OH + X- CGH“-(l:‘---OCI-'I3
o

90% X donneur

14% X attrocteur

(Notons gue l'onn'oberve pas de produits de réactions du ni-

trénium & 1'état singulet dans ce cas précis).

En série acyloxy-3 purine, l'acétoxy-3 xanthine 12
se décompose spontanément en xanthine 25 au cours des réactions
de solvolyse a4 pH> 3 avec des rendements qui avoisinent 30 %.
L'addition d'iodure de potassium favorise cette réduction (les

ions iodures étant oxydés en iode).

0 0
H‘Niﬁin\> H\Nﬁj[,,\
ALy —— L)
AAc l!! I!i I!I
12

25
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Plusieurs hypothéses ont é&té successivement avancées
pour expliquer cette réaction. L'une d'elles fait intervenir le
passage par l'ion nitrénium 26a, & 1'état triplet. Cependant
l'utilisation d'atomes lourds pour favoriser l'inversion de spin
et augmenter ainsi le pourcentage de 25 s'est soldéepar un échec
(35, 55). En fait cette réaction ne permet de conclure ni dans

un sens, ni dans 1'autre.

Dans le cadre de notre étude sur la réactivité de 4

le passage par un intermédiaire nitrénium rendrait compte de 1la
plupart des réactions observées et en particulier de la réduc-
tion en hydroxylamine. Des études plus poussées (effet d'atomes
lourds...) sont cependant nécessaire pour la détermination des

mécanismes intervenant lors de la réduction. |

Notons néanmoins que d'autres mécanismes sont aussi
possibles. Ainsi en série acyloxypurine un mécanisme radicalaire
a également été proposé, mais encore une fois aucune preuve

n'a pu &tre obtenue (53). i

Mécanisme radicalairne,

0 H ‘ ) ‘ 0
Han rl Hen N Hen N
LIy — L1 — 113
o N N o N N o N N
| I *
OAc OAc
12 27 29

(o]
SIS ¢
of}\? N/

H

2 5 (sous forme anionique)
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On peut, pour nos composés, avancer un mécanisme
comparable (schéma 12 p. 82), une coupure homolytique de 1la
liaison N,~-0 conduit au radical 31 ou éventuellement au radi-

1
cal anion 32 (pH > 12).

Ces radicaux donnent naissance & un produit de ré-
duction par arrachement d'hydrogéne au solvant, ainsi qu'au
produit de dimérisation 18. |

' .Une rupture homolytique similaire a été proposée
par ARAKRI (36), mais dans des conditions telles gu'un mécanisme
radicalaire était nettement favorisé (chauffage de 3 dans le

dioxanne & 80°C) (Cf. schéma 7 p. 20).

C. CONCLUSION.

Les réactions d'hydrolyse nous ont montré l'extréme
réactivité de 4, qui est le site de multiples réactions, citons
en particulier 1'élimination qui conduit au dérivé nitrosé 20,

autre composé trés réactif.

Parmi les produits de réaction, nous n'avons jamais
mis en évidence de composé correspondant & l'addition du nu-
cléophile sur le noyau quinoléine. Pourtant les mécanismes
les plus probables -celui qui conduit & la formation de 1la
nitrosoquinoléine 20~ impliquent le passage par une forme

chargée de la quinoléine.

N—OH N~OH

NU N
~ & ~
‘ﬂ 4?‘%’ ~ | -’ G N’
N , N
R ™
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Nous avons donc réalisé quelques essais prélimi-
naires pour tenter de mettre en évidence la formation de tels
composés, en utilisant le thiophénol, ou le méthyl-2 indole

comme nucléophiles. Deux réactions semblent avoir lieu :

1. Une acétylation du nucléophile, mise en évidence
par la libération du dérivé dihydroxylé 2 en milieu non aqueux

(trifluoroéthanol utilisé comme solvant).

2. Une fixation du nucléophile sur un résidu qui-
noléine : on observe en effet plusieurs produits de réaction
que ce soit avec le méthyl-2 indole ou le thiophénol, dont
les masses élevées pourraient correspondre & la fixation de ces

nucléophiles sur le noyau qguinoléine.

