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I N T R O D U C T I O N  



Après l 'é tabl issement d e  l a  s t r u c t u r e  en doub le  h é l i c e  

de l 'ADN ( F i g .  2 )  en 1953 p a r  J.D. WATSON et F.H.C. CRICK ( l ) ,  de  

nombreux t r a v a u x  ont  été menés a f i n  d ' é t u d i e r  les i n te rac t i ons  e n t r e  

cet te macromolécule et c e r t a i n s  composés biologiquement a c t i f s .  

Parmi  ceux-ci ,  on t r o u v e  les ami no-acridines, notamment 

l a  p r o f l a v i n e  ( F i g .  l ) ,  q u i  est à l ' o r i g i n e  d u  concept d ' i n t e r c a l a t i o n ,  

e t  vra isemblablement le  p r o d u i t  l e  p l u s  é tud ié  dans ce domaine ( 2 ) .  

Dans ce t r a v a i l ,  nous présentons une c o n t r i b u t i o n  à 

I  'é tude de ce phénomène p a r  une approche o r i g i n a l e  basée s u r  l a  

modèl i s a t i o n  d u  complexe p r o f  lavine-ADN. 





L ' a c t i v i t é  an t i sep t ique  de l a  p r o f l a v i n e  est connue depu is  

le  début  d u  s ièc le ( 3 ) ,  et son pouvo i r  mutagène depuis 1953 ( 4 ) .  

En é t u d i a n t  son mode d ' a c t i o n ,  A.R. PEACOCKE et 

J.N.H. SKERRETT o n t  observé deux types d '  i n te rac t i ons  en t re  l a  p r o f  la -  

v i n e  e t  I'ADN ( 5 ) .  L a  p l u s  f a i b l e  ( d ' é n e r g i e  d ' a c t i v a t i o n  de 

2 k c a l .  mole- '  ) correspond à une l i a i s o n  ion ique en t re  le  noyau  

a c r i d i n e ,  proton6 à pH phys io log ique,  et les r é s i d u s  phosphates de 

I'ADN ( F i g .  3 ) .  

L s  n a t u r e  d u  second t y p e  d ' i n t e r a c t i o n  a été d é c r i t  

p a r  L.S. LERMAN en 1961 : i l  s ' a g i t  de l ' i n t e r c a l a t i o n  de l a  molécule - - - -- -. - -- - 
p lane,  q u i  v i e n t  s ' i n s é r e r  en t re  deux p l a t e a u x  de bases nuc lé iques 

O 

( 6 ) .  Ceux-ci fo rmant  des p l a n s  p a r a l l è l e s  d i s t a n t s  de 3,4 A, ce phéno- 

mène nécessi te une  déformat ion de l 'ADN : l ' éne rg ie  d ' a c t i v a t i o n  rnesu- 

rée èçt  de l ' o r d r e  d e  10 k c a l .  mole-' . 



I  I  f a u t  donc que deux p a i r e s  de bases adjacentes s1écar -  

tent l ' u n e  de l ' a u t r e  pour  que l a  p r o f l a v i n e  pu isse s ' i n t e r c a l e r ,  ce 

q u i  r e v i e n t  globalement à u n  a l  longement de l a  rrnacromolécu l e  

( F i g .  4 ) ,  q u i  est mis  en évidence p a r  une d im inu t ion  des constantes 

de sédimentat ion e t  une augmentat ion de l a  v iscos i té .  

En présence d '  i n te rca lan ts ,  on observe également une 

augmentat ion des températures de fus ion  de l 'ADN ( 7 ) .  

F+. 4 : Rep&ent&on nch&&pe de L 'Uz;tencala;tion 

avec &oqment de L'AM. 

I I  f a u t  noter  que ce phénomène n ' e n t r a i n e  pas  de modi f i -  

ca t ions  dans I 'appariement des bases p a r  l  i a i son  hydrogène ( 6 ) .  

D ' u n  po in t  de vue b io log ique ,  les agents i n t e r c a l a n t s  

possèdent des p rop r ié tés  t rès  d iverses.  Cer ta ins  appar t i ennen t  à l a  

c lasse des a n t i b i o t i q u e s  u t i l i s é s  dans  l a  ch imio thérap ie  d u  cancer,  

comme I 'act inomycine,  I ' a d r i a m y c i n e  et l a  daunorub ic ine  ( 8 ) .  Des d é r i -  

vés photosensibles comme les psoralènes ont  une a c t i v i t é  impor tante  

dans  l e  t ra i tement  d e  malad ies  de l a  peau ( p s o r i a s i s )  ( 9 ) .  D ' a u t r e s  

sont an t ima la r iques ,  les p l u s  connus é t a n t  l a  ch lo roqu ine  et q u i n a c r i n e  

( F i g .  5 )  (IO). 



Pro - Sar Pro - Sar 
/ \ I I 

Val MeVal Val MeVal 
'Thr' 

I 
'Thr' 

HN $H 
O oI5'H2 =C 

CH, 

Actinomycine D 

NH, 

R = CH20H : Daunomycine 

R = CH 
3 

: Adriamycine 



Et! généra 1 ,  les arni no-acri d i  nes possèdent des propriétés 

mutagènes v is-à-v is des bactér ies (12) .  Les mutat ions indu i tes  sont 

d u  type "frameshift",  c 'es t  à d i r e  q u ' i l  y a délét ion ou insert ion 

d ' u n e  ou p lus ieurs  bases dans [ ' A D N ,  ce qu i  provoque un  décalage 

dans I 'enchainement des nucléotides. 

AGT CGT C A @  T C A  GTC - - - -  DELETION 

Ser Ala Va 1 Ser Gln 

AGT C A G  T C A  GTC AGT C - -  sèquence normale 

Ser Va l Ser Gln Se r acides aminés 
correspondants 

Ser Asp Gln Se r 

CAG T C - -  INSERTION 

Val 

FA&. 6 : Sch&&&on d 'une rnLLtakion de  i p e  "Fxame~hi f i  ", 
avec hent ion OU deCëXion d'une 4 d e  b u e .  

lAÇÏ a e p a b e n t e  Aa d é p e n c e  de  nucléufideo compenan2 
.La b m  a Adénine, Suanine, Thymine l . 

Comme l e  montre l a  f i g u r e  6, le code génétique est décodé 

p a r  t r i p l e t s  de nucléotides, correspondant, après t ransc r ip t ion ,  à un  

acide aminé. L ' i nse r t i on  ou l a  d é l é t i o n  d ' une  base nucléique f a i t  

a lo rs  appa ra i  t r e  de nouveaux  t r i p l e t s ,  conduisant à un  nouvel enchai- 

ment d 'ac ides  aminés, donc à des protéines "mutantes". 



La  p l u p a r t  de ces transformations sont so i t  létales, so i t  

reconvert ies p a r  le  système de réparat ion enzymatique de I'ADN. A 

p a r t i r  de souches de bactér ies sélectionnées, B.N. AMES a mis a u  

po in t  une sér ie de tests f i ab l es  et reproduct ib les ,  permettant de met t re  

en évidence le  pouvoi r  mutagène d l  un  p rodu i t  ( 1 1 ) . 
A p a r t i r  de ces tests, une étude récente de re l a t i on  

s t r uc tu re l ac t i v i t é  en sér ie ac r id ine  a montré q u ' u n  subst i tuant  amino 

en posi t ion 9 confère un  caractère mutagène p lus  important p a r  r appo r t  

aux  autres amino-acridines. En ce q u i  concerne l a  p ro f lav ine ,  i l  sem- 

b l e  que seule l ' i n t e r ca la t i on  ne soit  pas suf f isante ,  et qu ' une  ac t i va -  

t ion métabolique p réa lab le  ( p a r  voie enzymatique) soit nécessaire pou r  

que les tests soient pos i t i f s  (12) .  

I Les t r avaux  réal isés j usqu 'à  ce j ou r  ne permettent pas  

encore de d é f i n i r  u n  schéma général de l a  mutat ion de t ype  

" f rameshi f t "  : les tests de AMES sont spécif iques de souches bacté- 

r iennes b ien  déterminées, possédant chacune un  métabol isme pa r t  icu'l i e r  , 
et des p rodu i t s  mutagènes pour une souche ne l e  sont pas ob l igato i -  

rement pour  une aut re .  

L ' a c t i o n  de l a  lumière et l a  présence d'oxygène on t  

u n  rô le  déterminant dans l ' a l t é ra t i on  des bases nucléiques. Les pro-  

 rié étés photodynamiques de l a  p ro f l av i ne  sont connues depuis long- , 
temps, et p lus ieurs  p rodu i t s  d 'oxyda t ion  ont été isolés après photo- 

sens ib i l i sa t ion  p a r  ce composé (13, 14). 

P lus ieurs  auteurs  ont remarqué une photodégradation 

de l a  guanine après i r r a d i a t i o n  dans l e  v i s i b l e  (400 à 500 nm) d ' u n e  

so lu t ion d'ADN contenant de l a  p ro f l av i ne  (4 ,  15). Par  contre,  

' J.E. ROBERTS, t r a v a i l l a n t  su r  des ce l lu les  en cu l tu re  et opérant  

dans des condi t ions semblables, met en évidence une photo-oxydâ t ion  

de l a  cytosine et de l a  thymine, a lo rs  que l a  guanine ne semble pas  

affectée (16) .  Dans ces deux dern iers  cas, l a  s t ruc ture  des p rodu i t s  

de dégradat ion n ' a  pas p u  &Te déterminée. 

Les résu l ta ts  de ces études peuvent sembler contrâdic- 

toires, mais les uns t r a v a i l l e n t  su r  I'ADN isolé, a lo rs  que les autres 



u t i l i s e n t  des c e l l u l e s  ent ières.  Là encore, l ' i n t e r v e n t i o n  d ' u n e  éventuel- 

l e  métabo l isa t ion  ne  peut  e t r e  nég l igée.  

Q u o i q u ' i l  en so i t ,  les mécanismes molécu la i res  de ces 

mu ta t i ons  ou dégrada t ions  locales de I 'ADN ne sont p a s  encore é luc idés 

(2,12). 
Dans u n  premier  temps, d e  nombreux t r a v a u x .  essentiel-  

lement spectroscopiques, on t  été réa l i sés  a f i n  de conna i t re  l a  géométrie 

d u  complexe intercalant-ADN, e t  d ' e x p l i q u e r  pourquo i  de te l les  molécu- 

les o n t  une a f f i n i t é  p a r t i c u l i è r e  pour  I'ADN. 

Une étude c iné t i que  de I  ' i n t e r c a l a t i o n  de l a  p r o f l a v i n e  

a pe rm is  de proposer le  mécanisme s u i v a n t  : 

où l a  p r o f l a v i n e  se t rouve d ' a b o r d  complexée, p a r  l i a i sons  de type 

ion ique,  à l ' e x t é r i e u r  de l a  double hé l i ce  : PF ex t .  ( v o i r  F i g .  3 

p .  1 ) ?  p u i s  s ' i n t e r c a l e  en t re  deux p l a t e a u x  de bases : PFint 

Le  passage e n t r e  l a  forme ?f 
e x t .  et PF i n t .  se f a i t  s ~ u s  l ' e f f e t  s imul-  

tané d ' u n e  to rs ion  d u  squelet te de l 'ADN ( F i g .  7 ) .  



L 'e f fe t  le p l  us  caractér is t ique observé pour une molécu le 

intercalée réside dans l a  per tu rba t ion  de son spectre d 'absorpt ion 

(F ig .  8 )  : 

- Effet  hypochrome : d iminut ion du  coeff icient d 'ex t inc -  - .- - - . - - - . - - . -- - 
t ion  mola i re  du maximum d 'absorpt ion.  

- . Ef fet  - - - bathochrome -- -. -- -- : déplacement d u  maximum d'absorp--  

t i on  vers  les grandes longueurs d 'onde (18 ) .  

Ces effets sont étudiés p l us  en dé ta i l  dans le chap i t re  

" Etude physico-chimique ". 

Lorsque les acr id ines sont a ins i  complexées. e l les ac- 

qu ièrent  une a c t i v i t é  opt ique,  p a r  effet COTTON i n d u i t ,  ce qu i  rend 

possib le leur  étude p a r  dichro'isme c i r cu la i r e .  Cette dernière constata- 

t ion montre b ien que I  ' i n te rca la t ion  est asymétrique, I  ' in terca lant  

adoptant  une cer ta ine o r ien ta t ion  v is-à-v is des bases nucleiques 

(19). 

Les études de f  l uorescence apportent également des rensei- 

gnement précieux pour  I 'é tude des in teract ions spécif iques interca- 

lants-bases nucléiques. On observe une d iminut ion de I ' in tensi té 

de fluorescence de l a  p ro f l av i ne  lo rsqu 'e l le  est intercalée (18, 20) ,  

et i l  y a une re l a t i on  l i néa i r e  ent re  cette décroissance et le  pourcen- 



tage de p a i r e  de bases guanine-cytos ine (21 ) .  

Cette d i f fé rence spectroscopique de I  ' i n t e r c a l a n t  en fonc- 

t i o n  de l a  composit ion en bases nuclé iques montre q u ' i l  ex is te  une  

hétérogénéité dans les s i t es  d ' i n t e r c a l a t i o n  ( 2 ) .  

L ' i n t e r p r é t a t i o n  de ces d i f f é ren ts  types de mesures a 

amené les conclus ions su i van tes  s u r  le  mécanisme et l a  géométrie 

de l ' i n t e r c a l a t i o n  des a c r i d i n e s  (19, 22) : 

1 - L ' é n e r g i e  de l i a i s o n  et d ' e n v i r o n  10 k c a l .  mole- . 

- L a  longueur  de l 'ADN augmente avec le  nombre de 

molécules intercalées.  

- Les t r o i s  n o y a u x  aromat iques des ac r id ines  ont une  

sur face de 38 A2 , correspondant  a peu près  à 

l a  sur face de deux bases comp I  ènien t a i  res  appar iées  

( 50 A2 ) 

P a r  exemple les qu ino lé ines ,  composés b i cyc l i ques ,  

présentent des i n te rac t i ons  moins fo r tes  avec les bases 

nuc lé iques (23) .  

- En p l u s  des in te rac t i ons  de t ype  Van Der Wai ls  en t re  

les noyaux aromat iques empi lés, une  force é lec t ros t i l t i -  

que semble i n t e r v e n i r  : l a  p ro tona t ion  s u r  l ' a z o t e  

hétérocyc l ique des a c r i d i n e s  s t a b i l i s e  1 '  i n te rca la t i on .  

- L ' i n t e r c a l a n t  se t rouve  dans  u n  p l a n  p a r a l l è l e  à ce lu i  

des bases nuc lé iques,  et I  'appar iement  de C-el les-ci 

p a r  l i a i sons  hydrogène n ' e s t  pas  modi f ié .  

- Dans le  cas  de l a  p r o f l a v i n e ,  des l i a i sons  de t ype  

ion ique  e n t r e  les fonct ions amines p r i m a i r e s  et les 

groupements phosphates f a v o r i s e n t  l a  format ion d u  

complexe ( F i g .  9) .  



F Q .  9 : 5éome;tue p a U e  du complexe  drin&xcala;tiun 

p o  f la  vine- ADN 

D ' a u t r e  p a r t ,  p l u s i e u r s  paramèt res  peuvent  r e n d r e  d i f f  i c i  l e  

1 ' i n t e r p r é t a t i o n  des mesures d '  i n t e r c a l a t i o n  dans  l a  macromoIécule 

d'ADN : 

- L a  s t r u c t u r e  de l 'ADN est t rès  sensib le a u x  v a r i a -  

t i o n s  de pH et de fo rce  ion ique,  q u i  in f luencent  

beaucoup l ' a p t i t u d e  à 1 ' i n te rca la t i on .  C e  phénomène 

n e  peut donc p a s  ê t r e  é t u d i é  dans des so l van ts  

o rgan iques ,  ni à des pH v a r i a b l e s .  

- Les a c r i d i n e s  ont  tendance à s 'auto-associer  en 

m i l i e u  aqueux p o u r  former des aggrégats  : i l  est 

donc nécessaire d ' opé re r  à f a i b l e  concent ra t  i on  

( i n f é r i e u r e  à 5,10 -5 moles. 1 -' )pour  s ' a f f r a n c h i r  

des p e r t u r b a t i o n s  spect ra les  dûes à ces empilements. 



Le  mode de l i a i son  ion ique des i n t e r c a l a n t s  favorise, 

à concentrat  ion élevée en p ro f  l  av ine,  le  recouvrement 

des molécules à l ' e x t é r i e u r  de I'ADbI, ce q u i  condu i t  

à des e f fe ts  comparables à ceux de l ' i n t e r c a l a t i o n .  

Cela a p u  ê t re  montré p a r  spectroscopie dans l 'UV 

en augmentant l e  r a p p o r t  ac ide  po lyphosphor ique~pro-  

f l a v i n e  (18)  ( F i g .  1 0 ) .  

F*. 70 : €LLe;t de c o n c e h a k i o a  cno imante dfach!e po1ypho~phonique 

4m '-4 'abaonp&on de la pno f l av i ne  

. 7 

E n f i n ,  une fo rmu la t i on  q u a n t i t a t i v e  et q u a l i t a t i v e  p l u s  

comgl'ète d u   hén no mène sera  poss ib le  s i  1 'an .conna i t  l a  

n a t u r e  e x a c t e  des i n t e r a c ?  i o n s  spécif iques e n t r e  les bases 

e t  intescal 'ants : " a more q u a n t i t a t i v e  fo rmula t ion  

must a w a i t  f u r t h e r  i n fo rma t ion  on the exact  n a t u r e  

o f  the  a t t r a c t i v e  forces i n v o l v e d  and  on the  chernical 

s t r u c t u r e  o f  the drug-DNA cornplex " ; t e l l e  est 

l a  conclus ion de S. GEORGHlOU dans u n  a r t i c l e - revue  

p a r u  récemment dans "Photochemistry a n d  Photo- 

b io logy  " ( 2 ) .  
1 d 

A f i n  d ' é v i t e r  les inhérents  à l a  complexi té de 

s t r u c t u r e  de 1 'ADN et de ' mieux comprendre ces phénomènes. d ' au t res  



voies d 'accès à l ' é tude  de l ' i n t e r ca la t i on  ont été développées. 

L 'équ ipe  de N.J. LEONARD a préparé des - modèles - - . . - .- - - synthé- - - .. . - . 

t iques (F ig .  1 1 )  dans le b u t  de mettre en évidence les interact ions - - - -. 
entre deux bases nucléiques? en absence des compl i ca t  ions amenées 

p a r  l a  s t ruc tu re  propre de I 'ADN. 

Les mesures spectroscop i ques effectuées sur  ces modèles 

ont montré I 'existence d ' u n  équi l i b r e  "forme ouverte + forme rep 1 iée" : 

A des concentrat ions suffisamment fa ib les  dans I 'eau pour  exc lure  

l a  présence d 'aggrégats ,  les auteurs  ont décelé un . ef fet  .- - hypochrome - - 

de l a  forme rep l iée p a r  rappor t  aux  p rodu i t s  de référence 



Ces t r a v a u x  on t  montré que les p rop r ié tés  de ces modèles 

re f l è ten t  b ien  ce l l es  de d i n u c I é o s i d e s ~  q u i  sont considérés comme 

' fm in ia tu r i sa t i ons "  de l 'ADN. Sur l a  base des r é s u l t a t s  obtenus en 

spectroscopie d '  absorp t ion ,  u n  c l  assement des forces d '  i n t e r a c t i o n  

en t re  les  bases a p u  ê t r e  é t a b l i  : p u r i n e - p u r i n e  > p u r i n e - p y r i m i d i n e  

py r i rn id ine -py r im id ine  (24-26). 