Néanmoins, ces résultats sont trés fragmentaires;
en outre, il sera nécessaire de s'assurer que les produits
formés ne proviennent pas de l'addition du nucléophile sur
la nitrosoquinoléine 20, qui est susceptible de se former trés

rapidement dans le milieu.

~0-0-0-0-0-0-0-0-
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L'acétate d'hydroxylamine déja décrit 4 correspond
4 l'une des formes monofonctionnalisée du composé diacétylé 3.
Le second dérivé possible est le composé g.que'l'on peut écrire

sous deux formes tautoméres, acétate d'oxime 5A ou acétate

H OAc
N—OAc Sn”
~
| ou
N N’
| N
5a OH 5p ©

d;hydroxylamine 5B. Ce composé a également &té postulé comme
"cancérogéne ultime" du N-oxyde de quinoléine 1 (29). Aussi
son obtention & 1'état pur présente-t-elle un intérét consi-
dérable. Les équipes japonaisesse sont donc depuis plusieurs
années attachées & le préparer, sachant que le probléme est
a priori compliqué, dans la mesure ou, par définition méme,

un cancérogéne ultime est une espéce extrémement réactive.

En 1976, dans une revue générale NAGAO (48) avait
mentionné le fait qu'un dériﬁé monoacétylé pouvant correspon-
dre & cette structure se formait quand le composé diacétylé 3
était mis en présence de dithiothreitol dans le diméthylsulfo-
xyde. Mais aucune précision n'était fournie tant en ce qui con-
cernait le mode opératoire gue les caractéristigues permettant
d'attribuer une structure. Dans son &étude d'identification
des produits de réaction entre formes ultimes du précancéro-
géne 1 et ADN ou nucléosides, BAILLEUL (27) avait été amené
4 reprendre cette réaction. Il a pu montrer dans une é&tude
par RMN que dans le diméthylsulfoxyde, en présence de dithio-
threitol, 3 est converti en un composé monoacétylé.

Le spectre obtenu est compatible avec la structure

5 qui avait donc été proposée comme étant la plus vraisemblable.
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Néanmoins, aucune preuve non ambiglie n'avait pu étre apportée,
car le produit est trés instable et ne peut pas étre extrait

du milieu. En ajoutant des nucléosides & ce mélange réactionnel,
BAILLEUL a pu mettre en évidence un point fort important, &
savoir, la formation de produits identiques & ceux obtenus

avec le dérivé diacétylé lui-méme. Ce gui renforce 1l'hypothése
selon laquelle 5 serait la forme ou l'une des formes réactives du

du cancérogéne.

C'est pour toutes ces raisons que nous avons tenté

de mettre au point d'autres voies d'obtention permettant :

1/ D'établir la structure de maniére non ambigiie
2/ De préparer le composé A& l1l'état pur.
3/ D'étudier sa réactivité.

C'est également dans cette perspective gue nous
avions multiplié les expériences décrites dans le chapitre I
pour déterminer les conditions de formation de 5 & partir du
composé diacétylé 3 (p.45 : réactivité vis-d-vis des nucléophi-

les).

Trés récemment, en 1980, alors que ce travail était
en cours, KAWAZOE (28) a décrit l'obtention de ce produit par
action de l'ammoniac ou du dithiothreitol sur 3 dans le dimé-

thylsulfoxyde. LA encore, le produit n'a pas pu étre isolé.

A. ETUDE DU DERIVE MONOACETYLE 5

1/ SYNTHESE - STRUCTURE.

L'ensemble des résultats que nous avons obtenus, montre
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que le composé monoacétylé 5 est formé par d&sacétylation de 3
par une série de réactifs nucléophiles (thiophénol, thiopropa-
nol, amines aliphatiques). La réaction n'est quantitative que

dans le diméthylsulfoxyde.

N/O\C/CHa
] N —QOAc
0
DM S0
I+ &-sH f + R-S-Ac
I P e N
3 Nc-CHy 5 OM
1]
o -

Nous avons montré par ailleurs (cf. Chp. I, p.29)
que 5 est aussi formé quantitativement au cours de la méthano-
lyse basique de 3 3 basse température et avec un excellent
rendement par hydrolyse acide. Dans les deux cas la réaction
continue, 5 S5'hydrolyse en oxime 2 au fur et & mesure de sa

formation.

Toutes ces voies de synthése sont rassemblées dans

le schéma suivant :

MeOH = NaOH
/ T= ~70°C \
Ne OAc N-OAc N=OH
MeOH HCI ‘
| > I S— |
N ou HCI N N N
l I |
\ DMSO /) NU Ac
NU

Toutes les tentatives A'extraction de 5 du milijieu

réactionnel ont échoué (concentration du solvant, précipitation
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par 1'eau).De méme la réaction en deux phases, consistant & faire

L

L Tk .
réagir un nucléophile fixé sur un polymére, n'a pas abouti.

La structure de 5 a été déterminée par KAWAZOE unique-
ment d'aprés les données de RMN. Il a effectué la réaction avec
le dithiothreitol dans un tube de RMN et obtenu le spectre d'un
"dérivé monoacétylé : un seul signal COCEI_3 a 2,15 ppm (28).

Il a comparé ce spectre a ceux du dérivé non acétylé
2 et du dérivé diacétylé 3 et a étudié l'influence de l'acéty-
lation des fonctions hydroxylées sur les déplacements chimiques

des protons en position 2, 3 et 8 (tableau 5).

N-OH N —OAc N-OAc
| —_— | —_— I
N N N
| | |
2 OH 5 OH 5 OAc
As* A8y A8y A8y
réactions 2 3 8
2 —>5 +0,15 -0,12 0
5—>3 +0,05 +0,16 -0,28

* Un signe positif indique un déplacement vers les bas champs.

Tableau 5

Les déplacements positifs sont attribués au caractére
€lectroattracteur des groupements carbonyles et les déplacements
négatifs & un effet de blindage, dG & l'anisotropie magnétique
du C=0.

La fixation du groupe carbonyle sur l'oxygéne de
l'oxime au cours de la premiére acétylation provoque le blinda-
ge du proton C3—§ voisin, elle n'a aucun effet sur le déplace-

ment du proton C,-H. Par contre la fixation du second groupe

8

%% Polymere de type : P-CHZCHzNHz
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acétyle sur 1l'oxygéne en position 1 influence considérablement
le proton péri CB—E.
D'aprés ctes observations, KAWAZOE (28) propose la

structure d'acétate d'oxime 5 & ce dérivé monoacétylé.

Nous pouvons apporter quelques précisions supplémen-
taires, basées notamment sur la comparaison avec des composés
mod&les que nous avons préparés 11 et 13. Dans le produit 11,
la structure d'acétate d'oxime sur un noyau dihydroquinoléine

est bloguée par la méthylation de l'atome d'azote N1.

1. On retrouve des déplacements chimiques analogues
pour les protons C0C§_3 des composés : 13_(6= 2,15) et 11 (6= 2,20),
ainsi que pour la fonction acétate d'oxime du dérivé diacétylé

_3_ (6= 2'20)-

N—OAc <= 2,20

N~OAc & 2,20 N—OAc & 2,15
] | |
\ | | \
OAc 2, l
3 e 40 11 CH3 13 H

D;autre part, nous avons vu que cette valeur est
plus élevée dans le cas des acétates d'hydroxylamines cycliques
en position 1 du dérivé diacétylé 3 (6= 2,40 ppm) ou en position

3 de 1'acétoxyxanthine 23 (6= 2,40 ppm) (38).

2. La valeur de la constante de couplage J2_3 est
d'environ 8 Hz. Cette valeur élevée peut rendre compte d'une

structure dihydro-1,4 quinoléine (cf. annexe de RMN p.114) .

H OAc
N- OAc \N/
M \
| — .
N N &>
| |
0-
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Enfin, les propriétés chimiques suivantes, indiquent
clairement que le dérivé monoacétylé a la méme structure que

2 et 3.