Dans l e  b u t  d ' é t u d i e r  l e  mode d ' a c t i o n  de p l u s i e u r s  

médicaments, dont  les a p t i t u d e s  à I  ' i n t e r c a l a t i o n  sont b i e n  connues, 

une démarche ana logue  a été s u i v i e  : les p r o d u i t s  repr-ésentés à 

l a  f i g u r e  12 ont  été syn thét isés ,  e t  l eu rs  p rop r ié tés  dynamiques et 

géométr iques ont  é té  mesurées (23, 27-33). 

Les r é s u  I  t a t s  obtenus p a r  spectroscopie ( d  ' abso rp t i on  

en UV e t  de RMN essent iel  lernent) montrent que ces modèles rep rodu i -  

sent b i e n  l e  phénomène d '  i n t e r c a l a t i o n ,  p a r  comparaison avec ce q u i  

a été observé  dans  I  'ADN. 

NOTE : Nous u t i l i s e r o n s  les a b r é v i a t i o n s  su i van tes  : 

Ade : Adénine Thy  : Thymine 

Cyt : Cytos ine Gua : Guanine 

PF : P r o f l a v i n e  Ac r  : Amino-9 chloro-7 rnéthoxy-2 a c r i d i n e  

C3 : - (CH ) -  
2 3 



CH, 

C h 1  01-oquille 
(antirnalarique) 

Ild tlioxy-8 psora lène 
(anti-psoriasis) 

( R ) ~ s o - C ~ - B a s e  ( 5 ) ~ s o - ~ ~ - B a s e  

Base = Ade, Thy, G u a  



Simultanément, une sé r ie  de r é s u l t a t s  on t  conf i rmé l a  géo- 

mé t r i e  proposée p a r  L.S. LERMAN (6 )  pou r  l ' i n t e r c a l a t i o n  de l a  p ro f l a -  

v i n e  dans 1 'ADN. 

D ' u n e  p a r t ,  p l u s i e u r s  c r i s t a u x  de complexe p ro f  lav ine-d inu-  

c léo t ides  o n t  p u  ê t re  ana lysés p a r  d i f f r a c t i o n  de rayons  X (37),  e t  

en  p a r t i c u l i e r  u n  complexe p r o f l a v i n e  : CpG ( 3  : 2)  ( F i g .  13).  

FG. 73 : Shuctune du complexe  p o f l a v î n e  : CpÇ 

Dans cette s t ruc tu re ,  les bases ( g u a n i n e  et cy tos ine)  sont 

appar iées  p a r  3 l ia isons hydrogène, et ~ o s s è d e n t  u n  c e r t a i n  carac tère  

d ' h é l i c i t é .  L a  molécule de p r o f l a v i n e  in terca lée se dispose de façon 

symét r ique d a n s  l a  c a v i t é  créée p a r  les dinucléosides : I  'atome d 'azo te  
# 

hétérocycl  i q u e  se t rouve a u  cen t re  de l a  p a i r e  de bases, et les fonc- 

t  ions  amines p r i m a i r e s  forment des l  ia isons hydrogène avec les grou- 

pements phosphates. 

D ' a u t r e  p a r t ,  D.J. PATEL et L.L. CANUEL ont é tud ié  p a r  

RMN l ' i n t e r c a l a t i o n  de l a  p r o f l a v i n e  dans deux dimères de té t ra-  

nucléot ides,  dCdCdGdG et dGdGdCdC (35) ( F i g .  14) .  



CPS deux té t ranuc léot ides  sont autocompIémentaires. et 

s 'associent  en so lu t ion  pour  former une  séquence m i n i a t u r e  de l 'ADN 

(36). 

Les pro tons  de l a  p r o f  l a v i  n e  in terca lée montrent  des dép l a- 

cements ch imiques v e r s  les h a u t s  champs compr is  en t re  0 ,5  et 0,85ppm. 

Cet effet est d û  aux  effets de  courants  de cycles,  c réan t  une  anisotro-  

p i e  d iamagnét ique,  lo rsque deux n o y a u x  aromat iques sont ernpi lés 

( v o i r  p a g e  68 , c h a p i t r e  "Etudes physico-chimiques") .  

D 'ap rès  ces va leu rs ,  l a  &ornétrie du complexe a p u  ê t r e  

déterminée : e l  l e  correspond a u  schéma précédent.  



L'ensemble de tous ces résu l ta ts ,  obtenus p a r  d i f férentes 

méthodes spectroscopiques (absorption UV, dichro'isme c i rcu la i re ,  

fluorescence, rayons X et RMN), concordent pour  proposer le schéma 

su i van t  (F ig .  15a) : 

a : ÇéométlUe d e  La p o Q a v ù t e  ULtenccLCée d a m  l ' A D N  

6 : A o d h  nynth&& d a m  kwz géomanie  auppoaée 

Dans ce t r a v a i  1 ,  no t re  bu t  est d ' é tud ie r  spécifiquement ------ 
les in teract ions d 'empi Iement ( "s tack ing")  mises en jeu entre une 

base (ou u n  couple de  bases) et un  in te rca lan t ,  en é l iminant  tous 

les autres types d ' i n t e r a c t i o n  q u i  in terv iennent  également dans l e  

processus d '  i n te rca la t ion  ( 1  ia isons hydrogène, I  ia isons ioniques a u  

n i v e a u  des phosphates,. . . ) . 



En e f fe t ,  toutes les approches précédemment décr i tes  appor-  

tent des conclus ions g loba les  s u r  I 'ensemble des in te rac t i ons  mises 

en jeu ,  et permettent  d i f f i c i l emen t  d 'accéder  à l a  connaissance d u  

phénomène d ' emp i l emen t l u i -meme : 

- Facteurs  responsables de I ' i n te rac t i on .  

- Na tu re  des forces. 

- In f l uence  des subs t i t uan ts  por tés  p a r  l a  

molécule in terca lante .  

- Sé lec t iv i té  éventue l le  p o u r  une base ou 

u n  coup le  de bases. 

Ce t r a v a i l  s ' i n s c r i t  dans u n  ob jec t i f  à long terme de re-  

cherche r a t i o n n e l  l e  de nouve l  les molécules ac t ives .  

Connaissant avec exac t i t ude  les paramètres géométr iques 

du complexe, nous avons p réparé  les modèles synthét iques PF-C -Ade - --- - -3__ 

et PF-C -Thy (F ig .  15b et 16) , en r e l i a n t  l a  p r o f l a v i n e  p a r  une 
3 - 

de ses fonct ions amines à une base nuc lé ique,  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  

d ' u n e  cha lne t r imé thy lén ique ,  dans l ' e s p o i r  de mimer le  p l u s  f idé le-  

ment possib le l a  s t r u c t u r e  r e p r o d u i t  f i g .  15 a.  

PF-C -Thy CH, 
3 I 

TH' 
PF-C -Ade 

3 ÇY 



L ' in t roduc t ion  d ' u n  chaÏnon de t ro is  atomes de carbone 

ent re  deux groupements s 'es t  révélée ef f icace pour favor i se r  leu r  

rapprochement dans deux p lans  para l lè les  et en é tud ier  les interac- 

t ions possibles dans cette conformation (37) .  

L a  première phase de not re  t r a v a i l  cons is tera  à mesurer 

les paramètres spectroscopiques de ces p rodu i t s  p a r  les techniques 

u t i l i sées dans les études réal isées sur  l'ADN. La  comparaison des 

résu l ta ts  nous permettra de conclure su r  l a  v a l i d i t é  de cette modéli- 

sa t ion de l ' i n t e r ca la t i on .  

-- Par spectroscopie d '  absorption, nous déterminerons 

I 'aspect dynamique des modèles en & tud ian t  I  'équ i -  ----- - - ----- - 

l i b re  conformat ionnel "forme ouverte+forme rep l  iée" -- - - - - - -- - - - -- .-. -- -- - 

de façon à mesurer les forces d ' i n te rac t ion  spé- 

c i f  iques à chaque base. 

- Par  RMN, nous confirmerons ces premières mesures, 

et nous aurons accès à l a  géométrie de ce com- - --- - - -- -- - - - - -- - -- - - - - - - 
p lexe intramoléculai re.  -- 

Si I  ' i n te rp ré ta t ion  de ces deux séries de mesures montre 

q u ' i l  ex iste une bonne s im i l i t ude  ent re  les modèles et l a  p ro f lav ine  

intercalée dans I 'ADN, nous pour r ions  envisager les expériences 

suivantes : 



- En r a j o u t a n t  a u  m i l i eu  l a  base complémentaire, 

nous pouvons espérer obse rve r  I  ' appar iement  d u  
- - - - - - - - - - - -- - - - - -- - - 

couple de bases, sous I  ' i n f l uence  conjo inte des -- - -- -- -- -- - - -- -- - 
forces d'empilement et des l i a i sons  hydrogène : 

Cette observat ion  est p r o b a b l e  d a n s  l a  mesure 

où le  p r o d u i t  Acr-C -Ade (Fig.12 p. 1 5 )  est à 3 
100 % sous forme rep l i ée  d a n s  l ' e a u  j u s q u l à  80°C.  

- Inversement, le  système nous  pe rmet t ra i t  d ' é t u d i e r  

les l i a i s o n s  hydrogène ce qui n ' a  j ama is  p u  ê t r e  --- 
observé dans I  ' e a u  . 

- A l ' a i d e  de ce schéma, i l  nous s e r a i t  poss ib le  

de p réc i se r  l a  n a t u r e  des -- réac t ions  - -. de -- photo-oxy- .- .. - - - - .- - - . 

da t ion  des bases ca ta lysées p a r  l a  p r o f l a v i n e ,  -- - - - - - 
q u i  p o u r r a i t  e t r e  une des causes de son p o u v o i r  

mutagène ( F i  g. 17 p .  2 2 ) .  

Un  modèle d u  t y p e  PF-C -Cyt s e r a i t  suscept ib le  

d e  f i x e r  sélect ivement l a  guan ine ,  e t  après i r r a -  

d i a t  ion, nous p o u r r i o n s  déterminer  l a  s t ruc tu re  des 

p r o d u i t s  d e  dégradat ion .  



Produits de dégradation 

+ da la guanine 

Une a u t r e  approche de l ' é tude  des interact ions entre pro-  

f l av ine  et couple de bases consiste à préparer  un modèle bifonct ionna- 

Iisé, où les deux bases complémentaires sont f ixées su r  une même 

molécule de p ro f l av i ne  : 



D'après  1 'examen des modèles molécu Ia i res ,  ce p r o d u i t  

est suscept ib le d ' a d o p t e r  l a  conformat ion s u i v a n t e  : 

où l a  thymine e t  l ' a d é n i n e  sont appar iées  p a r  deux l i a i sons  

hydrogène . 

Si cet te conformat ion est observée, ce modèle double sera 

d ' u n  g r a n d  in té rê t  p o u r  I  'é tude des e f fe ts  de  l ' i n t e r c a l a n t  s u r  le 

coup le  de bases. En p l u s  de l a  n a t u r e  p r o p r e  de l 'appar iement ,  nous 

pour rons,  p a r  exemple, appréc ier  1 ' in f luence de l a  cha rge  p o s i t i v e  

de l a  p r o f l a v i n e  s u r  l a  s t r u c t u r e  é lec t ron ique des bases. 

Ce p r o d u i t  const i tuera  également une bonne référence pour  

a n a l y s e r  les ef fets observés lo rs  des études des modèles PF-C3 - Base 

en présence de IE'L;~ base complément a i r e .  

Dans un premier  temps, nous avons p réparé  les p r o d u i t s  

nécessaires à ces études : 

- Les modèles : 

PF-C -Ade 
3 



- Les références correspondantes : 

, A d e - C  
3 

Thy-C 
. 3  

( c e s  deux p r o d u i t s  o n t  é t é  p r épa rks  a u p a r a v a n t )  

I 
CH, 

I 
F" 

P F - C  
3 
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La voie de synthèse retenue pour obten i r  les modèles 

PF-(CH ) -E?ase est l a  su ivante  : l a  p ro f lav ine  j- est a lky lée  su r  
2 3 - 

u n  des deux fonctions amines p a r  l e  dibromo-1,3 propane, conduisant  

au  p rodu i t  intermédiaire-clef : PF-C -Br (F ig .  1 ) .  
3 

F.Q. 7: Voie de 4(vLthè4e a d e n u e  p o u  La paépaizakion 

d a  modè la  

A p a r t i r  de ce produi t ,  nous pouvons aisément subst i tuer 

le  brome p a r  at taque nucléophi le p a r  une base nucléique : adénine, 

thymine ou cytosine. Celles-ci possèdent toutes t ro i s  u n  hydrogène 

acide au  s i te  d ' a l k y l a t i o n  souhaité (F ig .  2 ) .  



= 9 , 6  
---4 
1 

L 
T 

H,NA-\U 
H +H + H&I( +HS - pK,, =12,4 

L a  synthèse de modèle comprenant l a  guan ine nécessi t e r a i  t  

l e  passage p a r  u n e  voie d i f f é ren te  p o u r  deux ra i sons  : 

- Le p remie r  pKa (9,6) cor respond à l 'a r rachement  d u  

pro ton d e  l a  fonct ion amine en 2. 

- Le c y c l e  imidazole présente une tautomèrie ( p a r t i c u l i è r e  

à l a  guan ine )  : 

peu f a v o r a b l e  à u n e  a l k y l a t i o n  sélect ive en pos i t i on  9. 



Une a u t r e  voie de synthèse pos ib le  consiste à p r é p a r e r  les 
P 

d i f fé rentes  bases a l ky lées  B a s c ( C H  ) -Br,  et à les f a i r e  r é a g i r  2 3 
avec l a  p r o f l a v i n e  (F ig ,  3 ) .  

Fi2, 3 : AiLtne v o i e  d ' a c c h  aux m u d è 4 a  Pr- ICI53 - Dane 

L a  synthèse des composés B a ~ e - ( c H ~ ) ~ - B r  est déjà déc r i t e  

( 2 5 ) ,  mais  ceux-ci  subissent fac i lement  une c y c l  i sa t i on  i n t ramo lécu la i re  

( F i g .  4 ) ,  r e n d a n t  l a  p r é p a r a t i o n  des modèles dés i rés  d i f f  i c i  l e  

dès l e  dépar t .  Cette approche n ' a  donc pas été u t i l i sée .  



En s u i v a n t  l a  première vo ie ,  nous nous sommes tou t  d ' a b o r d  

at tachés à mett re a u  po in t  de bonnes cond i t ions  de p r é p a r a t i o n  

de l ' i n te rméd ia i re -c le f  PF-C -Br, de  façon à ne pas  ê t r e  l im i tés  
3  

en q u a n t i t é  dès les premières étapes de not re  synthèse. 

Dans u n  premier  temps, nous nous sommes p lacés dans  

le  cas  le  p l u s  simple, en f a i s a n t  r é a g i r  l a  p r o f l a v i n e  A avec l e  

bromo-1 propane dans d i f fé rentes  cond i t ions ,  a f i n  de p r é p a r e r  l e  

p r o d u i t  de référence PF-C3 2 ( F i g .  1 ) .  

I i ,  

A. I N T R O D U C T I O N  : 

Les deux fonct ions amines sont équ iva lentes .  Le problème 

rés ide  dans l a  recherche d ' u n e  méthode permettant  l a  mono-fonct ion- 

n a l i s a t i o n  l a  p l u s  sélect ive poss ib le ,  é tant  donnés les ob jec t i f s  de  

rendement que nous nous sommes f i x é s .  Pour ce la ,  nous avons u t i l i s é  

deux méthodes : 

- A l k y l a t i o n  d i rec te  de l a  p r o f l a v i n e  en présence de bases 

for tes.  

- In t roduc t ion ,  s u r  une seule fonc t ion  amine, d ' u n  groupe 

pro tec teur ,  f a v o r i s a n t  I  ' a l k y l a t i o n ,  e t  dont les cond i t ions  

de déblocage ne dégradent  p a s  le  p r o d u i t .  

B. A L K Y L A T I O N  D I R E C T E  : 

CI t ype  de réac t ion  repose s u r  l a  format ion d ' u n  an ion  

amidure  de p r o f  l av ine ,  p a r  arrachement d ' u n  proton d ' u n e  fonc t ion  

amine a u  moyen d ' u n e  base fo r te .  

Notre hypothèse s u r  l a  sé lec t i v i t é  repose s u r  l e  f a i t  que 

l e  mono-anion, é tan t  moins ac ide  que l a  p r o f l a v i n e ,  réagisse p l u s  

rapidement avec les bromoa l  canes. 



De nombreux essais ont  été effectués avec I  ' am idu re  d e  

sodium dans  I 'ammoniac l i q u i d e .  Après d i sso lu t i on  de l a  p r o f l a v i n e  

et fo rmat ion  de I ' a n i o n ,  le  bromo-1 propane est a jouté a u  m i l i e u  

(F ig .  5 ) .  

De cette manière,  nous avons p u  i so le r  en f a i b l e  q u a n t i t é  

l e  p r o d u i t  a t tendu PF-C3 2, mais  tou jou rs  accompagné d u  d é r i v é  - 

b i s - a l k y l é  C -PF-C 3 et de l a  p r o f l a v i n e  n ' a y a n t  p a s  r é a g i .  
3 3 = 

Nous avons f a i t  v a r i e r  les d i f f e r e n t s  paramètres rég issant  . 

l a  réac t i on  à s a v o i r  : 

. L a  concent ra t ion  en p r o f l a v i n e  

. L a  q u a n t i t é  de  base u t i l i s é e  

. Le temps de fo rmat ion  de 1 ' a n i o n  

. La q u a n t i t é  de  bromo-propane 

Mais  dans aucun cas  nous n ' a v o n s  p u  augmenter sensible- 

ment l e  rendement en PF-C3 2. 



Nous avons a l o r s  recherché d ' au t res  condi t ions,  où I  ' a n i o n  

de l a  p r o f i a v i n e  s e r a i t  a jou té  lentement à u n  excès de bromo-1 p ro -  

pane,  en  espérant  l i m i t e r  a u  maximum l a  doub le  a l k y l a t i o n  ( F i g .  5 ) .  

J. RENAULT et J. BERLOT ont  mis a u  po in t  de bonnes .ondi-  

t ions d ' a l k y l a t i o n  de I  'amino-4 qu ino lé ine  en u t i l i s a n t  les amidures  

a l c a l i n s  dans l e  HMPT ( 3 8 ) .  

En nous basan t  s u r  ces résu l ta t s ,  nous avons formé l ' a n i o n  

de l a  p r o f l a v i n e  p a r  ac t ion  de l ' a m i d u r e  de sodium dans le  HMPT. 

Le  mélange est ensu i te  add i t i onné  gout te à gout te  a u  bromo-1 p ropane  

sous atmosphère i ne r te .  Mais  encore une fo is ,  l a  p ropor t i on  en p r o d u i t  

2 n ' a  p a s  été nettement atnéliorSe p a r  r a p p o r t  a u x  essais précédents, 

que l  les que soient les condi  t i ons  opérato i res.  