1. L'hydrolyse en présence d'acide chlorhydrique ou
de soude conduit au dérivé dihydroxylé 2. Cette réaction a été
observée (analyse par HPLC) aprés addition de l'acide ou de la

base a4 la solution de 5 dans le diméthylsulfoxyde.

2. 5 peut &tre quantitativement acylé en dérivé

diacétylé 3 par action de 1'anhydride acétique.

N-— OAc N~—~OAc N—OH
DMSO-NU *H ou OH
| —_— | |
N Ac,O N N
2
| | |
3 OAc 5 OH o OH

Pour étre en mesure d'en préparer des quantités impor-
tantes et pour établir définitivement la structure de ce composé
monoacétylé 5, nous avons tenté de le synthétiser par une voie
univogque ne mettant pas en jeu d'intermédiaires dangereux (pré-
cancérogéne 1 ou cancérogéne précurseurkg) et permettant d'iso-
ler le produit grdce & l'utilisation de solvant volatil (chlorure
de méthyléne).

La voie de synthése choisie est 1la N-oxydation de

1'acétoxyamino-4‘quinoléine 13:
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OA H
H\ - c N ‘/OAc

2
2

m CCH-CO.H
6 4 3 ~
q
2, ? ”
N CHZCI2 NG
|
13 5 0~

L'oxydation par l'acide métachloroperbenzoique a été
faite dans le chlorure de méthyléne, & 0°C. Nous avons suivi la
réaction par HPLC. Le produit de départ & totalement disparu
aprds 2 h d'agitation. '

En fin de réaction nous distinguons un pic prépondérant
sur le profil chromatographique. Nous avons isolé et purifié ce

produit majeur de réaction.

(3

w En RMN, dans le chloroforme deutérié, nous n'avons
observé aucun signal dans les champs les plus hauts, il n'y a
donc pas de groupements acétyles sur la molécule. Par contre, on
distingue les deux doublets de type AB correspondant aux protons
en positions 2 et 3 (6= 9,1 et 6,1 ppm, respectivement), ainsi

gu'un multiplet & 9,7 ppm (proton en position 5 ou 8) et un mas-

sif aromatique intégrant pour trois protons.

* Le spectre de masse donne comme masse la plus
élevée m/e = 158, Cette masse correspond & une hydroxyaminoqui-

noléine oxydée ( M¥= 160-2).

D'aprés ces données, nous pouvons proposer la

structure de nitroso-4 quinoléine 20 pour le produit cristallisé.

Le produit n'ayant jamais, & notre connaissance,
été décrit dans la littérature, nous avons di préparer un
échantillon authentigue par synthése. Nous avons effectué une
oxydation directe de l'hydroxylamine 19 par action du carbonate
d'argent sur célite (32). Nous avons identifié le produit de

réaction par RMN et spectrométrie de masse.
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H OH
N—OAc N¢° \N/
~ ~N
T peracide N CO,Ag, [celite N
13 H 20 19

Cette réaction anormale d'oxydation sur l'azote en

E3
position 4 peut s'expliquer, en partie, par l'existence de

13 sous la forme tautomére d'acétoxyimino-4 dihydro-1,4 quino-

léine ; deux chemins réactionnels sont alors possibles (schémal3 p.93):

- Voie a : L'acétate d'oxime 13 s'hydrolyse en
présence de péracide (celui-ci contient toujours un fai-
ble pourcentage d'acide). Le dérivé hydroxylé 19 formé
est alors oxydé en nitroso-4 quinoléine 20. Les péracides
sont d'ailleurs utilisés dans la préparation de nitroso-
benzéne 4 partir de phénylhydroxylamine (61).

Nous n'avons aucune preuve en faveur du passage
par 19, celui-ci n'apparait pas dans les profils chromato~-

graphiques enregistrés tout au long de la réaction.

- Voie b : Nous proposons un mécanisme d'attagque
électrophile de la fonction acétate d'oxime par le péracide,

suivie d'une élimination de l'acétate.

% Les amino-2 ou -4 pyridines sont oxydées avec un excellent
rendement sur 1'azote hétérocyclique dans les conditions

que nous avons utilisées (60).
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H\N/OAc H\N/OH
~ voie a N
7 ;
”
N N
13 19 peracide
nZ°
C.H,~Cl
6 4
|
=O/\ ~
\ M -
PZXN "
[ 3 20

Schéma 13 : MZcanismes d'oxydation du dénivé acéztylé 13.

La voie b est basée sur 1l'hypothése selon lagquelle
le caractére nucléophile de 1'atome d'azote en position 4 est

plus important que celui de l'azote hétérocyclique.

Une telle hypothése a été vérifiée dans le cas d'une

amidoxime vinylogue (62).

0
N=-—OH 10
| N=-0-C -NH-CH
7‘3—«2 CH,~N=C=0 3
4 0 H
1

H-N N=-H > ﬂf-HN-E-N N-MH
]
dérivé de

I” oximino+2 pipérazine

Par rapport & la fonction oxime, la position de l'azote
1 de pipérazine est vinylogue de celle de l'azote hétérocyclique

de la quinoléine. Or on observe effectivement dans la réaction
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de l'oximino-2 pipérazine avec l'isocyanate de méthyle, un
caractére nucléophile plus important de l'atome d'oxygéne

de la fonction oxime.

2. REACTIVITE_DE_5.

Nous nous sommes limités & réaliser quelques expé;ien—
ces préliminaires car nous n'avons pas de bonne méthode de pré-
paration de 5. Toutes les réactions ont di étre effectuées di-
rectement suxr le mélange réactionnel, c'est & dire en présence
du dérivé monoacétylé 5 mais aussi du nucléophile et de 1l'acétate

correspondant.

a/ HYDROLYSE.

% Hydrolyse acide

Aprés addition de quelques gouttes d'acide chlorhy-
drique dilué au mélange réactionnel, 5 s'hydrolyse quantitati-
vement en dérivé dihydroxylé 2 (analyse qualitative et quanti-
tative par HPLC).

Nous observons la méme réaction‘d'hydrolyse en
faisant barboter l1l'acide chlorhydrique gazeux dans le diméthyl-

sul foxyde.

%* Hydrolyse basique :

L'addition de soude diluée conduit au méme dérivé
hydroxylé 2. Si on laisse la réaction évoluer en milieu basique,
2 se décompose en diméres de quinoléine selon la réaction dé-

crite dans le chapitre I (cf. p. 31).




95.

N~ OAc N—OH
| HCI R |
”
N ou NaOH N
I I
5 OH p OH

b/ REACTION AVEC LES NUCLEOPHILES.

Nous avons préparé l'acétate d'oxime 5 dans le diméthyl-
sulfoxyde en présence d'un léger excés de nucléophile (thiols).

Aprés avoir vérifié que la formation de 5 €tait guanti-
tative, nous avons laissé évoluer la réaction a température am-

biante.

*  Etude par RMN :

Les concentrations utilisées en RMN sont de 1l'ordre
-1
de 10 molaires.
Nous avons suivi la disparition du signal acétate

(6= 2,15 ppm) au cours du temps.

Avec le thiophénol comme nucléophile, la décomposition
est totale aprés 60 mn de réaction, avec le B-mercaptoéthanol ou

le dithiothreitol, la réaction est plus lente (environ 6 heures).

Dans tous les cas, on note, l'apparition d'un singulet

~

attribué & 1'acide acétique: aucun autre pic C§3— n'apparait

* Etude par HPLC

L'étude par HPLC a été réalisée sur des solutions plus
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diluées, de l'ordre de 4.10--3 molaires.
A cette concentration, la réaction est beaucoup plus
lente que lors de l1l'étude par RMN : 24 h sont nécessaires pour

avoir une réaction totale avec le thiophénol et environ 72 h

avec les thiocalcools (dithiothreitol, hydroxy-3 propylmercaptan).