Nous avons s u i v i  I  ' évo lu t i on  des 1-éact ions p a r  chromatogra-  

p h i e  l i q u i d e  à h a u t e  performance (CLHP) .  La s t r u c t u r e  des p r o d u i t s  

formés a été déter  rninée p a r  RMN et spectromètr ie de masse, et c o n f i r -  

mée p a r  l a  s u i t e  p a r  comparaison avec les échan t i l l ons  obtenus p a r  

d ' a u t r e s  voies de synthèse. 

D ' a u t r e  p a r t ,  nous avons été t rès  l im i tés  p a r  l a  f a i b l e  

s o l u b i l i t é  et l a  f o r t e  p o l g r i t é  de ces p r o d u i t s ,  ce q u i  nous a posé 

de gros problèmes de p u r i f i c a t i o n .  Cette méthode a u r a i t  p u  ê t re  éven- 

tuel lement retenue p o u r  l a  p r é p a r a t i o n  d u  p r o d u i t  de référence PF-C3 2, 
mais  compte-tenu des rendements observ6s et des d i f f i c u l t é s  de sépara-  

t i on ,  i l  n ' é t a i t  p a s  ra i sonnab le  de l ' a p p l i q u e r  à l a  synthèse des 

modèles dési rés PF-(CH ) -Base. 
2 3 

En conc lus ion ,  cet te vo ie  permet b i e n  d ' o b t e n i r  les p r o d u i t s  

a t tendus,  mais devan t  son manque de s é l e c t i v i t é ?  nous l ' a v o n s  aban-  

donnée p o u r  nous tou rne r  v e r s  l a  recherche d ' u n  groupe pro tec teur  

d ' u n e  seule des deux fonc t ions  aniines. 

C .  R E C H E R C H E  DE G R O U P E  P R O T E C T E U R  : 

1-'hypothèse de t r a v a i l  est d ' i n t r o d c i i r e  s u r  l a  p r o f l a v i n e  

un groupe pro tec teur  vo lumineux,  qui change suff isamment les p ro -  



p r i é t é s  de s o l u b i l i t é  pou r  f a v o r i s e r  l a  p r é c i p i t a t i o n  d u  p r o d u i t  a u  

f u r  et à mesure de sa  fo rmat ion .  

1 1 U T I  L ISAT 1 ON D E  L ' ANI-IYDRIDE PHTALIQUE. 

Le b u t  recherché é t a i t  de p r é p a r e r  le  monophtal i -  

m ide  de p r o f l a v i n e  5, et d ' a l k y l e r  ensu i te  l a  fonc t ion  amine l i b r e  

p a r  I ' une  des méthodes déc r i  tes ci-dessus. 

E n  f a i s a n t  r é a g i r  l a  p r o f l a v i n e  avec u n  léger  

excès d ' a n h y d r i d e  p h t a l  i que  dans  I ' a c i d e  acéticlcie g l a c i a l  à tempéra- 

t u r e  amb,iante, nous avons p u  ob ten i r  u n  seul p r o d u i t .  Le rendement 

est  supér ieu r  à 90 %, après p u r i f i c a t i o n  p a r  p r é c i p i t a t i o n  dans la  

soude et c r i s t a l l i s a t i o n  dans l ' é t h a n o l  abso lu .  

Ma is  les mesures spectroscopiques ( RMN et IR ( 3 9 ) )  , 

n e  sont p a s  en accord  avec l a  s t r u c t u r e  d u  composé 5 ,  - a l o r s  q u e  

l a  spectrométr ie de masse montre b i e n  u n  p i c  2 m l  e  = 339, ce q u i  

cor respond b i e n  à l a  masse molécu la i re  a t tendue pour  - 5. L ' a n a l y s e  

de ces données nous a  f a i t  supposer une forme acide amid ique k 
p o u r  ce p r o d u i t  : 

ce  q u i  e x p l i q u e  l ' absence  de symétr ie dans  l e  spectre RMN, en ce 

qui concerne les pro tons  du c y c l e  p l i t a la te .  



De p l u s ,  I ' h y d r a r i n e ,  .:QI i .  i t a i i m i d e s  

e t  non l es  ac ides  a m i d i a u e s  ( & O ) ,  est sc7t-ir p r '  

D ' a p r è s  les mesi i res ci ' ; .  

i l  est  n6anmoins  c e r t a i n  q u ' u i ?  çer.iI gr 

avec l a  p r o f l a v i n e ,  ce q u i  r e v i e n t  à i ~ c , c : .  

t i v e .  Decix vo ies se p résen ten t  a l o r s  : 

. ~ - Soit  1 'a Iky la t i r : r i  r?irr ict~:- r 3 r a  5: en espé- 
.. - 

r a n t  r6a.l i s e r  une nlnnn.:: i i;:; 2 ;  :-;: 

- Soit  l a  f e rme tu re  riii c e  !> i- i ta l imide 5, -- 
s u i v i e  d ' u n e  aIkg ' la ! : ic i î ,  

A /  A lky la t i on  s u r  la rnrme ia,i:e ne : 

En présence  d 'an i idu rc -  e scdrurri d a n s  l e  

HMPT e t  d e  bromo- l  p r o p a n e  dan=  Ic-; c e n d i t i o n s  déc r i t es  

précédemment,  l e  d é r ~  \/& 4 condiJi  t & ~ i 1 - 1  ~nP 'n t - r~ i -  r éac t i onne l  -- 
comprenant  d e  nombreux  p r o d u i t s  d i  fiici lemeni  sépa rab les .  

Nous a v o n s  a l o r s  u t i  i ,L;& 1 ' i< i~>t~re  d e  mé thy le  

à l a  p l a c e  d u  bromo-4 p r o p a n e ,  dan.-: ! ' e s p o i r  cl2 m i e u x  

s u i v r e  l a  r é a c t i o n ,  e t  rlouç n;/Gî?ric; ob tt3j.111 i ns tan tanément  

d e u x  p r o d u i t s ,  a u x q u e l s  les  sti-ucl~is-es Sc?. et ont  é té  -- 

a t t r i b u é e s  u l t é r i eu re rnen i  s u r  Ici b a c - ~  cies r gçc i l t a t s  complé- 

men ta i r es .  

phtalimide 5 a  



En esszysinl; c!r; i:~s 5 . : : ~ . ~ r - : : , ~  ::,;-i, i;hr~oir.z.iographie 

I iqu ide,  nous a\ /cns rei.il:~?~-a~~C q t ~  ' i 15, 5f;: i e i ~ t  t -  - i r e  et 
. . .  . 

~ O U S  L; n" avons naç r6;jc;~ji 3 : F D ! P ! -  cl-) <. C .  * j  :,'. 
" . .. . ,  si.::fisante pour  
. -- 

-- 
cl&.eimi n e r  ça s t r7uc t t i re .  i outefoi: L;::>I . i L : c ? c .  :C:S t r a v a u x  

i.&a!ïçés 5i.r ie N--u i - i&r?y j r>hla i i~ l ;~<:~ t ; - .< \ .  ,!.. , s-+:?von5 supposer 

I z  .forme iço imide pour  5b, 
- 

?~r-7,)i&!c~-g';:.~?t, ;,tric: ; q t : . ' . . : -  ,. , t C - :  C s a i k y l a t i o n  

> dans  cies coriditio:-:s p i  c i  . .- .-< ; ' : ' <  c'i.i.--. ici DMF en 

présence de c a r h n n a i e  dc f ici j . :-??,l, i  i :.:rr. ri ..Ji y>!-aoane. NOUS 

avons obtenu les ~meraieç proaLi irs ;;+ - t  :<k: .- -- 

. ,.. L.a s~e3.~tros<:(j:.)i~; 4 1  e . , pe r - i n i ~  de 

constater i 'absence de pro tons  3 :  ! : - ~ : ? ~ : i ~ ~ ~ : ~ ~ i  ,-' . i ' a i k y  l a t i o n  
. - n : a\ /aI  {. pas cil i i e t j )  . el d ! i r e - b -  - Ic. ;,,.;c.;i : l 3s:: c~rnrne é tant  

-.- - 

l e  rnonapntal irnide de la prof  l a v i ne  i f ' h\~:.-!~--iii~:!c!ysc !je ce composé 

i-cclonne la prof ia\ ; ine),  

!3/ Fermeture du c y c l e  

Fil c i s i e u r s  methodes c!;lt ~ , t  i l i 5ees ' ( L2 ) aussi  

bien s u r  Ie  cornpoçé bsu! & aue  s:!r s r  :;ei d.-i scdium : - 

'. < -. Par- chat;ff;-,c;e 5 - Ge 1 3 acide .-, acét ique . 
. , -- -3,- ca :c l ! l~sn  . t e x  d l 1  methanos 

sec,  saturé ci; ;-:::,[cl"; h i - -  gazeux . 
, . - Per  c iés i iydrz ia t ion cvec  i ;_ ri ic!;c:!oi3exy Icarbo- 

jC"  f,,+";: ', dlirnide,  C~.XT~:S . . ~ ,  ie;;?r,&t-a?i~re ambiante , 
mais  chacune de ces &act i«r!s 3 t ,  ï : i r :~ . .é  i i :  r f i~Cl i inge des 

p r o d u i t s  55 et $ A , , .  

T o ~ i ç  nos résultats sont en  accoi-d ;;v:?c: :=. :a'hl%.?i:,~i :;f?li!anL : 
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En conclus ion,  devant  l e  manque d e  r é a c t i v i t é  v is -à-v is  

de  I ' a l k y  l a t i on  et l ' ex i s tence  de l ' é q u i l i b r e  p h t a l i m i d e  iso imide,  

nous avons p ré fé ré  rechercher  u n  a u t r e  g roupe  pro tec teur .  m a l g r é  

l a  mono-fonct ionnal isat ion quas i - to ta le  p a r  l e  groupe p h t a l o y l e .  

21 UTILISATION DU CHLORURE DE TOSYLE. 

Nous avons f a i t  r e a g i r  l a  p r o f l a v i n e  1 avec le  ch loru-  

r e  de tosyle dans  l a  p y r i d i n e ,  réac t i on  condu isant  a u x  p r o d u i t s  & 
et  2 : - 

Ts CI O 0 
Bb 

Pyr id i r i e  
H2N 

1 6 H 
- - - - H, 

L a  présence d ' u n  groupement tosy l e  augmente fortement 

l e  ca rac tè re  ac ide  du p ro ton  por té  p a r  l ' a z o t e  3 (ou le t  6 )  , et ce t te  

méthode a été largement u t i l i s é e  dans l a  synthèse d 'amines secondai- 

res (43-45). 

Nous avons t r a v a i  l  l é  en solut  i on  concentrée de p ro f  l  a- 

v i n e  dans  l a  p y r i d i n e ,  de façon à ce que les p r o d u i t s  formés p réc ip i -  

ten t  d a n s  l e  m i l i eu .  

Le  mei l l e u r  rendement obtenu en dé r i vé  mono-fonct ion-  

n a l i s é  a été de 55 %, ce q u i  est é levé compte-tenu de l ' é q u i v a l e n c e  

des deux  fonct ions amines inises en jeu.  

L a  s t r u c t u r e  d u  p r o d u i t  mono-tosylé 6 - a été déterminée 

p a r  RMN : on remarque l a  présence de deux protons échangeables 

à 6,46  ppm cor respondant  a u  groupement amino l i b r e  en pos i t i on  

6, d ' u n  rnu l t ip le t  à 7 ,70  et  d ' u n  s i n g u l e t  à 2 , 2 6 ,  a t t r i b u é s  respect i -  



vement a u x  q u a t r e  pro tons  aromat iques e t  au groupe méthy ledu  r a d i c a l  

tosy le. 

Le spectre IR montre également deux bandes d 'abso rp -  

t i on  ca rac té r i s t i ques  des sul fonamides à 1175 et 1135 cm-' . 
Le p r o d u i t  b is - tosy lé  1 s e r v i r a  à ob ten i r  les modèles - 

bi- fonc t ionna l isés  de l a  p r o f l a v i n e  ( v o i r  page $8). 

D. A L K Y L A T I O N  D E  PF-Ts  6 : - 

En présence de bromo-1 propane et de carbonate  de potas- 

siurh dans l a  DMF ( 43, 44, 45) à température ambiante,  l e  composé 

a c t i v é  PF-Ts 5 donne, avec u n  rendement de l ' o r d r e  d e  65 %, l e  - 
d é r i v é  8:  - précurseur  d u  p r o d u i t  de référence PF-C3 2 ( F i g .  6 )  : - 

L 'étape s u i v a n t e  de détosy l a t  i on  condui  t  a u  composé dési ré 

PF-C3 2, mais  ce lu i - c i ,  peu s tab le ,  s ' es t  décomposé l o r s  de toute 

ten ta t i ve  de p u r i f i c a t i o n .  M a l g r é  de nombreux essais, nous n ' a v o n s  

p a s  p u  l ' i s o l e r  de façon sa t i s fa i san te .  

Devant  cet Gchec, nous avons remplacé l e  bromo-1 propane 



p a r  l e  bromoéthane d a n s  l a  réac t i on  déc r i t e  ci-dessus , (F ig .  6 ) ,  en 

vue  de  p r é p a r e r  non p l u s  u n e  p r o p y l - p r o f l a v i n e  mais  une  é thy l -p ro-  

f l a v i n e  PF-C 1 0  comme p r o d u i t  de référence (nous pouvons en e f fe t  
2 - 

penser que les p rop r ié tés  spectroscopiques de ce d e r n i e r  seront iden-  

t i ques  à ce1 les de PF-C 2, notamment en ce q u i  concerne son cibsorp- 
3 = 

t i o n  d a n s  l ' U V ) .  

Remarquons que l a  sépa ra t i on  d u  mélange réac t ionne l  

p a r  chromatograph ie  s u r  co lonne demande une g r a n d e  q u a n t i t é  de 

s i l i c e  ( 2 0 0  à 5 0 0  f o i s  l a  masse de p r o d u i t ) ,  et  nécessite l ' emp lo i  

de  s o l v a n t s  te rna i res  c h l o r u r e  de méthylène : é thano l  : t r i é thy lam ine .  

Cet te technique est ex t rapo lée  des méthodes de sépara t i on  des amines 

en CLHP a n a l y t i q u e ,  o ù  l e  r ô l e  de l a  t r i é t h y l a m i n e  est de n e u t r a l i s e r  

les fonc t ions  ac ides de l a  s i l i c e .  l  l  f a u t  no ter  que l ' e m p l o i  d ' a l u m i n e  

b a s i q u e  n ' a  p a s  donné d ' a u s s i  bons résu l ta t s .  

E. DETOSYLATION : OBTENTION D E  PF-C2 l(J : - 

Ls r u p t u r e  de l a  l i a i s o n  a z o t e - s o u f r e r e q u i e r t  des cond i -  

t i ons  réac t i onne l  les énerg iques.  

Deux méthodes sont  notamment déc r i t es  d a n s  l a  l i t t é r a -  

t u r e  ( 4 6 )  : 

- coupure  p a r  i n t e r v e n t i o n  d ' u n  r a d i c a l - a n i o n  

(sod ium-naphta lène) .  

- h y d r o l y s e  ac ide .  

11 UTILISATION DU SODIUM-NAPHTALENE. 

Ce r é a c t i f  a été u t i l i s é  d a n s  l e  cas  de molécules 

assez complexes, tel  les que  des pept ides  protégés (47  ) , ou  des nucléo- 

s ides  benzy lés  (guanosine e t  u r i d i n e )  (48 ) : 



La g u a n i n e  e t  I  ' u r a c i l e  n ' é t a n t  pas dégradées d a n s  ces 

cond i t l o r i s ,  nous  a v o n s  pensé que, l o r s  d e  la d e r n i è r e  étape, les 

modèles PF-C3-Base Suppo r te ra i en t  b i e n  ce m i  l  iecr . 
L e  I -ad ica l -an ion ,  form6 p a r  a d d i t i o n  de  sod ium a u  naphta- 

lène  dzns l e  THF a n h y d r e ,  est  a j o u t e  à u n e  s o l u t i o n  de ?F-7s- c'2 

G 
2- ?u P F F e - C 3  -- -- 8 .  Les composés de  ré fé rence  PF-c 2 --- O et PF-C, 4 

2 sont ob tenus  d e  f açon  q u a s i - q u a n t i t a t i v e  a p r è s  que laues  m i n u t e s  

21 HYDROLYSE A C I D E .  

Si mu l tanhmen t , se lon  l a  méthode d é c r i t e  p a r  

P.  D.  CARPENTFR e t  M. LENNON ( ~g ) ,  nous  avons  h y d r o l \ l r é  ces 

mêmes p r o d u i t s  8 - et  2 p a r  u n  mé lange a c i d e  a c é t i q u e l a c i d e  suifuriuuc - 
( 6 / 4 ) ,  d o n t  I ' e n r i t é  r é a c t i v e  s e r a i t  se lon  ces a u t e u r s  l ' i o n  dcy i iur r i  

+,OH 
CH 3 -C% , e n v i r o n  1000 f o i s  p l u s  a c i d e  q u e  l-i30'(50). 

OH 

P a r  ce t t e  vo ie ,  les  p r o d u i t s  de ré fé rence  PF--L2 

10 -- et  PF-C 2 on t  é té  également  ob tenus  avec de  bons  rendenients .  - 3 z 

A f i n  d e  m i e u x  c o n n a i t r e  I f é \ / o l u t i o n  des produit.; 

d a n s  ce m i l i e u ,  nous  a v o n s  s u i v i  l a  c i n é t i q u e  d e  r é a c t i o n  p a r  CL-MF, 

d e  façon  à m i n i m i s e r  les  r i s q u e s  d e  d é g r a d a t i o n  des modèles 

PF-C3-Ade 13- e i  P F - C ~ - T ~ Y  1J. En  f a i t ,  ces d e r n i e r s  o n t  à peu p r è s  
-- -- 

l e  même comportement q u e  . les  p r o d u i t s  d e  r é . f é r e n c e  : l a  r é a c t i o n  

est te rminée  a p r è s  15 mn à 4B°C. 



31 CONCLUSION. 

L a  p u r i f i c a t i o n  de PF-C2 - 70 s ' e s t  avérée p l u s  - 
f o c i  i e  d a n s  les c o n d i t i o n s  de  I ' h y d r o l y s e  a c i d e  q u ' a p r è s  coupu-  

r.e par  le  sod ium-naphta lène .  Dans l e  p r e m i e r  cas ,  l e  mélange p r é c i p i - -  

t e  apr-6s r e f ro i d i ssemen t  à O°C, et i l  s u f f i t  de  f i l t r e r  et  l a v e r  à 

i i acd tone  p o ~ ~ r  e n l e v e r  les t races  d ' a c i d e s  r é s i d u e l s  ; d a n s  l ' a u t r e  

cas,  l a  présence d u  n a p h t a l è n e  et de ses d é r i v é s  sont u n e  nouve l  l e  

source  de d i f f i c u l t é s  d a n s  l a  s é p a r a t i o n  des p r o d u i t s .  

Nous avons  donc re tenu  I ' h y d r o l y s e  comme rnéthccis 

de  dépro tec t ion ,  q u i  s e r a  a p p l i q u é e  a u x  modèles syn thé t i sés  p a r  la 

s u i t e .  