Aprés décomposition totale de 5, on remarque surtout
l'absence de dérivé dihydroxylé 2, quel que soit le nucléophile
utilisé. Avec le thiophénol (63), il se forme un produit nette-
ment majoritaire, alors qu'avec le dithiothreitol, le mélange
est plus complexe, on observe cing pics sur le chromatogramme.
Ces divers composés pourraient &tre des produits de fixation

des nucléophiles sur le résidu quinoléine.

c/ CONCLUSION.

L'absence de dérivé dihydroxylé 2 dans les produits
de réaction de 5 et la libération du groupement acétyle sous
forme d'acide acétique, suggérent l'intervention d'un nouveau
mécanisme dans la rupture de la fonction ester.

Méme en présence d'un large excés de nucléophile, 5
ne transfére pas de groupement acétyle sur le nucléophile.

La libération d'acide acétique en milieu non agqueux
pourrait étre dfie & une rupture de la liaison N-O. Nous ne
sommes actuellement pas capable de préciser si cette rupture

est homo ou hétérolytique.

N— OH

I

K

C%—Q-OH
o
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Une réaction identique a déja été mentionnée & propos
de la réaction d'énamine sur certains paratoluénesulfonates.

d'oxime (70).

NC CH NC
\_NiOTs CH—N”Z °
NC HE CH, > NC/— ﬁH
CH
ﬂfL\N/
H3C/

Le nucléophile attaque sur l'atome d'azote de l'oxime
Cette réaction est favorisée par la présence de deux groupements

nitriles fortement électroattracteurs. L'acide paratoluénesulfo-

nigque est libéré dans le milieu.

B, ETUDE DE LA REACTIVITE DE LA FONCTION ACETATE D'OXIME

SUR DES COMPOSES MODELES.,

L'étude des propriétés chimiques de la fonction
acétate d'oxime de 5, se heurte & deux difficultés importantes :
1'impossibilité d'extraire 5 du milieu réactionnel et sa trop

grande réactivité.

Dans le but de diminuer la réactivité de la fonction
ester, nous avons synthétisé des composés ne portant plus de
fonction hydroxylée en position i.

Nous avons ainsi préparé les dérivés de la gquinoléine

et de la méthyl-1 quinoléine.
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1/ SYNTHESE.

a/ DERIVES DE LA QUINOLEINE.

- Schéma de synthése :

H H
ol ~n /0 H\N/OAc
~N N H, HCI ~N Ac,O N
. -:Ei—-4> . —e > i
v kg, N N
33 19 13

L'hydroxyamino-4 quinoléine 19 est préparéepar action
du chlorhydrate d'hydroxylamine sur la chloro-4 quinoléine 33
(64) .

L'acétylation en 13 par 1l'anhydride acétique a été

mentionnée par KAWAZOE (65). Nous avons amélioré le rendement
en effectuant la réaction dans le diméthylformamide en présence

d'imidazole. Les données spectroscopiques du produit obtenu sont

en accord avec celles de la littérature (66) (IR, RMN, point de

fusion).

On peut remarquer que l'acylation est sélective, on
obtient uniquement le produit de O-acylation. Or l'acylation des
hydroxylamines N-monosubstituées conduit généralement aux acides
hydroxamiques (produits de N-acylation) puis aux hydroxylamines |

N,O0-disubstituées selon le schéma suivant (67) :

RimNHOH  ——> R,-N-OH ———3> R/ -N-0-CO-R,
ocl
RF co-r, R2©0¢ CO-R,
ACIDE
HYDROXAMIQUE

=

Cependant on connait deux exceptions a cette régle :

- La O-acylation est la réaction préférentielle dans
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le cas des hydroxylamines encombrées (68)

(R1 = tert butyle...).

- JENCKS (69) rapporte aussi une O-acylation sélec~
tive d'hydroxylamines N-substituées par l'acétate
ou le benzoate de paranitrophényle ou encore par

le N-acétylimidazole.