I I I I  ~ ) R ~ P A R A T I O N  DU PRODUIT INTERMÉDIAIRE-CC& 

Ce p r o d u i t  es t  ob tenu  d a n s  les  mgmes cond i t io r i s  que le 

composé PF-7s-C3 g, ( p a g e  36 ) ,  en  r e m p l a ç a n t  l e  bromo-1 propc\r?r 

par  l e  dibromo-1 ,3 p r o p a n e  : 

Cette r é a c t i o n  est e f fectuée en  présence d ' u n  l a r g e  excès 

de dibromo-1 ,3  propane,  d e  façon à d é f a v o r i s e r  1 a f o rma t i on  éventue l  l e  

de d imères de  p r o f l a v i n e .  L e  rc,,2dement est  &gai à 63 z. 
On remarque  d a n s  l e  s ~ e c t r e  de RMN de  11 d e u x  t r - in le ts  - - 

à 3,60 et 3,30 ppm, cor i -espondant  respec t i vement  a u x  p ro tons  N-CHZ 

Nous avons  donc  m a i n t e n a n t  u n e  bonne  méthode de  p répa ra - -  



t ion de cet in  terméd i a i re-c l  ef PF-Ts-C -Br , avec des rendements - 
sat i s fa i san ts .  L e  seul inconvénient  r é s i d e  dans  l a  f a i b l e  s é l e c t i v i t é  

observee lo rs  de  l a  réac t i on  de tosy l a t i o n ,  

klocis avons essayé de t i r e r  p a r t i  de l a  monofonct ionnal isa-  

t i on  à 100 /70 de l a  p r o f i a v i n e  en présence d ' a n h y d r i d e  p h t a l i q u e ,  

eri t en tan t  d ' i n t r o d u i r - e  u n  groupement t osy le  s u r  l a  fonc t ion  amine 

l i b r e ,  m a i s  tous nos essa is  on t  échoués, q u e l l e  que so i t  la forme (ou-  

ve r te  ou  fermée) de l a  p a r t i e  p h t a l o y l e  ( F i g .  7 )  : 

T s C l  
.____$g - 

Ts Ys 
H,W W Pht 'N NPht y '  

H H 

Z i g ,  7 : Ïpnfative de ko~y4afion ~éA.ecfive de .La pnuL4avine 

1 1  r es te  ma in tenan t  à s u b s t i t u e r  l e  brome pai. cine des 

bases  nuc lé iques  chois ies,  adénine et thymine.  Nous n ' a v o n s  pas ,  

dans  ce t r a v a i  l p r é p a r é  l e  modèle PF-C, - C y t ,  mais  des essais pré1 imi-  
J 

n a i  r e s  nous ont  montré que  I ' i n te rméd ia i re  PF-Ts-C -Br 11 est u t  i l isa-  3 
b l e  g o u r  sa synthèse. 

IV. PRÉPARATION DU MODÈIE AVEC L'ADÉNINE P F - C 3 - A ~ ~  -- : 

L e  pKa cor respondant  à l ' a r r a c h e m e n t  d u  p ro ton  9 de 

l ' a d é n i n e  est de  9 , 8 0 .  1 1  est donc poss ib le ,  p a r  ac t i on  d ' u n e  base 

comme l ' h y d r u r e  de sodium d ' o b t e n i r  proprement  l ' a n i o n  adény ia te  

correspondant  (F ig .  8 ) ,  en suspension d a n s  la DMF e t  de l e  f a i r e  r6ar ; i r  

s u r  u n  s i t e  é lec t roph i l e .  



C ~ t t e  méthode a été largement u t i l i s é e  p o u r  p répare r  des 

adénines subst i tuées en 9 ( 24 , 2 6 ) ,  et notamment p o u r  syn thé t i se r  

les modèles équ iva len ts  en sér ie  amino-9 a c r i d i n e  ( 2 3 ) .  

A .  F O R M A T I O N  D U  P R E C U R S E U R  PF-Ts-Cj -Ade  - : 

L a  subs t i t u t i on  d u  brome de l ' i n t e r m é d i a i r e  c le f  11 se - 
f a i t  en présence d ' a d é n y l a t e  de sodium, à température ambiante et 

à l ' a b r i  de l ' h u m i d i t é .  Cette réac t i on  é tan t  de t ype  SN2 , u n  l a r g e  

excès de r é a c t i f  augmente l a  v i tesse de fo rmat ion  d u  p r o d u i t  dés i ré  

12, sans toutefo is  provoquer  l a  fo rmat ion  de dér ivés  secondaires : 

La p r é c i p i t a t i o n  d u  mélange réac t ionne l  dans  une so lu t i on  

d 'ammoniaque à pH = 13 s'accompagne d ' u n e  so lub i  l  i sa t i on  de I  ' aden ine  

en excès. 

Comme p o u r  son p récu rseur ,  l a  p u r i f i c a t i o n  d e  ce p r o d u i t  

p a r  chromatograph ie  s u r  colonne demande une g rande  q u a n t i t é  de  

s i l i c e  et I ' é l u t i o n  p a r  u n  so l van t  te rna i re .  Bien q u ' a y a n t  passé ce 

composé s u r  colonne p l u s i e u r s  fo i s ,  en d im inuan t  l a  p o l a r i t é  d u  sol-  

v a n t  p o u r  amél io rer  l a  sépara t ion ,  nous n ' a v o n s  pas p u  en o b t e n i r  

u n  échant i  l Ion ana ly t iquement  p rop re .  De nombreux s o l v a n t s  et couples 

de so l van ts  o n t  également été testés en v a i n  pour  ten ter  de c r i s t a l l i -  

ser  ce p r o d u i t .  

Néanmoins, sa s t r u c t u r e  est conf i rmée p a r  RMN : les p ro -  

tons H e t  H de l ' a d é n i n e  forment deux s ingu le ts  accolés à 8 , 0 5  ppm,  
8 

e t  les pro tons  d u  CH2 en cl d u  n o y a u  imidazole de I ' a d é n i n e  résonnent 

?i 4,20 ppm sous forme d ' u n  t r i p l e t .  



B .  D E T O S Y L A T I O N  : OBTENTION D U  M O D E L E  PF-C3-Ade - 13 - 

Les cond i t i ons  de déblocage de l a  fonc t ion  amine p a r  

h y d r o l y s e  ô c i d e  ( a c i d e  acét ique 1 ac ide  s u l f u r i q u e )  mises a u  p o i n t  

s u r  le  p r o d u i t  de référence PF-C 1 2  nous on t  permis d ' o b t e n i r  le 
2 - 

p r o d u i t  f i n a l  PÇ-C3-Ade i3, avec u n  bon rendement : - 

wTs 
1 AcOH f 

12 c% H2s04 13 -- CM, 
.- 1 I 

CH, 
I 

La p i u s  grosse d i f f i c u l t é  a été d ' o b t e n i r  u n  p r o d u i t  a n a l y -  

t iquement p u r ,  absolument ind ispensab le  p o u r  les études spectroscopi- 

ques, e t  pa r t i cu l i è remen t  UV. Ceci a p u  ê t r e  r h a l i s é  Dai-  chromatogra-  

p h i e  s u r  colonne d ' a l u m i n e  basique,  en opérant  sous pression avec 

un a p p a r e i l  CLHP p r é p a r a t i v e ,  avec recyc lages successifs des f r a c t i o n s  

les p l u s  pures .  Apt-ès f i l t r a t i o n  et évapora t i on  d u  so l van t ,  le  so l i de  

r e c u e i l l i  est d issous à chaud  dans l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  IN, et récu-  

péré après  p réc i  p i  t a t  ion  à basse température sous forme de doub le  

c h l o r h y d r a t e .  

Le chromatogramme de CLHP ne comporte q u ' u n  seul p i c  

a u x  deux longueurs d ' o n d e  de détect ion (254 et 365 nm) .  L a  composi- 

t i o n  d u  p r o d u i t  a été conf irmée p a r  les r é s u l t a t s  de l ' a n a l y s e  élémen- 

t a i r e ,  et p a r  dosage des ions c h l o r u r e  dans  l e  l abo ra to i re  d u  

P r .  NICOLE. 

Le  spectre de masse de ce composé montre le  p i c  molécula i -  

r e  ( f a i b l e )  à m l e  = 384. 

Le spectre de RMN (F ig .  9) montre deux fo i s  deux pro tons  

échangeables 7 ,00 et 5,76 ppm, cor respondant  respect ivement a u x  

fonct ions amines p r i m a i r e s  de i ' a d é n i n e  et de l a  p r o f l a v i n e ,  et deux 



s ingu le ts  rapprochés à 8,18 et 8 ,23  ppm caractér is t iques des protons 

H2 et H de l ' adén ine .  
8 

V P ~ É P A R A T I O N  _ DU _ _ ___  MODÈLE _ _ _  AVEC L A  THYM-E PF-C -THY : 3 - 

La thyn i i  n e  peut r c a g i r  p a r  I 'atome d 'azote  en posi t ion 1 

avec u n  halogèno alcane en prdsence de carbonate de potassium ( 2 4 )  

mais a u  cours de cette réact ion on obt ient  une cer ta ine proport ion 

de dér i vé  O-alkylé - 



Devant les d i f f i c u l t é s  de p u r i f i c a t i o n  d é j à  rencontrées, 

nous avons p ré fé ré  c h o i s i r  une vo ie  p l u s  sélect ive.  de manière à 

é v i t e r  ! a  format ion de p r o d u i t s  O-alky lés.  T .  NISHIMURA et 1 .  IWAI 

( 5 1 ) :  e t  l ' é q u i p e  N.J. LEONARD ( 2 4 ) ,  ont  proposé l ' emp lo i  d ' u n  dé r i vé  

s i  1 obtenu p a r  ac t ion  de I  'hexamethy ld isy  lazane s u r  l a  thymine. 

Cette méthode a donné de bons résu l ta t s  dans l a  synthèse des modèles 

In te rca lan t  -(CH ) -Thy effectuée a u  labo ra to i re  ( 3 2 ) .  
2 n 

A. F O R M A T I O N  D E P R E C U R S E U R  PF-Ts-C3-Thy : 14 - 

Ncus avons f a i t  r é a g i r  no t re  composé in termédia i re  

avec l a  thymine s i l y l é e  dans le  su l fo lane  à 8 0 - C  et nous avons -. 

obtenu l e  précurseqr  14 avec u n  rendement de I  ' o r d r e  de 60 % : - 

HMDS 

I 

L a  format ion  de sel q u a t e r n a i r e  de p y r i m i d i n e ,  

i n te rméd ia i re  non iso lé  de ce t te  réac t ion .  est favor isée dans le  sul fo-  

1 ane ( 52. 5 3 ) .  



Nous avons  p u r i f i é  ce p rodu i r .  d a n s  les mêmes cond i -  

t i o n s  que  son a n a l o g u e  en  s é r i e  adén ine  PF--1-s-C -Ade ( v o i r  p a g e  41 ) 
3 - 

et  également  d a n s  ce cas ,  nous  n ' a v o n s  pi3ç ~ é u s s i  à l e  p u r i f i e r  

à 1 0 0  %. 

L a  s t r u c t u r e  d u  p r é c u r s e u r  est con f i rmée p a r  RMN, 
-W. 

o ù  I  ' o n  observe .  p o u r  l a  t hym ine .  l e  p r o t o n  H g  ( s i n g u l e t )  à 8 . 0 l p p m  

e t  l e  mé thy l  en p o s i t i o n  5 à 1.62 ppm. 

B. DEPROTECTION : OBTENTION DU MODELE PF-C3 -THY 15 - 

L e  r é a c t i f  d e  déb locage précédemment employé p e u t  
4 

également  e t r e  u t  i 1 i sé  avec  l e  p r o d u i t  PF-Ts-C3 -Thy  L4 - > l e  composé 

d e  ré fé rence  PF-C 1 s  e t  l e  modèle PF-C3 -Ade 13 a y a n t  é té  ob tenus  2 - - 
p a r  ce t te  vo ie .  De p l u s ,  l a  t hym ine  elle-même est syn thé t i sée  d a n s  

, 
l ' a c i d e  s u l f u r i q u e  ( 54 ) ( p a r  condensa t ion  d e  l ' u r é e  avec  l ' a c i d e  

B -méthy l  m a l i q u e ) ,  ce  q u i  i m p l i q u e  q u ' e l l e  est  s t a b l e  d a n s  ce m i l i e u .  

Nous avons  e f fec t i vement  ob tenu  l e  nouveau  modèle 

PF-C 3-Thy  i 5 ,  avec u n  t r è s  bon  rendement ,  m a i s  nous nous  sommes 

h e u r t é s  a u x  memes d i f f i c u l t é s  d e  p u r i f i c a t i o n  qu'en s é r i e  adén ine .  

I so lé  sous fo rme de  c h l o r h y d r a t e ,  ce p r o d u i t  r épond  

a u x  c r i t è r e s  d e  p u r e t é  nécessa i res  a u x  é tudes  spect roscopiques : 

u n  seu l  p i c  est  observé  d a n s  l e  chromatograrnme de  CLHP ; les i ons  

c h l o r u r e  o n t  également  é té  dosés. 

L a  masse molécu t a i r e  est  con f i rmée  p a r  spec t romèt r ie  

d e  masse ( p i c  d e  f a i b l e  i n t e n s i t é  à m l e  = 375) .  L e  spec t re  de  RMN 

d a n s  l e  D,MSO mont re  deux  p r o t o n s  échangeab les  à 6,80 ppm, correspon-  



d a n t  à l a  fonc t ion  amine l i b r e  de l a  p r o f l a v i n e ,  et deux s ingu le ts  

à 7,59 et 1,67 ppm, a t t r i b u é s  respectivement a u  pro ton Hg et au  groupe 

méthy le  en pos i t i on  5 de l a  thymine.  

V I ,  

L n  synthèse p a r  el  le-même de ces modèles ne pose p a s  

de problèmes p a r t i c u l i e r s ,  s i  ce n ' e s t  le manque de sé lec t i v i t é  

v i s  - à-v i s  des deux  fonct ions amines de l a  p r o f  l a v i n e .  

Les rendements éva lués  grâce à I ' a n a l y s e  des b r u t s  réac-- 

t i onne ls  p a r  CLHP, sont d a n s  l a  ma jo r i t é  des cas  de l ' o r d r e  de 7 0 %  

à 80 '7,, mais i l  n ' e n  est malheureusement pas  de même pour  les rende- 

ments obtenus a p r è s  p u r i f i c a t i o n .  P a r  exemple, s i  les f r a c t i o n s  a n a l y t i -  

quement pures recue i l  l i es  après  l a  de rn iè re  é tape (détosy I a t i o n )  n e  

dépassent pas  10 f70 de l a  masse théor ique a t tendue,  ce la  ne  semble 

pas ê t r e  dû à d e  mauvaises cond i t ions  de réac t i on ,  q u i  se f a i t  b i e n  

quan t i t a t i vemen t ,  d ' a p r è s  les chromatogrammes de CLHP ; toute l a  



per te  en p r o d u i t  p r o v i e n t  des p u r i f i c a t i o n s ,  souvent longues et f a s t i -  

dieuses dans ce t te  sér ie.  

Quoi q u ' i l  en so i t ,  nous sommes main tenant  en possession 

des t r o i s  inolécu les  (avec  l a  pu re té  a n a l y t i q u e  recherchée) nécessaires 

à l ' é t u d e  d é t a i l l é e  des i n te rac t i ons  e n t r e  p r o f l a v i n e  e t  adénine o u  

thymine.  

-:-:-:-:-:-:-:-----.- W . .  



P R O F L A V  1 NE BIFONCTIONNALI SEE 



A p a r t i r  d u  p r o d u i t  Ts-PF-Ts 7, - isolé en premier  l i e u  

comme p r o d u i t  secondaire de l a  réac t ion  de tosy la t i on  de l a  p r o f l a v i n e  

( v o i r  page  351, i l  est poss ib le  d ' o b t e n i r  une nouvel  le  sé r ie  de modèles 

b i - fonct ionnels,  en opérant  dans des cond i t ions  comparables a u x  pré-  

cédentes (F ig .  1 )  : 



Selon l a  démarche s u i v i e  p o u r  l a  synthèse des p r o f l a v i n e s  

rnonofonc t i o n n a l  isées, nous avons tout d l  a b o r d  p r é p a r é  l e  nouveau 

p r o d u i t  de  référence C3 -PF-C3 - 3. p u i s ,  en u t i l i s a n t  l e  dibrorno-1,3 - 
propane .  nous  avons obtenu l e  nouvel  interm6diair.e c le f  de cette vo ie :  

Br-C 3-T~-PF-Ts-C3 - B r  17. - Les deux s i  tes é lec t roph i l es  -CH2 -Br a i n s i  - 
i n t r o d i ~ i f s  peuvent a l o r s  r é a g i r  avec d i f f é r e n t s  nuc léoph i l es ,  et con- 

d u i r e  a u x  modèles symkt r iques  Ade-C3 - PF-C3 - Ade 20 e t  - 
Thy-C3 -Pi=.-C3 -THY,  o u  a u  modèle comprenant l e  coup le  de bases com- 

plémentair-e : Ade-C3-PF-C3-Thy 22. - - 

Les d é r i v é s  symét r iques  nous s e r v i r o n t ,  dans  les études 

çpcc t ro~ ;cop  iques,  de références p a r  r a p p o r t  i i u  p r o d u i t  22. - - 

Paradoxa lement ,  l a  m a n i p u l a t i o n  des p r o d u i t s  de ce t te  

& r i e  est nettement p l u s  a isée que précédemnîent : l a  présence d ' u n  
, 

srconci g roupe  tosy le d im inue  fortement l a  p o l a r i t é ,  et permet I ' u t i l i -  

s a t i c n  de so l vap ts  te l s  que  l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e ,  l e  c h l o r u r e  de mé- 

thy lène :  et même l ' é t h e r  de pé t ro le  dans  c e r t a i n s  cas .  

I I .  P ~ É P A R A T I O N  DU PQODUIT D E  RÉFÉRENCE C -PF-C 3 : 
-3 3 

Cette synthèse est réa l i sée  en deux é tapes : 

- Double a l k y l a t i o n  de Ts-PF-Ts 7 p a r  l e  bromo-1 propane.  - - 
- Détosy la t ion .  



A L K Y L A T I O N  : 

I n  p.-isence de carbonate  de potassium et de brorno-1 

p r o p a p e  3 1 7.J.i~-tosy 1-prof l a v i n e  Ts-PF-Ts -7 condu i t  a u  p r o d u i t  - 
C --rs--:: b -  -- 7 

3 
' ? -.-- 16 ( F i g .  21, avec u n  rendmien t  de 78 O/o en p r o d u i t  . r +- 

p u r  

1 .  DETOSYLATIOM : 

irs cond i t ions  d ' h y d r o l y s e  ac ide  p a r  I ' a c i a e  s u l f u r i q u e  

e t  l'acide s?c-é : i~ue nous ont  permis d ' o b t e n i r  quant i ta t ivement  le  

nouveni i  , i de référence C3 -PF-C3 -2 ( F i a .  2), sous forme de - 
S U I  Fat< ta:. -1 ana ly t iquement  p u r  sans t ra i tement  u l t é r i e u r .  

NOTE : ' -  c r i s t a u x  obtenus sont incolores.  Cette absence de 

co~or-.at ion est observée chaque f o i s  que les deux fonc t ions  

- i i t i i i~es  de l a  p r o f i a v i n e  (sous forme de base l i b r e )  sont 

ros,;lées e t  a l ky lées  : 

a l k y  l 

a l k y l  

tosy l 

t i  

tosy l 

a l k y  l 

CO l oré  

CO l  or6 

i nco i o re  



8 9 1  
AcOH 

"\rr -isp- H H 
H 2 S 0  4 ' N W' I 1 5  4 1 

7". 16 -- tY CH, 3 CH, (a)  - I - - 1 
6% 7% C% 7% (b) 4 M3 C Xz d ~ ,  c y  (c) 

L e  spectre de RMN conf i rme la  s t r u c t u r e  symét r ique de 

ce dér ive  (F ig .  3 ) .  

(<:' 
1 I 1 I 1 1 I I \.il< l ' . 

ppiii 9 8 7 6 3 2 1 O 

Zig. 3 : Spectae  de RPîN du paoduif de aécénence C - P r - C  3 
3 3 = 

(4uLvant : BhSO[D61 + D201 



1 1 1 .  P ~ ~ P A ~ A T I O N  DU PRODUIT INTE~MÉDIAIRE-CLEF : 

B s - C - I - T ~ - P F - T ~ - C 3 - B ~  A JJ - 

i-e composé Ts-PF-Ts - 7 est a l k y l é  p a r  le  dibromo-1 . ,3 - 
prop i l ne  en présence de carbonate  de potassium dans l a  D M F ,  condui-  

san t à I " inerméd i a i  r e  avec u n  rendement de 70 %. - 

~ r -   CH^) 
'M 

K 2 C 0  / DMF I I 
i I 3 YY 17 

cw, 
- 

n H - 7 
- 

7" 
-" 

JY I 7" 
Br 

7% 
Br 

Les dé r i vés  de ce type:  re la t ivement  i ns tab les?  do ivent  

ê t r e  u t  i I isés rapidement,  mais  peuvent se conserver  quelques jou rs  

à -20°C sans décomposition importante.  

Néanmoins, nous possédons une bonne méthode de p répara -  

t i o n  d u  p r o d u i t  17, p récu rseur  des modèles comprenant deux bases 

nuc lé iques.  

Dans u n  premier  temps, nous avons p réparé  le  modèle 

symét r ique Ade-C -PF-C -Ade 20 en s u b s t i t u a n t  les deux atomes de 
3 3 

brome p a r  deux équ iva len ts  de l a  base correspondante.  

Dans les deux cas,  nouç avons u t i l i s é  les mêmes r é a c t i f s  

et les mêmes cond i t i ons  opéra to i res  que ceux q u i  ava ien t  permis  - 

I ' ob ten t ion  des dé r i vés  mono-fonct ionnai isés de l a  p ro f  I a v i n e .  

A .  P R E P A R A T I O N  D U  F ? O D E L E  A d e - C 3  - P F - C 3  - A d e  - a 

LP p r o d u i t  i n te rméd ia i re  . en présence d ' u n  excès - 



d '  adény la te  de sodium, condui t  au précurseur Ade-C3-Ts-PF-Ts-C 3 -Ade - - 19 : 

le rendement est de 46 %. 

Ts 
AcOH 

' w ----A \N 
I I I r-I,soq I Cla, 19 - 7% I - 20 CH2 - - CH2 

2% I 

FY C H2 
I CH* fh I 

I 7% CH2 I 

"& PJ (TP( cTN N (!;YN 
''44 HH2 NH* H", 

L 'hyd ro l yse  acide du  dér ivé - 19 nous a ensuite permis - 

d 'ob ten i r  le modèle symétrique Ade-C3-PF-C3-Ade 20:  - dont l a  s t ruc ture  

a été é tab l ie  p a r  RhlN (F ig .  4) : en p l us  des 6 protons échangeables, 

on observe deux s ingu le ts  accolés a t t r i bués  a u x  protons H2 et Hg 

des adénines ( in tégran t  pour  4 protons),  les s ignaux correspondant 

à une ac r id ine  symétrique, a i ns i  que les t ro i s  mu l t ip le ts  des chaines 

t r iméthy léniaues, in tégrant  chacun pour  4 protons. 

Toutefois, l a  t rès  grande po la r i t é  de ce p rodu i t  nous a 

empéché, j usqu 'à  maintenant, d ' e n  isoler  un  échant i  l  Ion rigoureusement 

pu r .  



i*y. 4 * Spec t re  de IW 180 bîh5) ah modèle Ade-C -Pi--C3-Ade 20 
3 - - 

(Suivant  : Lm501D61 + D2O1 

Y .  SYNTHESE DU M O D E L E  Ade-C3-PF-C3-Thy 22 - - 

Deux voies se présentent  à p a r t i r  d u  p r o d u i t  intermé- 

d i a i r e  dibrori16 p o u r  p a r v e n i r  à ce modèle f f i g  5)  : - 

- s o i t  f i x e r  d ' a b o r d  l a  t hym ine  et ensui te 

I 'adén ine  : vo ie  (a) 

- s o i t  f i x e r  d ' a b o r d  I r a d é n i n e  et ensu i te  l a  

t hym ine  : vo ie  ( b ) .  



17 -- 
CH* 
I 

Vn ê , . x )  v o i e  (b) 
Br Br 

i " 
Ts 'N 

1 I I I 
CH, CM2 C 4 18 CH, 

I 1 I 
7 - 1 

Ci43 CH, Ctl ,  
I I CH* 1 I $ H 2  7 t-4 "2 

B r Br 

H3C 
O MW* 

1 1 

Dans Ics  deux voies,  l a  p remière  é tape ne s e r a  vraisern- 

b iablement  pas  sélect ive,  et i l  f a u t  s ' a t t e n d r e  à ob ten i r  u n  m j l a n g e  

de p r o d u i  t ç  mono- et b i - fonct ionna1 isés. 

Dans l a  vo ie  ( a ) ,  a u  n i v e a u  de l a  seconde étape,  i l  ex i s te  

u n  r i s q u e  de r é a c t i o n  secondaire : p a r  exemple. 1 %ri-achemcnt d u  

proton en  pos i t i on  3 de la  thymine p a r  I ' a d é n y l a t &  de sodium : 



Nous .avens donc cho is i  l a  vo ie b d a n s  laque l le  l e  

p r o d u i t  mono-adény l é  18 - n e  comporte q u ' u n  seul s i t e  é lect rophi  l e  

-CH2-Br suscept ib le  de r é a g i r  avec l a  thymine s i l y l ée .  

Après ac t i on  de l ' a d é n y l a t e  de sodium s u r  le  composé 

17 nous avons obtenu le  p r o d u i t  avec u n  rendement égal à 32% -- Y - -- 
( v o i e  ( b )  F i g .  5 ) .  

Ce d e r n i e r ,  en présence de  thymine s i l y l é e  dans 

1 e s u l  f 0 l a n e  condu i t  a u  composé - 21, précu rseu r  du  modèle 

Ade-C -PF-C -Thy 3 (rendement : 46 %)  . 
3 3 - 

La f a i b l e  p o l a r i t é  de ce p r o d u i t ,  dûe a u x  deux groupes 

tosy les, permet d 'e f fec tue r  une bonne sépara t i on  s u r  co lonne de s i l i c e  

( é l u t i o n  p a r  u n  mélange c h l o r u r e  de méthy lène-éthanol ) . Connaissant 

les d i f f  icultGs de p u r i f i c a t i o n  des modèles f i n a u x ,  nous avons espéré 

l i m i t e r  ces problèmes en essayant  d ' o b t e n i r  u n  composé d ' u n e  g r a n d e  

p u r e t é  a v a n t  l a  d e r n i è r e  étape de détosy l  a t ion .  

P a r  h y d r o l y s e  ac ide ,  l e  d é r i v é  - 21 condu i t  a u  modèle - 
b i f o n c t i o n n a l i s é  Ade-C3--PF-C3-Thy - 22 : 

L e  spec t re  de RMN mesuré d a n s  l e  DMSO ( F i g .  6) permet 

d ' a f f i r m e r  l a  s t r u c t u r e  cle ce p r o d u i t  en ce qui concerne l e  n o y a u  

a c r i d i n e ,  les pro tons  H4 et Hg ( s ingu le t  à 6,58 pprn) ,  Hl et H8 

(doub le t  à 7,80 pprn) et H 2  et H 7  (doub le t  à 6,98 ppm)  sont équ i -  

va len ts ,  i n d i c e  d ' u n e  symét r ie  à ce n i veau .  Les p ro tons  H2 et H8 

de l ' a d é n i n e  résonnent à 8,55 et 8,46 ppm, l e  p ro ton  Hg de l a  t h y -  

mine à 7,52 et l e  g roupe méthy le  en pos i t i on  5 1,68 ppm. 



Le p r o d u i t  de r6férence C3 -PF-C3 - 3. de cet te sé r ie  p r o f l a -  

v i n e  b i - fonc t ionnaI isée a été obtenu avec de  t r è s  bons rendements. 

I l  f a u t  remarquer  que c ' e s t  l e  seul composé iso lé  a u  cour-s de ce  

t r a v a i l  q u i  a i l  répondu a u x  c r i t è res  d %na1 yse rect ierchés ap rès  

s imp le  f i l t r a t i o n  d u  b r u t  réac t i onne l .  

Nous avons mis i i u  p o i n t  l a  synthèse d ' u n  modèle du  com- 

p l e x e  d ' i n t e r c a l a t i o n  pro f lav ine-coup le  de bases compIémen.taires. 

Une étude phys ico-ch imique complète sera  posçi b l e  lorsque nous pos- 

çèderons une bonne techn ique de  p u r i f i c a t i o n .  

Toutefois,  à pa r t i r .  des spectres de RMN en m i l i e u  aqueux,  

i l  nous sera  poss ib le  de présenter  des r é s u l t a t s  p r é l i m i n a i r e s  con- 

c e r n a n t  l a  conformat ion de  ce complexe. 



R E A C T I V I T E  P A R T I C U L I E R E  EN P O S I T I O N  4 ET 5 

D E S  D E R I V E S  D E  LA P R O F L A V I N E  

Au c o u r s  de l a  dé te r i n i na t i on  de s t r u c t u r e  p a r  RMN des 

p r o d u i t s  d e  l a  s é r i e  p r o f  l a v i n e  mono-fonct ionna1 isée, nous  avons  re -  

rr isrqué u n e  d i m i n u t  i o n  de  i ' i n t e n s i t é  d u  s i g n a l  co r respondan t  a u  

p r o t o n  F I 4  . Ce phérioméne a été observé  d a n s  l e  cas  de  so lu t i ons  

d i l u é e s  ( e n v i r o n  5 . 1 0 - ~  moles. l - '  d a n s  l ' e a u '  nécess i tan t  u n e  

l ongue  p é r i o d e  d ' a c c u m u l a t i o n .  

Nous a v o n s  s u p ~ o s é  u n  échange hydrog&neIdeu té r i t i n i ,  

et  p o u r  é t u d i e r  ce t t e  r é a c t i o n ,  nous  nous sommes p lacés  d a n s  l e  c a s  

l e  p l u s  s imp le ,  en  o b s e r v a n t  les  v a r i a t i o n s  d u  p r o d u i t  de  ré fé rence  

PF-C 10 2 =' 

I O  C W2 - - I 
CH, 

Nous a v o n s  é t a b l i  cine c i n é t i q u e  d e  ce t t e  r é a c t i o n ,  à 6 5 " C ,  

d a n s  l e  m i l  i eu  u t i  1 i s é  p o u r  les  é tudes  con fo rn ia t ionne l  les  ( D 2  0 ; 

tampon deu té roacé ta te  ; pD = 4 , 6 ) .  

L a  p o r t i o n  des  spec t res  co r~ respondan t  a u x  p ro tons  aroma- 

t i q u e s  est représen tée  c i -con t re .  



Temps 

( h e u r e s  ) 

~.k6-LLque d   CI%^ d a  p u t u m  //4. oz // de PF-C 70 
5 2 =- 

On observe u n  échüt-ige r a p i d e  d u  p ro ton  H ( t !  / 2 ~ 1 0 h e L : i - e s  } ,  
4 

et c c l u i  p l u s  lent  d u  pro ton  Hg ( t 1 1 2 ~ ~ 4 0  heu res ) .  Cos échanges 

~ ' a c c o m p a g n e i i t  dc l a  d i s p a r i t i o n  des couplages 4~ avec  les orotons 

i-i et  l-i 
2 7' 

Une fo is  l a  réac t i on  terminée, nous avons j v a p o r é  l e  sol- 

v a n t ,  resol u b i  l i sé dans l  ' e a u  ( p o u r  échanger les deutér ium des fonc- 

t ions  aniines en posi t ior ï  3 et 6)  et iso lé l e  p r o d u i t .  En spectromètr ie  

de masse, l e  d é r i v é  ob tenu  montre l e  p i c  mo lécu la i re  5 nie = 239, 

a iors  que c e l u i  d u  p r o d u i t  de dépar t  PF -C  10 est à m l e = 2 3 7 .  Les 
2 = 

ions compi-enant l e  noyau a c r i d i n e  (après  coupure  de l a  c t îa ine la té-  

r a l e )  ont  égalernent l e u r  masse augmentée de 2 i i n i t és .  

I I  s ' a g i t  donc b ien  d ' u n  échange H I D .  



Pour e x p l  i que r  cet te réac t ion ,  nous poLivons proposer u n  

mécanisme comparable à ce lu i  de la  s u b s t i t u t i o n  é lectrophi  l e  : .  

D 

D O* CH, O H CH, 
I 1 

CH, CH, 

l ' échange  p l u s  r a p i d e  d u  p ro ton  H4 s e r a i t  d û  21 l ' e f f e t  

donneur du groupe a l lcy le  s u r  l a  fonct ion amine en pos i t i on  3, s t a b i l i -  

san t  a i n s i  I 'espèce im in ium in termédia i re .  

NOLIS avons  été s u r p r i s  p a r  l a  r a p i d i t é  de cet te réac t ion ,  

é tan t  donnée l a  f a i b l e  a c i d i t é  d u  m i l i eu .  Ces r é s u l t a t s  é tant  t rès  ré- 

cents,  nous n ' a v o n s  pas p u  appro fond i r  ce phénomène. 



C H A P I T R E  1 I I 

ETUDES PHYSI CO-CH I IV i QUES 



Ncus avons p réparé  deux p r o d u i t s  PF-C3 -Ade - 13 et  - 
PF-C -Thy 15 suscept ib les d ' a d o p t e r  une conformation proche de ce1 le  3 - 
observée dans  1 'ADN. 

Nous pouvons main tenant  ef fectuer  les mesures spectros- 

copiques q u i  nous permett ront  d ' é t u d i e r  les i n te rac t i ons  mises en 

jeu d a n s  ces molécules dans  l ' é q u i l i b r e  " Forme ouverte\+ forme 

rep l iée  " : 

1 Cette étude ndcessi te I  ' u t i  l  i sa t i on  de techniques permettant  

de t r a v a i  i l c r  à f a i b l e  concent ra t ion  pour  n 'obse rve r  que des in terac-  

t ions i n t ramo lécu la i res  : les spectroscopies d ' a b s o r p t i o n  UV et de 

RMN répondent  à ces condi t ions.  

Notre démarche est,  en premier  l i eu ,  de comparer nos 

mesures à ce l les  q u i  on t  été décr i tes  s u r  l a  p r o f l a v i n e  in terca lée 

dans l 'ADN, et d 'es t imer  a i n s i  s i  nos modèles reprodu isent  b i e n  le  

phénomène d ' i n te rca la t i on .  

A. ABSORPTION E N  U V  : 

11 P R I N C I P E  DE L A  METHODE. 

L 'empi  lement de  deux chromophores aromatiques 

peut p rovoquer  des p e r t u r b a t i o n s  dans  l e u r  spectre d ' a b s o r p t i o n ,  

notamment une d im inu t ion  d u  coef f i c ien t  d ' e x t i n c t i o n  mo la i re  : i l  

s ' a g i t  de  l ' e f f e t  hypochrome. 



Cet te  mesure est couramment  u t i  I  isée d a n s  I  ' L t ude  

de  macromolécules b i o l o g i q u e s  ; sous fo rme de  doub le  

hé l i ce ,  l ' A D N  a b s o r b e  moins l a  l um iè re  à 260 nm q u e  scius fo rme 

de  mono-br in  , d a n s  lequel  I ' emp i  lement de  bases  n u c l é i q u e s  es t  

p l u s  ou mo ins  désordonné.  L ' e a u  a u n e  impo r tance  p r i m o r d i a l e  d a n s  

I ' e x  i sterice meme de  ce  phénomène, à c a r a c t è r e  "hydrophobe"  . 

Pou r  dé te rm ine r  u n  changement  de  s t r u c t u r e  de  l ' A D N ,  

u n e  méthode cons i s te  à a j o u t e r  a u  m i l i e u  u n  s o l v a n t  o r g a n i q u e  qui 

des tab i  l  i s e  les empi lements.  

L ' e f f e t  hypochrome,  H %, es t  mesuré d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  

f 
"PO l  y mère' '  

H % =  ( 1 -  ) x 1 0 0  
Z f  mnomères  

où  f  est  l a  f o r c e  d ' o s c i l l a t e u r ,  co r respondan t  à l ' i n t e n s i t é  de l a  

bande  d ' a b s o r p t i o n  cons idérée  : 

En I  ' absence  d '  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  les n o y a u x  a romat iques ,  H% = 0. 

Des é tudes  ef fectuées d a n s  I  ' e a u  s u r  les d i n u c l é o t i d e s  

( 5 5 )  e t  l e u r s  ana logues  (24)  o n t  m i s  en  év idence  l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  

forme r e p l i é e  de  ces modèles p a r  l a  mesure  de l e u r  e f fe t  hypochrome.  

L ' é t u d e  de  l ' é q u i l i b r e  " forme o u v e r t e  ç;--- forme rep l i ée ' '  a p e r m i s  

d ' é v a l u e r  l e  d e g r é  d ' emp i l emen t  des bases  e n t r e  e l les ,  e l ,  s u i v a n t  

les  v a l e u r s  d e  H % ( T a b l e a u  l ) ,  d e  l e s  c l a s s e r  selon l e u r  a p t i t u d e  

à se complexer  : 

p u r i n e - p u r i n e  > p u r i n e - p y r i m i d i n e  > p y r i m i d i n e - p y r i m i d i n e  





D ' s u t r e  p a r t ,  l ' é t u d e  des modèles Pso-Cn-Ade (F ig .  2 )  

a  montré que H % d iminue q u a n d  l a  longueur de l a  c h a i n e  augmente, 

ce qui est  i n te rp ré té  p a r  u n  accroissement des degrés de l i b e r t é  

dans l a molécule, p rovoquant  une v a r i a t i o n  de l a  p ropor t i on  en com- 

p lexe  in t ramo iécu la i re  (33) : 

Bien q u ' i l  n ' e x i s t e  p a s  de fo rmu la t i on  théor ique r igoureuse 

de I ' o r i g i n e  et de l a  s i g n i f i c a t i o n  de I ' e f fe t  hypochrome, I  'ensemble 

de ces r é s u l t a t s  permet d ' i n t e r p r é t e r  cet ef fet  comme une  mesure de 

l ' i n t e r a c t i o n  de deux noyaux.  