Dans le cas de l'hydroxyaminoquinoléine 1l'obten-
tion sélective du produit de O-acylation peut étre die soit &
l'effet électroattracteur de l'azote hétérocyclique qui diminue
le caractére nucléophile de l'atome d'azote en position 4, soit
4 l'existence de 19 sous la forme tautomére 19B : oximino-4 dihy-

dro-1,4 guinoléine.

H\N/OH

N—OH N—~OAc
RCOCI
N N (RCO),0 N .
| | P

Nous avons ainsi préparé les esters acétique 13,

benzoique- 34 et paratoluénesulfonique 35.

b/ DERIVES DE LA METHYL-1 QUINOLEINE.

Nous avons utilisé la méme voie de synthése gu'en
série quinoléine. Le produit de départ est 1l'iodure de méthyl-1i
chloro-4 quinoléinium 36 (préparé par action de l'iodure de méthyle

sur la chloro-4 quinoléine 33).
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- Schéma de synthése :

Cl Cl N-OH
N ICH3 N N HZOH,HCI |
N N MeOH-cho N
|* " : l
33 36 CH, 37 CH,
Acgb
cn;xym
HZO-NaOH
N« OAc N~OMs
I |
N N
[ [
1 CHs 38 CHs3

Nous avons synthétisé les esters acétigue et

méthanesulfonique :

- L'acétylation par l1l'anhydride acétique est
effectuée dans le diméthylformamide en présence
d'imidazole.

- L'ester méthanesulfonigue 38 est obtenu par

réaction du chlorure de mésyle selon la méthode
de SHOTTEN et BAUMAN.

2. REACTIVITE.

Nous avons réalisé des &tudes préliminaires de solvo-

lyse sur les trois dérivés 13, 11 et 38. Nous avons analysé les
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produits de réaction par chromatographie sur couche mince, en

utilisant les oximes‘lg et él comme témoins.

a/ HYDROLYSE ACIDE.

Dissous dans l'acide chlorhydrique normal, les acétates
d'oximes 11 et 13 s'hydrolysent respectivement en oxime 37 et
19. |

Par contre la décomposition du dérivé mésylé 38 ne

conduit pas & l'oxime 37 mais & un nouveau composé trés polaire

{trés vraisemblablement le sel 39 décrit p. 103).

N—-O Ac N—-OH N — OMs
HCI N HCI N
N N N
; | |
R 38 CH3
13 R:H 19 Rz H -
Il Rz CH, EZIR=CH3

b/ HYDROLYSE EN MILIEU BASIQUE.

Les dérivés acétylés 11 et 13 se dissolvent rapide-
ment dans la soude normale.

L'hydrolyse en oximes (37 ou 19) semble quantitative
et rapide.

N~-OAc N=-OH

N N

l |

R R
R:H,CH3 R:H'CH3




La réaction est totalement différente avec le méthane-
sulfonate d'oxime 38. Cet ester, trés stable, reste inchangé

aprés 60 h de réaction & température ambiante.

En conclusion, nous pouvons remarquer que les
acétates d'oxime donnent lieu & des réactions classiques
d'hydrolyse acide ou basique alors que les esters sulfoniques

présentent une réactivité totalement différente.

¢/ METHANOLYSE.

* Acétates 11 et 13 :

Nous observons une réaction lente de méthanolyse
avec les dérivés acétylés 11 et 13 (plusieurs heures & tempé-
rature ambiante). Il se forme les oximes correspondantes 37

et 19 (identifiées uniquement par analyse en CCM).

N-OAc N~OH
I CH,OH |
N N
I |
R R
R=H,CH, Rz H,CHy

* Méthanesulfonate 38

Cevcomposé est trés peu réactif dans le méthanol.
Pour observer la disparition totale de 38, il faut chauffer la

solution méthanolique, en bombe, pendant 24 h & 100°C.

Le mélange réactionnel laisse apparaitre un pic
unique en HPLC. Aprés isolement,on obtient un produit cristal-

lisé 39 dont nous avons étudié la structure par RMN.
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Le tableau 6 compare les valeurs obserxrvées pour

ce nouveau dérivé 39 & celles du produit de départ 38.