21 ETUDE DES MODELES. 

Dar:s l a  p r a t i q u e ,  à p a r t i r  de l eu r  spectre d ' a b -  

so rp t i on ,  nous ca lcu lerons les forces d ' o s c i i l a t e u r s  des rr?odèIes 

PF.-C3 -Ade 2 et  PF-C -Thy 15, que nous comparerons à ce1 les du - - 
p r o d u i t  de référence PF-C 10. 

2 = 

L a  v a l e u r  de I  ' e f fe t  hypochrome est obtenue de 

i a  manière su i van te  : 



L a  f o r c e  d 'osc i  l l a t e i ~ r  d u  second p r o d u i t  de référence Base -C3 n '  i n t e r -  

v i e n t  p a s  s i  l ' o n  se p lace  d a n s  une r é g i o n  d u  spectre où ce composé 

n ' absorbe pas. 

A f i n  de s ' a f f r a n c h i r  des p e r t u r b a t i o n s  dûes à I ' auto-asço- 

c i a t i o n  impor tan te  de ce t y p e  de molécule dans l ' e a u ,  nous avons 

vér i f ih  que les p r o d u i t s  su i ven t  l a  l o i  de  BEER-LAMBERT dans l a  

gamrrie de concent ra t ion  chois ie.  

E tan t  donnée d ' u n e  p a r t  l a  f a i b l e  s t a b i l i t é  de ces p r o d u i t s ,  

leur  ca rac tk re  h y  groscopique,  et ci' a u t r e  p a r t  l a  g rande  p réc i s ion  

nécessai re oour  i n t e r p r é t e r  nos r é s u l t a t s  sans amb igu i  tés, les so lu t ions  

mères u t i l i sées  p o u r  les études UV ont  été dosées p a r  M. DELAUNOIS 

dans l e  l a b o r a t o i r e  d u  P r .  J. NICOLE : dosage acido-basique ( F i g . 3 ) ,  

et  dosage deç i ons  c h l o r u r e s  dans l e  cas  des p r o d u i t s  iso les sous 

forme de  c h l o r h y d r a t e .  

1 
1 t 1 P 

1 2 vol. NaOH (ml) 



Cette techn ique nous a permis de conna i t re  l a  concent ra t ion  

de nos c-,: l i t ions avec une bonne préc is ion .  , 

B .  E T U D E  P A R  RMN : 

L=. 'spectroscopie de RMN permet de détecter avec 

une s r a n d e  s e n s i b i l i t é  les v a r i a t i o n s  conformat ionnel les d ' u n e  molécule. 

P lus ieu rs  t r a v a u x  on t  été réa l i sés  dans l e  domaine que nous nous 

proposons d ' é t u d i e r ,  à s a v o i r  I  'observat ion  d u  complexe int ramolécu- 

I  a i r e  présent d a n s  I ' équ i  I  i b r e  "forme ouver te  g = 2  forme r e p l  iée" , 
notamment en s é r i e  d inuc léot ides  ( 5 9  ) et  i n t e r c a l a n t s  de l ' A D N  

(23,60). 

Dans l a  forme complexée, I  ' a n  iso t rop ie  d iamagnét  i que  

d ' u n  c y c l e  aromat ique provoque u n  b l i n d a g e  des protons d u  c y c l e  

opposé p a r  r a p p o r t  a u x  s i g n a u x  observés p o u r  chaque système isolé. 

Comme pour  I  'é tude en spectroscopie d ' a b s o r p  t  ion .  

nous devrons nous a f f r a n c h i r  des i n te rac t i ons  intermolécu I a i r e s ,  et 

t r a v a i l  ler- en so lu t i on  d i luée.  

Prat iquement,  nous en reg is t re rons  une sé r ie  de spectres 
- 4 

pour  chaque p r o d u i t  à des concentrat ions comprises ent re  8.10 et 
-5 

4.10 moles. 1-1 . Comme i l  ex i s te  d ' i m p o r t a n t e s  v a r i a t i o n s  de dép la-  

cements chimiques 6 avec l a  concent ra t ion ,  nous ex t rapo lerons l a  

v a l e u r  de 6 p o u r  chaque pro ton à d i l u t i o n  i n f i n i e .  Pour u n  p ro ton  

donné, l a  d i f fé rence de dép la  cement ch im ique  11.6 en t re  le p r o d u i t  



de r é i i r e n c e  PF-C 
2 

2 et les modèles PF-C -E?se nous f o u r n i r a  des 3 
i n fo rmat ions  complémentaires des mesures effectuées en UV, p a r t i c u -  

librement s u r  I o  géométr ie d u  complexe i n t ramo lécu la i re .  

1 I , &DE DU MODELE PF-C -ADE 13, - 3- - 

A. S P E C T R O S C O P I E  D'ABSORPTION : 

1 

11 E F F E T  HYPOCHROME. ---------------- 

A f i n  d ' o p é r e r  d a n s  des cond i t i ons  comparab les 

a u x  mesi:res effectuées s u r  I  'ADN, nous avons u t  i l isé I  ' eau  (contenant  

5 d ' é t h a n o l  p o u r  des ra i sons  de s o l u b i l i t é  des p r o d u i t s )  comme 

so l van t ,  e t  à pH = 5,5 de façon à p r o t o n e r  l a  t o t a l i t é  des noyaux  

a c r i d i n e .  

Nous avons comparé l e  spectre UV d u  modèle 

PF-C3 -Ade - 13 à ceux des deux p r o d u i t s  de référence PF-C 10 et - 2 = 
Ade-Cg ( F i g .  4 )  à 20°C. 

Nous avons v é r i f i é  que  l ' a b s o r p t i o n  de chacun 

de ces composés obé i t  à l a  l o i  de BEER-LAMBERT, et que l a  somme 

des spectres des p r o d u i t s  de référence est éga le  a u  spectre d u  mélange 
* 

de ces p r o d u i t s  ; l a  d i f f é rence  observée n ' e s t  donc pas  due à des 

i n te rac t i ons  in te rmolécu la i res .  
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LONGUEUR D'ONDE n m  

FQ. 4 : Spectna UV du modèle PF-C -Ade 73 e.t d a  po&& 3 - - 
de néjC&ence PF-C2 70 et Ade-C - 3 

~ 0 4 v a n t  : ff20y ~ f f = 5 ~ 5  ; 5 % éthanud ; c=7,5. 70-~mo4a. 4-': T = 2 2 ' C  

Dans l e  spect re  de PF-C -Ade, nous remarquons une dirr i inu- 
3 

t i o n  d ' i n t e n s i t é  a u  maximum d ' a b s o r p t i o n  (460 nm) ,  a i n s i  q u ' u n  ef fe t  

bathochrome de 2,5 nm. 

Ces spectres sont directement cornparab les à ceux décr i t s  

p a r  G. WEILL et M. CALVIN (F ig .  8  page 9 ) l o r s  de l e u r  étude d ' i n -  

te rca la t i on  de l a  p r o f l a v i n e  dans l 'ADN ( 1 8 )  : même déplacement v e r s  

les grandes longueurs d 'onde  et hypochromic i té  d u  même o rd re  ; c e l a  

montre q u ' i l  s ' a g i t  d'un phénomène de même n a t u r e .  

Nous avons mesuré l ' e f fe t  hypochrome de PF-C3 -Ade Q -- 
p a r  r a p p o r t  à PF-C2 1 2  en t re  520 et 3 2 0  nm, domaine où Ade-Ca - 
n 'absorbe p a s  : 



Le t a b l e a u  2 i nd ique  les v a l e u r s  de H '70 mesurées dans 

d i f f é ren ts  domaines d '  absorp t ion .  

Domaine 
d t  abso rp t i on  520-320 520-360 
(nm)  

Tableau 2 : &cf& hpchnome (PT-C3-Au!e)rlLivant le domauLe 

de loni~ueun d'ode 

Généralement, H % est mesuré pour  une seule t r a n s i r i o n  

é lec t ron ique ; nous avons cho is i  I  ' i n t e r v a l l e  520-360 nm de fasi,,-: 

à ob ten i r  une v a l e u r  p l u s  préc ise  ; les e r r e u r s  de mesure dans le  

domaine de f a i b l e  absorp t ion  360-320 nm in t rodu isen t  des v a r i a t i o n s  

importantes s u r  l a  force d ' o s c i l l a t e u r  calculée,  et donc une fo r te  

i nce r t i t ude  s u r  H %. 

Cette v a l e u r  de 11,7 % est d u  même o r d r e  de granaeui-  

que cel les présentées dans l e  tab leau  1 (page  65 f .  I I  s ' a g i t  b ien  

d ' u n  i nd i ce  d ' u n e  fo r te  i n te rac t i on  e n t r e  les deux chromophoreç : 

ma is  cette seule v a l e u r  n ' e s t  p a s  s u f f i s a n t e  pour  déterminer  I 'g ta t  

de I  l équ i  l i b r e  "forme ouver te  + forme r e p l  iée" d u  complexe. 

21 DEGRE D'EMPILEMENT. 

Pour déterminer  p a r  spectroscopie UV l a  cons- 

tan te  K de I ' & q u i  l i b r e  "forme ouver te  .$ forme repl iée" ,  i l  nous f a u t  

conna i t re  les ca rac té r i s t i ques  UV d u  complexe p u r  en ç o l ~ t t i o n .  I i 

f a u t  donc f a i r e  v a r i e r  u n  paramèt re  q u i  a g i t  s u r  le  pourcentage 

de forme complexée. 



Dans ce b u t ,  et pou r  donner une s i g n i f i c a t i o n  à l a  v a l e u r  
* 

meme de HZ = 11,7 %, nous avons é t u d i é  l a  v a r i a t i o n  de I  ' e f fe t  hypo- 

chrome en fonc t ion  de l a  température en t re  O et 75OC ( F i g .  5 ) .  

k- 
LLJ 
LI- 
LA. 
W i 

t 
0 +- + +- .-+--+- +. , + + +-- -+- -+---y--. 1 
0 10 20 30 48 50 60 7 0 8Q 

TEMPERATURE ( O C )  

Nous voyons que l a  v a l e u r  de H % est constante 

j u s q u ' à  75OC, température l a  p l u s  élevée à laquel  le  nous pfiuvons 

t r a v a i l l e r  avec l e  mélange eau-éthanol 5 %. 

L i  i n t e r p r é t a t i o n  l a  p l u s  p r o b a b l e  de cette s t a i i i  1 i té est 

que les i n te rac t i ons  sont tel lement fo r tes  q u ' e l l e s  ne sont p a s  pertur--- 

bées dans ces cond i t ions .  I I  semble donc que l e  complexe PF-C3 -Ade 

13 est à 100 % sous forme rep l i ée  dans  cet te gamme de température.  

Le  modèle Acr-C3 -Ade ( ~ i ~ .  12 page 15 ) a montré les 
A 

memes propr ié tés .  Celles-ci ont  été vé r i f i ées  p a r  une étude en RMN 

et p a r  c a l c u l  des v a l e u r s  théor iques de b l i n d a g e  des d i f f é r e n t s  pro-  

tons s u i v a n t  les constantes d ' é c r a n  de I ' adén ine  et de 1 ' ac r id inc ,  . 
Ce r é s u l t a t  conf i rme b i e n  no t re  i n t e r p r é t a t i o n  ( 2 3 ) .  



Nous avons b i e n  obtenu les c a r a c t é r i s t i q u e s  UV d u  com- 

p l e x e  p u r  en so lu t ion .  M a i s  pou r  déterminer  les v a l e u r s  d ' é n e r g i e  

d '  i n te rac t i on ,  i l  f a u t  observer  ,une v a r i a t i o n  d u  pourcentage de com- 
t 

p l e x e  avec l a  température,  comme le  montre l a  f i g u r e  6 p o u r  le  modèle 

Pso-C -Ade ( F i g .  12 page 15.) (33)  : 
4 

TEMPERATURE OC 

FG. 6 : V a x i d o n  de I1e&&.t hypochnome du modèle Pm-C' -Ade 

en fond ion  de  h femp&aAu/Le 

La v a l e u r  de K est obtenue p a r  l a  r e l a t i o n  s u i v a n t e  

K = 
H %  - H %  

ma x 

et permet d 'accèder  a u x  paramèt res  thermodynamiques AH0 et 3 S o  

de I  ' é q u i  l i b r e  "forme ouve r te  forme rep l iéeu.  



Le modèle PF-C3 -Ade 13 ne mon t ran t  pas  de v a r i a t i o n s  - 
d ' e f f e t  hypochrome dans  ces cond i t ions ,  de t e l s  c a l c u l s  ne  sont p a s  

poss ib les .  

Toutefois,  nous pouvons en dédu i re  que les forces mises 

en j eu  sont extrêmement importantes.  

B. E T U D E  P A R  R M N  : 

Les spectres de KMN des p r o d u i t s  PF-C3 -Ade 13,  PF-C2 
-, .- - 

Q et Ade-C3 ne sont p a s  comparables d i rectement ,  à cause de l a  - 
format ion  poss ib le  d ' a g g r é g a t s  dans I 'eau.  I  I  est donc nécessaire 

de cons idérer  seulement les déplacements ch im ique  6 à d i l u t i o n  in f i -  

n ie .  

Nous avons t r a c 6  les courbes de 8 en fonc t i on  de l a  
- 1 

concen t ra t i on  ( e n t r e  8 . 1 0 - ~  et 5 . 1 0 ~ ~  moles. I  ) p o u r  PF-C3 -Ade 

Q et  PF-C 10 ( F i g .  7 ) .  L e  p r o d u i t  de référence Ade-C3 a été &tudi6 - 3 c- 
A 

précédemment dans les memes cond i t i ons  a u  l abo ra to i re .  

Fig. 7 : V&&on d a  dépLacm& cjùmiqu(-~ en foncXi-on. 

de la., c o n . c e n h d o n  



L a  p a r t i e  correspondant  a u x  p ro tons  aromat iques des 

spectres est représentée à l a  Sig. 8. 

PF-  

FA$. 8 : S p e c t z a  de  /W du. rnodde Pi -C -Me ek d a  deux p/rocluia% 
3 

d e  aéjkkence Pi-C2 et Ade-Cj 



Nous observons  u n e  m o d i f i c a t i o n  i m p o r t a n t e  d a n s  l e  spec- 

t r e  du m o d è l e  : 

- u n  déb l  i n d a g e  i m p o r t a n t  d u  p r o t o n  H2 d e  I  ' a d é n i n e  

( 0 ,60  ppni  à d i l u t i o n  i n f i n i e )  

- les p r o t o n s  H l  e t  H 8  de  l a  p r o f l a v i n e  résonnent  

sous fo rme d e  deux  doub le t s  d i s t i n c t s ,  a i n s i  que  

les p r o t o n s  H e t  H  
2  7  * 

- l e  p r o t o n  H s u b i t  également  u n  b l i n d a g e  
4  

cons idé rab le .  

De façon  à t r a i t e r  q u a n t i t a t i v e m e n t  ces i n fo rma t i ons ,  

nous  avons  c a l c u l é  l e  AS p o u r  chaque  p r o t o n  : 

A 6  = 6  " 6 
r é fé rence  modèle 

e t  ces v a l e u r s  sont  repor tées  d a n s  l e  t a b l e a u  3. 

PF-C3 8,512 7,75 7,65 6,95 6,84 6,68 6,35 
2 

Ade-C - - - - - - - -. 8,12 8,05 

PF-C -Ade 
3  

8,46 7,71 7,46 6,93 6,53 6,65 5,77 7,52 8,04 

A 6  ( p p n )  0 ,06  0 , 0 4  0,19 0 , 0 2  L 0 3 1  0 ,03  0,58 0 ,60  0,01 

L e s  êfépiacements ch im iques  v e r s  e s  h a u t s  champs 

sont  d o s  à I ' a n i s o t r o p i e  d i a m a g n é t i q u e  créée p a r  un système 

a r o m a t i q u e  p a r  r a p p o r t  à l ' a u t r e  : c ' e s t  l e  c a s  des  p r o t o n s  

H ,, H e t  H  de  l a  p r o f l a v i n e ,  e t  du p r o t o n  H 2  d e  l ' a d é n i n e .  
2 4 

Les  v a l e u r s  é levées d e  ces A6 sont  c a r a c t é r i s t i q u e s  de 

forces d 'emp i  Ieinent t r è s  impo r tan tes .  On remarque  d '  a u t r e  p a r t  q i je  



l es  s i g n a u x  co r respondan t  à l a  c h a i n e  t r i m é t h y l é n i q u e  forment  des  

mass i f s  ma l  r éso lus ,  s i g n e  q u e  les p r o t o n s  p o r t é s  p a r  u n  même c a r -  

bone n e  sont p l u s  magnét iquement  é q u i v a l e n t s .  Cet e f fe t  est  d û  à 

u n e  d i m i n u t i o n  des degrés d e  l i b e r t é  d e  l a  c h a i n e ,  ce q u i  s i g n i f i e  

q u e  l e  complexe i n t r a m o l é c u l a i r e  est  r e l a t i v e m e n t  f i g é .  

Les c o u r a n t s  d c  c y c l e  c a l c u l é s  p o u r  les  bases nucl6iquc:ç 

p a r  G. GIESSNER-.PRETTRE e t  0 .  PULLMANN o n t  permet d ' o b t e n i r  l a  

c o u r b e  d ' iso-écran de  I ' a d é n i n e  r-eprésentée c i - con t re  ( 6 1  ) : 

En t e n a n t  compte des c o n t r a i n t e s  imposées p a r  la 

c h a i n e  ( 3  c a r b o n e s )  e t  des A 6  m e s ~ i r é s  p o u r  le? proton.; 

Hl+ d e  l a  p r o f l a v i n e ,  nous  pouvons  p ropose r  l a  géomd'tr i r  

r le  complexe PF-C -Ade 1s : 
3 - 



\-.a corn!2ùircison en t re  les Afi  mcscirés el les AS déterminés 

d ' après les ro i~ t -hes  d i  iso-écran r ior i t re  que ce l te  c;onforrnation est l a  

p l u s  pr-obabie, 

l-iiç :-&su l t a i s  ~ b l e n u ç  pat- ce t te  technique conf  Ïi-ri-lent b ien 

l a  forrni- repliGe ci!-.i tr,od?:ie posrui!5c ciores les rne_si i r t .s  r?ftt:.ti.~6es p.:.- 

c;pectroscopie d' aia;;crpt ion, civctc r,ine géonétr-.ie t r&s  pi-mch- rie cc?! li. 

observée poor  ia pi-of i a v i n e  i n lo rca l ke  dans 1 'ADN.  

A 

NOLIS z\~o!-\i, ::iSrt:tiié les niernec; rme~;:;tir(ii j?f i i : r '  :.r. 

dans des coiicli t i ons   semblable^ ;iux ~ r é c é d e n t e s .  

- ?. 

I-c? d i f fé rence e n t r e  ie  spec t re  de PF-C., - I h y  :; . 

et  le  p r o d u i t  cle r&f6rcnce PF-C 10 est moins i r n p o r t a ~ t e  c i - :en ç~iir-/ 3 2 z-. 
adénine ( F i g .  9;ba 

On remarque i-ine dirninut ior? du  co?fi;~j~::'" c-jie:<-- 

t i n c t i o n  rnolaire ail rnaxini i lm d'absor.p!ion: n:ci.; ! 1  i - i f \ ~  3 pa-; d ' e t f - t  

bathochrome notable dan:; ce \=ai, 

e rés i l  1 tat concor.!?e a\iic tol i tes 1 F E  .,/;? ',:-.i :;.; ch.- 

. g l a  l i t r t r  concet-nant les dif-féi-ents ïnod&les eii & r i e  ti-1 ' 

les analogcies de nuc léo t ides  pyr-iïniciinc: i, - pyt- i rn ic i i~ce~ corr,c~.<2 
'-r 3 

T h y - C 3  -Thy  (Zr{.), a i n s i  que les I n t c r c a l a i ~ t  -Cn-.Thv (23t27,29,30,C12: 
.- . . ,  . 3 3 )  montrent  Lin ef fe t  I-~ypoci-irome rrioins i i ~ i p ~ ) r t s r \ t  o , c : ' c ~  set-\!? . : l ~ ~ : ? : : ? ~ :  

( t a b l e a u  4 ) .  



PF-C -Thy 
3 6 , 8  % PF-C -Ade 1 



Cette di f férence dans les va leurs  de H % peut e t re  a t t r i buée  

au  f a i t  que l a  thymine ne possède q u ' u n  f a i b l e  caractère aromatique, 

crééant des per turbat ions moins importantes dans le  spectre d 'absorp- 

t ion de l a  p ro f lav ine .  

Sur l a  base de ces résu l ta ts ,  nous pouvons conclure q u '  i l  

existe b i en  des in teract ions importantes ent re  les chromophores du  

modèle PF-C3-Thy 15, de na tu re  analogue à cel les q u i  sont observées 

dans l ' A D N .  

2 ;  FORCE DES INTERACTIONS. 

Selon l a  même démarche que pour le  modèle PF-C Ade 13, 
3- 

nous avons su iv i  i ' é vo lu t i on  de H % en fonction de l a  température, 

a f i n  d 'essayer de quan t i f i e r  les forces mises en jeu lors de ces 

in teract ions (Fig.  IO!. 

i 
0+-- + +- - + - + +- -+ - . + -  ..+ ---- +- t -+---"t- +- -t -*- .l 

!3 1kl 20 38 40 SB 60 70 80 
TEMPERATURE (OC) 



Le  r é s u l t a t  obtenu est i na t tendu  : l ' e f f e t  hypochrome obser- 

vé  est constant  j u s q u ' à  75OC, comme p o u r  le  composé PF-C -Ade 13. 
3 

I I  semble donc que les i n te rac t i ons  en t re  l a  p r o f l a v i n e  

et l a  thymine pers is ten t  d a n s  l ' e a u  quel  que so i t  le domaine de tern- 

pé ra tu re ,  et donc que ce modèle so i t  entièrement sous forme complexée. 

Les au t res  modèles 1. n tercalant-Cn-Thy préparés  dans no t re  

l a b o r a t o i r e  ( F i g .  12 , page 15 ) montrent tous une décroissance de H % 
q u a n d  l a  température augmente ; parm i  ceux-ci ,  seul Acr-C3 -Thy 

v o i t  son degré de repl iement  d im inuer  t rès lentement d a n s  ces condi-  

t ions.  

Les forces mises en jeu  dans l e  complexe PF-C3 -Thy 15 - 
semblent ê t re  supér ieures  à ce1 les de tous les au t res  modèles é tud iés  

a u  labo ra to i re .  

B. ETUDES P A R  RMN : 

DF. façon à conf i rmer  les mesures effectuées en spec- 

t roscopie d ' a b s o r p t i o n ,  nous avons mené l a  meme étude que pour  l e  

modèle PF-C 3-Ade 13. - Les spectres de RMN de PF-C3 -Thy 15 e t  des - 
deux p r o d u i t s  de  référence sont représentés à l a  f  i g  . 11 . 

A p r i o r i ,  aucun e f fe t  n ' e s t  a t tendu  s u r  l e  noyau  

p r o f l a v i n e  même s i  l 'empi lement  est de 100 %, c a r  l ' e f f e t  de cou ran t  

de c y c l e  de l a  thymine est t r è s  peu impor tant .  L ' é t u d e  de l ' i n t e r a c t i o n  

ne  peu t  donc se f a i r e  q u ' e n  observant  les s i g n a u x  correspondant  

a u  p r o t o n  H6, et a u  groupement méthyle en pos i t i on  5 de l a  thymine. 

Nous avons ex t rapo lé  les v a l e u r s  de 6 à d i l u t i o n  

i n f i n i e ,  en opérant  à des concent ra t ions  v a r i a n t  e n t r e  3.10-~ à 
-5 - 1 

4.10 moles.1 Ces v a l e u r s  sont reportées dans  le  tab leau  5. 



Ri; S 
1, 3 L I L L E  



Tableau 5 : V d u d  d a  6 à c!À.lu*iun .&.fuie p o u  Pr-Cj - T b  

On remarque deux v a l e u r s  s i g n i f i c a t i v e s  de A 6  : l e  p ro ton  

H 6  et ie  groupement méthy le  en pos i t i on  5 de l a  thymine subissent  u n  

b l i n d a g e  de O , f O  et 0,29 ppm respect ivement.  I I  s ' a g i t  b i e n  d ' u n  

i n d i c e  de foi-te i n t e r a c t i o n  en t re  les deux n o y a u x :  dans  l e  modèle 

Acr-C -THY ( F i g .  12 page 1 5 ) ,  les A 6  correspoi-idants sont de  0 ,40  et 
3 

0 , 4 4  ppm dans  l a  forme rep l i ée .  

Les i n fo rma t ions  fou rn ies  p a r  l ' é t u d e  en RMN de ce modèle 

ne  permettent pas  d 'accèder  à l a  géométr ie d u  complexe, c a r  nous n e  

disposons que de deux  sondes ca rac té r i s t i ques  : l e  p ro ton  Hg et l e  

groupement méthyle de  l a  thymine.  

Noc~s pouvons toutefo is  conc lu re  q u ' i l  ex i s te  b i e n  des in- 

tel-actions fo r tes  e n t r e  l a  p r o f l a v i n e  et l a  thymine,  ce q u i  conf i rme 

les r é s u l t a t s  de I ' k t u d e  f a i t e  en spectroscopie UV. 

IV. ETUDE DE L A  NATURE DES INTERACTIONS, 

Les d e u x  sy s t  &mes PF-C -Ade 13 et PF-C -Thy 15 sont 3 - 3 - 
sous forme complexée à 100 % dans  l ' e a u  q u e l l e  que  soi t  l a  tempé 

r a t u r e .  



A f i n  de déterminer  l a  n a t u r e  des forces q u i  favor isent  

ces t rès  fo r tes  in terac t ions ,  nous avons mesuré I 'e f fe t  d ' un so lvan t  

o rgan ique  s u r  ces complexes. 

Nous avons cho is i  I  ' é thano l ,  t ransparen t  j u s q u '  à 230nm 

en UV, et permettant  de t r a v a i l l e r  dans des mélanges eau-éthanol 

de composi t ion v â r i  ab  le. D ' a u t r e  p a r t ,  nous pour rons comparer les 

rSsuI tats obtenus avec ceux des au t res  modèles é tud iés  dans les 

mêmes cond i t i ons  a u  labora to i re .  

T r a v a i  l  l  a n t  en so lu t ion  taniponnée dans les mélanges, 

l a  q u a n t i t é  d ' a c i d e  acét ique (ou d 'acé ta te  de sodium selon l ' é t a t  

d u  p r o d u i t )  nécesaire à l a  pro tonat ion  d u  noyau a c r i d i n e  a été ra jou tée 

à chaque so lu t ion  dans  l ' é t h a n o l  p u r .  

A .  I N F L U E N C E  DU SOLVANT SUR L E  SPECTRE D ' A B S O R P T I O N  

DU P R O D U I T  DE REFERENCE P F - C 2  1 3  : - 

L-a f i g u r e  12 rnontre les spectres de ce p r o d u i t  obtenus 

à 5 % et 100 % d ' é t h a n o l ,  

On remarque u n  t rès impor tant  ef fet  de so l van t  : l e  
-1 - 1 

coef f ic ient  d ' e x t i n c t i o n  mola i re  passe de 44700 à 62500 1 .  mole cm 

dans I  ' é thano l  p u r ,  avec un déplacement de 10 nm vers  les grandes 

longueurs d 'onde.  

Pour déterminer  1 ' e f f e t  hypochrome, i l  nous f a u d r a  

donc c a l c u l e r  les forces d ' o s c i l l a t e u r  des deux modèles PF-C3 -Ade 

13 - et PF-C3 -Thy 15 dans les mêmes cond i t ions  que le  p r o d u i t  de réfé- - 7 

rente à chaque pourcentage d16ti- ianol.  



LONGUEUR D'ONDE nrn 

4 .  12 : Specixe UV de PF-C2 -- 
5 % et IW % éthanol c = 1 , 6 .  I O - ~ ~ . L , . . L - $ Î =  2 2 0 ~  

B .  E T U D E  DU M O D E L E  PF-C3-Ade : - 

Les var ia t ions  de forces d 'osc i  I la teur  du p rodu i t  

de référence et d u  modèle PF-C -Ade 1 3  en fonction d u  pourcentage 
3 - 

d'éthanol  sont représentées à l a  f i g .  13, a i ns i  que les effets hypo- 

chromes correspondants. 
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Un observe  une  décroissance r a p i d e  de  H % q u a n d  l a  

teneur en éthanol  augmente. 

Dans l ' é t h a n o l  p u r ,  l ' e f f e t  hypochrome est v o i s i n  de O%, 

ce q u i  s i g n i f i e  que  les i n te rac t i ons  en t re  les deux noyaux  ont  p resque 

ent ièrement d i s p a r u ,  donc que l e  modèle est essent iel  lement sous forme 

ouve r te  : 

Les spectres de d i f fé rence de coef f i c ien ts  d ' e x t i n c t i o n  

- E mola i re  AE en t re  l e  p r o d u i t  de référence et l e  modèle ( E  FF-C2 PF-C3-Ade 1 
i l  l u s t r e n t  b ien  ce changement de conformat ion ( F i g .  14).  



Dans I  ' é thano l  p u r ,  ie  A E  est tou jours  i n f é r i e u r  à 
-1 -1 

2000 1 .  mole cm ; l a  d i f fé rence dans l e  domaine 460-360 nm, impor-  

t a n t e  à 5 % d ' é t h a n o l  e t  r e n d a n t  essent iel lement compte de l a  v a l e u r  de 

H % = 11,7 %, est q u a s i  n u l l e  à 100 O/o de ce so l van t .  

L a  décroissance de I ' e f fe t  hypochrome en mi 1 i eu  o r g a n i q u e  

est en f a v e u r  d ' u n e  n a t u r e  essent iel lement "hydvophobe" des i n te rac -  

t i o n s  mises en jeu. Ces r é s u l t a t s  sont en accord  avec ceux obtenus 

en s i r i e  amirio-4 qu ino !é ine  (29, 3 0 ) ,  amino-9 a c r i d i n e  (23) et psora-  

Iène (32, 33) .  

Nous pouvons en dédu i re  que  l a  forme rep l i ée  de PF-C3-Ade 

13 -- dans  l ' e a u  est dûe  à des i n te rac t i ons  "pro f lav ine-adén ine"  p l u s  - 
favorab les ,  s u r  l e  p l a n  énergét ique,  que "pro f  Iav ine-eau" et 

"aden i ne-eau" . 

C. E T U D E  DU M O D E L E  PF-C3-Thy 15 - : - 

Nous avons opéré dans les mêmes cond i t i ons  que p o u r  

PF-C -Ade 13 en pourcentage v a r i a b l e  d ' é t h a n o l .  
3 - -. 

Mais dans  ce cas, les courbes de force d ' o s c i l l a t e u r  

d u  p r o d u i t  de référence PF-C 10 et d u  modèle PF-C3 -Thy sont 
2 = - 

p a r a l l è l e s  q u a n d  l a  teneur en éthanol  v a r i e  : I ' e f f e t  hypochrome r e s u l -  

t a n t  est donc constant  s u r  tou te  l a  gamme, a u x  e r r e u r s  expér imenta les  

p r é s  ( F i g .  15) .  

Ce r é s u l t a t  est s u r p r e n a n t ,  dans  l a  mesure où  les 

bases p y r i m i d i q u e s  sont  connues pou r  me t t re  en jeu  des forces d ' i n -  

t e rac t i on  moins impor tan tes  que  les bases p u r i q u e s .  Les d i f f é r e n t s  

modèles In te rca lan t  -Cn-Thy é tud iés  a u  l a b o r a t o i r e  ( F i g .  12 page 15 ) 

montrent  d a n s  tous les cas  : 

- Une décro issance impor tan te  de H O/o q u a n d  

le  pourcentage d ' é t h a n o l  augmente. 
I 

- Un f a i b l e  e f fe t  hypochrome dans l ' é t h a n o l  

p u r ,  donc une  f a i b l e  p ropo r t i on  de forme 

complexée (23,29,32) ; p a r  exemple , Pso-C- de 
3 

1-1 $0 = 1 ,5  x. 



I I  en es t  d e  même p o u r  l e  modèle Thy-C3-Thy,  ana logue  

d e  d i n u c l é o t i d e  (24) .  

Cette p r o p r i é t é  p a r t i c u l i è r e  d u  modèle PF-C3-Thy ne - 
nous pe rme t  p a s  de c o n c l u r e  s u r  l a  n a t u r e  des i n t e r a c t i o n s  mises 

e n  j eu  d a n s  l e  complexe, comme nous l ' a v o n s  f a i t  p o u r  l e  composé 

PF-C3-Ade i3, un te l  phénomène n ' a y a n t  j a m a i s  été observé  - - 
a u p a r a v a n t .  

4.5&_. -+-- t- - - - t -  t--t-f-1 
a 0 20 30 40 58 60 70 80 90 180 

POURCENTAGE C '  ETUAhOL 

0 l 
I 1 I I l I 1 1 

0 
i -1 

i a  20 38 48 sm 60 78 80 98 108 

POUACEEITAGE D' ETHANOL 



I L  o s  ~ x o n t r é  gcie les  rnodgles PF-C3 -Ade 13 et - 
PF-C - T h y  12 exisri . r i t  à 100 70 sous fo rme cornpicxée dans  l ' e a u .  

3 

En spec t roçcop ie  [IV, les  v a  l e i j r s  d ' e f f e t  hypochrome ob- 

tenues sont  comparab les  a u x  r é s u i  t a i s  d é c r i t s  d a n s  d ' a u t r e s  sér ies.  

L e  tnislctrc, 6 rasse:nblc les va leurs  de H % mesusées pour- les p r o d u i t s  

p r6çcn t6s  3 i a  F ig .  16 d a n s  d i f f é r e n t e s  cond i t ons .  

Q-C -Thy  
3 

Pr=-C -Ade  3 

PF-C - - i i i y  3 

eau ét i l a n  0 1  

:!-j"c 70°C 100% Ref. 

16,5 - O ( 2 4 )  

7 - - 1,5 ( 2 4 )  

25,5 17 O (26 ,291  



Q-C - A d c  
3 



L ' é t u d e  p a r  RMN des modèles PF-C3 -Ade .13 - et  PF-C -Thy  - 3 
i-3 c o n f i r m e  les r é s i ~ l t a t s  observés  en  UV, e t  f o u r n i t  des  i n f o r m a t i o n s  - 
s u r  l a  géométr ie  du complexe, p a r t i c u l i è r e m e n t ,  d a n s  i e  cas  d e  

PF-C3-Ade E. - 

Les d i f f é r e n c e s  d e  déplacement  c h i m i q u e  ( A 6  ) mesurées 

p o u r  les  modèles p a r  r a p p o r t  a u x  p r o d u i t s  d e  ré fé rence  (PF-C 3  =y 2 

Ade-C3 e t  Thy-C ) sont comparab les  à ce l l es  obtenues d a n s  l ' é t u d e  
3 

des modt5les en s é r i e  amino-4 q u i n o l é i n e  e t  amino-9 a c r i d i n e  

( T a b l e a u  7 ) .  

Q-C -Ade 
3  

Acr.-C -Ade 3 

PF-C3-Ade 

A-6 ( P P ~ )  

Aden  i ne  
-. -----.A-." 

1 T h y m i n e  I ~ e f .  

P o u r  l e  modèle PF-C3 -Ade u, les  mesures ef fectuées con-  - 
dci isent a u x  c a r a c t é r i s t i q u e s  s u i v a n t e s  : 

_ 

Acr-C3-Th y  

PF-C -Thy 
3  

- Forme r e p l i é e  à 1 0 0  % d e  O à 75OC (H%'ol1,70/0) 

- D i s p a r i t i o n  des  i n t e r a c t i o n s  e n  p résence  d ' é t h a n o l  

- Les  spec t res  UV sont  d i rec tement  comparab les  à c e u x  

ob tenus  l o r s  des  é tudes  d '  i n t e r c a l a t i o n  de  l a  p r o f  l a v i n e  

d a n s  l 'ADN. 

- L a  géométr ie  du complexe est  t r è s  p r o c h e  de ce1 l e  

q u i  es t  d é c r i t e  p o u r  l a  p r o f l a v i n e  i n t e r c a l é e  clans 

I  'ADN. 

L e  modèle PF-C,-Thy 1S mon t re  des p r o p r i é t é s  p a r t i c u l i è r e s  
3 - 

e n  s o l v a n t  o r g a n i q u e ,  que  nous  n e  pouvons  p a s ,  ac tue l lement ,  i n t e r -  

p r é t e r .  M a i s  les é tudes  r é a l i s é e s  d a n s  l ' e a u  permet ten t  d e  cons ta te r  

23 

-- - - 

6 

0 , 4 0  

0 , l O  

,_ .---- 

0,44 "'-7 O, 23 



que ce  système possède les c a r a c t é r i s t i q u e s  su i van tes  : 

- Forrrie compléxée à 100 % de O à 75°C (H% = 6,8%)  

( sans  que I  ' o n  pu isse  en déterminer  l a  géométr ie).  

- Pers is tance des i n te rac t i ons  dans 1 ' é thano l  . 

E T U D E  P R E L I M I N A I R E  D E S  M O D E L E S  E N  P R E S E N C E  

D E  B A S E  C O M Y L F M E N T A I R E  

Les l i a i s o n s  hydrogène e n t r e  bases nuc lé iques  n ' o n t  j ama is  

p u  e t r e  observées dans I ' e a u  a u  n i v e a u  des bases elles-mêmes. E l l e s  

ont été observées dans des so l van ts  o rgan iques  comme le  DMSO, l e  

ch loroforme,  ou des mélanges DMSO-méthanol , en é t u d i a n t  p a r  RMN 

des so lu t i ons  concentrées de dé r i vés  des d i f f é ren tes  bases ( GE ) .  