8
Composé S0, CH; N-CH Co-H C3 H J2_3
38 3,15 3555 6,95 6,25  8Hz
39 2,25 4,05 8,45 6,75 77z
a6 -0,9 +0,5 +1,5 +0,5
* Le spectre contient en outre deux protons échangeables
4 9 ppm.

Tableau 6 :

On observe un déblindage important des protons
N—C_I:I_3 (A6=+0,5 ppm), C2~§ (A6+1,5 ppm) et C3—§ (A6=+0,5 ppm) .

Ce déplacement vers les bas champs est en faveur du passage a
une forme protonée de la quinoléine (voir annexe RMN).

On note la présence &4 9,0 ppm de deux protons échan-
geables que nous pouvons raisonablement attribuer & une fonction
N-H,.

Nous proposons donc la structure 39 pour le produit

de méthanolyse du mésylate d'oxime 38.

N-0-SQLH, NH,
MeOH N
j  — P
N bombe N cussog‘
+
| T =100°C |

3g CHjy t=24an 39 CHy
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d/ INTERPRETATION.

1. En série quinoléine et N-méthyl quinoléine,
les acétates d'oxime 11 et 13 sont le siége d'une réaction
d'hydrolyse en oxime correspondante, et ceci, quelles que
soient les conditions solvolytiques utilisées (hydrolyse

acide, basique, méthanolyse).

On n'observe aucun produit correspondant
a4 la rupture N-O, la seule qui pourrait conduire & la fixa-

tion du nucléophile sur la quinoléine.

On a donc une réactivité différente de

celle du dérivé monoacétylé 5.

' Q
N-—-O4C-C
*: Hy
| 74_:
N
|
R
1_3_ R=H
1_1 FI:CH3
2. Le méthanesulfonate 38 a été préparé comme

modéle de maniére a4 disposer d'un systéme tel que seule

la rupture N-O soit possible. Or nous constatons :

1) La réactivité est extraordinairement

faible.

2) Le seul composé obtenu, avec un rendement
quantitatif, ne correspond pas & un produit de
fixation du solvant nucléophile sur la quinoléine
mais il provient d'un arrachement d'hydrogéne

du solvant.




On peut proposer pour cette réaction un mécanisme
passant par l'intermédiaire d'un ion nitrénium, en s'inspirant

‘des résultats de LANSBURY (74)qui observe la réaction suivante

N
0 H
N 0
4 NH +
actde
polyphosphorique
Br 782 Br

Br

INSERTION

L'ion nitrénium formé & partir de l'oxime conduit

4 une réaction d'insertion dans uneliaison C-H voisine.

Dans notre cas, nous pouvons &crire :

N _ . 7
~ ~
| —> > | e
+
N N N
| | | |
38 CHs 5 cH, CH, CHy
NH,
~
, -
ll\l+ CHy- SO0,
39 M,

La charge positive est délocalisée sur le cycle,
ce qui a pour conségquence de conférer un caractére de nitréne
4 l'espéce intermédiaire.

Or tant dans la chimie des nitrénes que dans celle

des ions "nitrénium”, deux types de réaction sont possibles
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1) Réactions &4 l'état singulet : insertions,

réarrangements....

2) Réactions a4 l1'état triplet : capture de deux
hydrogénes radicalaires du solvant, conduisant & 1'amine
primaire dans le cas du nitréne, ou a8 la forme protonée
de 1'amine dans le cas de l'ion "nitrénium”".

Un mécanisme faisant intervenir une forme triplet

pourrait rendre compte de la formation du composé 39.

On peut conclure de ces résultats que la fonction
ester d'oxime en position 4 du dérivé monoacétylé 5 (ou du

dérivé diacétylé 3) ne réagit certainement pas par un mécanisme

- comparable & ce que l'on observe pour les modéles 11, 13 et 38.

La présence d'une autre fonction en position 1 est donc déterxr-

minante sur la réactivité du produit.

-0-0-0-0-0-0-0-0-0~




CONCLUSTION

-0-0-0-0-0-0-0-0-0~











































































































