D ' a u t r e  p a r t ,  les  i n te rac t i ons  d 'empi lement ,  de n a t u r e  

"hydrophobe",  d i spa ra i ssen t  en s o l v a n t  o rgan ique .  Cette p r o p r i é t é  

a été v é r i f i é e  p o u r  l e  modèle PF-C -Ade u. 
3 - 

S i  l ' o n  cons idère  ces modèles sous forme rep l i ée  d a n s  

I 'eau,  nous  pouvons e n v i s a g e r  q u '  i I s  servent  de "mat r ice"  suscep- 

t i b l e  de f i x e r  p a r  l i a i s o n  hydrogène l e u r  base  complémentaire. I I  

est poss ib le  q u ' u n  te l  phénomène oppara i sse  dans  I ' e a u  (au d a n s  

u n  s o l v a n t  a q u e u x ) ,  s i  l a  c o n t r i b u t i o n  des i n t e r a c t i o n s  hydrophobes 

ent re  l a  base complémentaire et l e  modèle PF-C -Base est suff isamment 
3 

grande.  



Nous avons r é a l  i sé  une étude pré1 i m i n a i  r e  en spectroscopie 

UV dans ce sens, d a n s  I  ' eau  tamponnée à pH = 5,5 contenant  2 % 
d 'é thano l  ( b i e n  que, a p r i o r i ,  s i  l a  constante d 'assoc ia t i on  de I ' é q u i -  

l i b r e  est f a i b l e ,  cette méthode so i t  peu sens ib le ) .  

Les so lu t ions  de chaque composé PF-C -Ade e t  
3 - 

PF-C -Thy 1 5  ont  été mélangées avec des so lu t ions  à d i f fé rentes  con- 
3 - 

cent ra t i ons  de Thy-C et Ade-C respect ivement. 
3 3' 

Les spectres de ces p répara t i ons  ont  été enreg is t rés  e n t r e  

360 e t  520 nm, où les BASE-C3 n 'abso rben t  pas ,  et comparés avec 

ceux d u  p r o d u i t  de référence PF-C2 12 dans les mêmes cond i t ions  

( F i g .  17 et 18 page 95 e t  96).  

Nous n 'observons pas  de d i f fé rence s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  

les deux sér ies de spectres : (modèle + Base-C ) et (PF-C + Base -C 1. 
3 2 3 

Un changement impor tant  est v i s i b l e  à des r a p p o r t s  élevés 

de Base-C Imodèle, pa r t i cu l i è remen t  l o r s q u ' o n  mélange PF-C -Thy 
3 3 - 

avec Ade-C . S. GEORGHIOU a déc r i t  des v a r i a t i o n s  semblables en 
3 

é t u d i a n t  les ef fets des nucléo t - i  d e s GMP (Guanosine monophosphate) 

e t  CMP (Cytos ine rnonophosphate) s u r  I  ' abso rp t i on  de l a  pro f  I  a v i  n e  

d a n s  le  même domaine de longueur  d 'onde.  Cet au teur  a t t r i b u e  l a  

: présence de p o i n t s  isobest iques à l a  fo rmat ion  de complexes spéci f iques 

p r o f  l av ine-nucléot  i d e  ( 2 ) .  Ma is  cet te méthode ne  permet pas  de détermi- 

n e r  l e  type de complexe formé. 

L '  appar iement  des bases n 'es t  p a s  e x c l u  p o u r  au tan t :  

l a  spectroscopie d ' a b s o r p t i o n  n 'est  pas  assez sens ib le  pour  détecter 

une  v a r i a t i o n  de I ' abso rp t i on  d ' u n  éventuel  complexe s i  I ' &qu i  I  i b r e  

pos tu lé  est fortement déplacé vers  l a  d issoc ia t ion  : 



I\.louç d e v r o n s  d o n c  f a i r e  u n e  é t u d e  p l u s  complSte  e n  u t i l i -  

s a n t  d ' a u t r e s  s o l v a n t s  ou m é l a n g e s  d e  s o l v a n t s ,  o f f r a n t  u n  compromis  

v i s - à - v i s  d e s  d e u x  t y p e s  d e  f o r c e s  m i s e s  e n  jeu : i n t e r a c t i o n s  

" h y d r o p h o b e s "  et l i ai s o n  h y d r o g h n e .  

Nous p o u r r o n s  é g a l e m e n t  u t i l i s e r  d ' a u t r e s  t e c h n i q u e s  p o u r  

t e n t e r  d e  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  u n e  é v e n t u e l l e  s é l e c t i v i t é  d ' u n  modè le  

p o u r  sa b a s e  c o m p l é m e n t a i r e .  

LONGUEUR D'ONDE en nm 

PF-C + Ade-C 
2 3 



PF-C -Thy + Ade-C 
3 3 

t -  
'X 
Li J 
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LONGUEUR D'ONDE en nm 

PF-C - A d e  + Thy-C 
3 3 

T G .  : 78 : V d a a 2 0 n  d a  4pectze-4 d1ub4o/tp;tion d a  modèAa 

PT-C -/hg 75 eA P L C  Ade 13 en pêÀence de bme comp4&&&e 
3 - --- 3-- .-- - 



E T U D E  P R E L I M I N A I R E  DU M O D E L E  Ade-Cg-PF-Cg-Thy 

Nous nous sommes l im i t és ,  j u s q u ' 2  p résent ,  à une  é tude  

p r é l i m i n a i r e  p a r  RMN d u  d o ~ l b l e  modble Ade-C -PF-C -Thy 22. 
3 3 - -- 

Compte tenu  des p r o p r i é t é s  des modèles s imp les  PF-C -Ade 
3 

13 et PF-C -Thy 15, i l  est tou t  à f a i t  p r o b a b l e  que  ce composé adop te  - 3 - -  

u n e  con format  ion  i-epl iée, les deun bases  complémenta i res p o u v a n t  ê t r e  

appa r i ées .  

L e  f a i b l e  s o l u b i l i t é  de - 22 n e  nous a p a s  p e r m i s  d ' o b t e n i r  - 
suf f i samment  de données p o u r  e x t r a p o l e r  avec p r é c i  s i on  les déplacements 

ch im iques  à d i  l u  t i o n  i n f i n i e ,  ina is  nous  pouvons  cependant  comparer  

de  façon q u a l i t a t i v e  les spec t res  de ce  doub les  modèle à c e u x  des p r o -  

d u i t s  de ré fé rence  C -PF-C 3 à des concen t ra t i ons  comparab les  (F ig.15) .  
3  3 .Zr 

Le t a b l e a u  8 montr-e les v a l e u r s  des déplacements ch im iques  

p o u r  c h a q u e  p ro ton ,  à des c o n c e n t r a t  i o n s  comparab les  ( 3 .10 -4 moles. l-' ! 

en  PF-C -Thy  15, PF-C -Ade 13, Ade-C -PF-C3-Thy SS et C3-PF-C 3 3 - - 3 -- 3 - - 3 L' -- 

1 H7 '+2 '-'4 H2 (A )H8(A )H6(T )  CH3(T) 

PF-C T h y  
3 - 8,46 7,67 7,57 6,85 6,70 6,56 6 , 2 0  7,26 1,43 

PF-C -Ade 8,3S 7,62 7,37 8,86 6,51 6,45 5,61 7,51 8,OO 



1 

Ade- C3-PT-ê3-ThY H~ Hz(n) 
i-4 LA) W * H, 



Dans le  tab leau  9, nous i nd iquons  les  d i f fé rences de 

déplacements c h i m i c l ~ ~ e s  A 6  observSes pou r  les pro tons  d u  doub le  modèle: 

a i n s i  que les  valeui-ç de A6 obtenues précédemment : 

-A6 ( P F - c 3 - ~ d e ) ,  pal- r a p p o r t  à PF-C 3 et Ade-C 
3 = 3 (page 7 6 )  

-A6 ( P F - C ~ - T ~ ~ ) ,  psi- r a p p o r t  à PF-C 3 et Thy-C3 
3 = ( p a g e  83) 

A b :  PF-C -Thy -0 ,OLi  --F,01 -0,Ol 0,05 0,10 -0,OS -0,04 - - 
3 

0,lO 0.29 -- 

Pi--;: - -,Li-ia 13, PF-C Th& 15 et Ade-C -PF-C3 -Th9 -22 
3 -- 3- - -- 3 

NOTE : Pour fac i  1 i t e r  les comparaisons,  l a  numérotat ion du c y c l e  

a c r i d i n e  du modèle PF-C -Thy 15 a été  inversée.  
3 - 

4 CH, I 
i 



Les v a l e u r s  de A6 (Ade-C -PF-C -Thy )  sont tout  à f a i t  com- 3 3 
p a r a b l e s  à cel les observées pour  chaque modèle simple. Pa r  exemple, 

tous les protons de I  ' a c r i  d i ne  sont déplacés de façon remarquablement 

i den t ique  dans le doub le  modèle et dans l e  composé PF-C -Ade 13. 
3 -- 

En résumé, on re t rouve  b i e n  l a  même in f luence de l a  p r o x i -  

m i té  de l a  p r o f l a v i n e  s u r  l ' a d é n i n e  et l a  thymine.  L a  seule d i f f é rence  

sens ib le  est notée p o u r  les protons H7 de l a  p r o f l a v i n e  ( A6- 0,20 ppm) 

e t  H d e  l ' a d é n i n e  ( A6=0,21 ppm dans le  doub le  modèle, à comparer  
8 

à 0,01 ppm dans l e  modèle s imple  PF-C3-Ade 12). -. 

L a  géométr ie d u  complexe t e r n a i r e  r é u n i t  donc ce1 l e  des 

deux modèles simples PF-C -Ade 13 et PF-Cj-Thy z. 
3 -- - - 

Nous pouvons env isager  a u  moins deux types de conformations ( a )  et 

( b )  de l a  forme complexée : 

Le seul élément q u i  s e r a i t  en f a v e u r  d ' u n e  forme ( b )  est 

d o n n i  p a r  les v a l e u r s  d u  b l i n d a g e  des deux protons H7 ( p r o f l a v i n e )  

e t  H (adén ine )  ment ionnées précédemmen t  : 
8 

H 7  : A 6 = 0 , 2 0  ppm 

H $A)  : A6 = 0,21 ppm 

L 'examen des modèles mol6cu la i res  montre que l ' appar iemen t  

des deux bases p a r  l i a i s o n s  hydrogène est poss ib le  s i  : 

+ L ' a d é n i n e  recouv re  ent ièrement l a  p r o f i a v i n e  (donc le  H8 ( A )  

sub i t  un ef fet  de  courant  de c y c l e  p l u s  impor tan t ) .  

+ L a  thymine  recouvre  une p l u s  p e t i t e  sur face de l a  p r o f l a v i n e  : 

le  groupement méthy le  en pos i t i on  5 s u b i t  en ef fet  ou b l i n -  

dage moins marqué (0,19 p o u r  0,29 ppm dans  le  modèle 



-101- 

wPF-C3,Thy 15) ,  et l a  doub le  l i a i s o n  5-6 de la thymine se - - - 
trouve j u s t e  au-dessus du pro ton 7 de l a  p r û f t a v i n e ,  q u i  

montre u n  nouveau b l i n d a g e  d e  0,20 ppm. 

Ces premiers  résu  I t a t s  sont t rès encourageants,  dans l e  

mesure où nous observons une forme de complexe t e r n a i r e  e n t r e  l a  pro-  

f l a v i n e  e t  l e  couple d e  bases. Une étude complémentaire se ra  nécessaire 

p o u r  dé terminer  exactement l a  géométrie d u  modèle, en u t  i l i sant  des 

moyens d '  i nves t i ga t i ons  p l u s  sophist iqués.  



C O N C L U S  I O N  

-.-.-.-.-:-:-:-:-:- . . . . 



Nous avons synthét isé ,  p u i s  é tud ié  s u r  l e  p l a n  conformation- 

ne1 u n  c e r t a i n  nombre de modèles d u  complexe d ' i n t e r c a l a t i o n  de l a  

p r o f  l a v i n e  dans I  'ADN. 

Au cours  de l a  p r é p a r a t i o n  de ces p rodu i t s ,  nous avons 

mis en évidence une r s a c t i v i t é  p a r t i c u l i è r e  des pos i t ions  4 et 5 d u  noyau 

a c r i d i n e ,  q u i  sont l e  siège d ' u n e  réac t i on  f a c i l e  d 'échange.  Des t r a v a u x  

u l t é r i e u r s  seront nécessaires p o u r  exp lo i te r  cette r é a c t i v i t é .  

De I  ' é tude  physico-chimique des modèles , nous pouvons 

t i r e r  u n  c e r t a i n  nombre de concius ions,  quan t  à l a  méthodologie 

s u i v i e  dans  ce t r a v a i l  : 

- Sur les techniques spectroscopiques u t i l i sées .  

- Sur l a  v a l i d i t é  de l a  modè l isa t ion  de ce type de 

phénomene. 

- Sur les r (?sul tats obtenus p a r  l a  mesure des in te rac t i ons .  

* L a  spectroscopie d ' a b s o r p t i o n  UV  nous a permis de mett re 

en évidence une complexat ion in t ramolécu l a i  r e  dans les modèles p a r  les 

mesures d ' e f f e t  hypochrome, et ce la  en opérant  à f a i b l e  concent ra t ion .  

Cette méthode est donc d ' u n e  grande s e n s i b i l i t é  et d ' u n e  préc is ion  i n a t -  

tendue p o u r  I  ' obse rva t ion  de ce genre d '  i n te rac t i ons .  

Ces r é s u l t a t s  sont conf irmés p a r  l ' é t u d e  p a r  RMN, q u i  nous 

donne accès à la  géométrie des complexes. A ce n i veaa ,  les deux techni-  



ques UV e t  RMN sont b i e n  complémentaires. 

L ' é t u d e  de  l a  v a r i a t i o n  de I  ' e f f e t  hypochrome en fonc t ion  

de  l a  température permet d ' o b t e n i r  des in fo rmat  ions  q u a n t i t a t i v e  s u r  

l e  degré  de  repl iement  des modèles, et p a r  conséquent s u r  l a  pu issance 

des i n t e r a c t i o n s  mises en jeu.  

En  out re ,  cet te approche donne des r é s u l t a t s  nouveaux e t  

p r é c i s  s u r  ce t te  p r o p r i é t é  tou jou rs  mal connue q u ' e s t  I  ' e f f e t  hypochrome. 

L a  démarche s u i v i e  permet d ' o b t e n i r  l a  g r a n d e u r  de l ' e f f e t  

hypochrome H % p o u r  deux chromophores e x i s t a n t  à 100 % à l ' é t a t  de 

complexe d 'empi lement ,  selon une géométrie bie'n dé f i n ie ,  et déterminée 

p a r  RMN. 

* L ' u t i l i s a t i o n  de modèles I n t e r c a l a n t - l n - B a s e  s 'es t  r6vélée e t E  

t r è s  u t i l e  --- p o u r  é t u d i e r  spécif iquement les i n te rac t i ons  d 'empi lement  e n t r e  

u n  i n t e r c a l a n t  et une base nuc lé ique.  On é v i t e  a i n s i  tous les problèmes 

inhé ren ts  à l a  présence d '  i n te rac t i ons  " in termolécu lai res"  : format i on  

d ' a g r é g a t s ,  de complexes m u l t i p l e s  sans géométrie d é f i n i e ,  etc . . .  

De p l u s ,  une t e l l e  modé l isa t ion  r e n d  poss ib le  I ' é tude des 

i n te rac t i ons  dans  des cond i t i ons  chois ies à volonté : so l van t ,  température 

pH ..., ce q u i  permet de p r é c i s e r  l a  n a t u r e  des i n te rac t i ons  mises en 

jeu .  Cette approche est  évidemment imposs ib le  l o r s q u  ' on  examine l a  com- 

p l e x a t i o n  d ' u n e  substance avec un ac ide  nuc lé ique.  

* E n f i n ,  les r é s u l t a t s  obtenus nous permet tent  de fo rmuler  

Ees conc lus ions  su i van tes  : 

- Les forces mises en  jeu dans  l e  forme complexée des modèles 

sont t rès  pu i ssan tes  : cet te forme pe rs i s te  à 100 0/, j u s q u ' a u  

75OC. 

- Les i n te rac t i ons  p r o f  l  av ine-adén i ne d i spa ra i ssen t  en présence 

de so l van t  o r g a n i q u e  : l e u r  n a t u r e  est donc de ca rac tè re  



"hydrophobe". L a  s t a b i l i t é  de l a  forme complexée dans I  ' e a u  

représente u n  r é s u l t a t  o r i g i n a l  s u r  l a  t rès  fo r te  é n e r g i e  

de  ce t y p e  d '  i n te rac t i ons ,  généralement classées dans  les 

" l i a i sons  d e  f a i b l e  énergie".  

. P a r  comparaison avec les mesures effectuées s u r  1 'ADN en 

présence de  p r o f  I  a v  i ne, les modèles é tud i  és rep rodu isen t  

b i e n  le  phénomène d '  i n t e r c a l a t i o n  : les e f fe ts  hypochrome 

et bathochrome sont b ien  dûs  à I  'empi lement des chromopho- 

res  . Cela j u s t i f i e  I  ' u t i l i s a t i o n  des techniques UV p o u r  

I  'é tude de I  ' i n t e r c a l a t i o n  d ' u n e  substance dans I  'ADN. 

. Les i n t e r a c t i o n s  a t t r a c t i v e s  e x i s t a n t  en t re  l a  p r o f l a v i n e  

e t  les bases nuc lé iques  sont beaucoup p l  us pu issantes  que l  les 

ex i s tan t  e n t r e  les bases e l  les-mêmes. Les modèles PF-C -Base 
3 

sont r e p l  iés  à 1 100 % dans I  ' eau  s u r  toute l a  gamine de 

température,  a  l o r s  que les modèles Base-C -Base montrent  
3  

u n e  décro issance d u  degré de rep l iement  q u a n d  l a  tempé- 

r a t u r e  augmente ( 3 0 ) .  

. Sur le  p l a n  thermodynamique,  on comprend pourquo i  I  ' i n t e r -  

c a l a n t  d é t r u i t  I  ' é d i f i c e  r é g u l i e r  de I  'ADN pour  v e n i r  s '  insé-  

r e r  en t re  d e u x  p l a t e a u x  d e  bases : les i n te rac t i ons  " p r o f l a -  

vine-base" q u i  en résu l ten t  sont p l u s  élevées que les 

i n te rac t i ons  "base-base" i n i t i a l e s .  

. La cornplexat ion mesurée dans  les modèles PF-@ -Sase est 3 
p l u s  impor tan te  q u ' e n  sér ie  amino-4 qu ino lé ine  (23, 27-31). 

Cette obse rva t i on  est en accord  avec les v a l e u r s  de constan-  

tes d ' a s s o c i a t i o n  c a l c u l é e  p o u r  d i f f é r e n t s  i n t e r c a l a n t s  

v is -à-v is  de l 'ADN : u n  système t r i c y c l i q u e  possède une  

a p t i t u d e  à l ' i n t e r c a l a t i o n  supér ieu re  à ce l l e  d ' u n  système 

b i c y c l  ique. 



Des mesures comp lémen t a  i r e s  seront  nécessai t-es pou r  app réc ie r  

I  ' in tepvent ion  éventuel  l e  de forces é lec t ros ta t iques .  Cela 

peut  e t r e  r é a l i s é  en c a l c u l a n t  l a  v a r i a t i o n  d ' e f f e t  hypochrome 

des modèles en fonc t ion  d u  pH. Les r é s u l t a t s  obtenus en 

sér ie  amino-4 qu ino lé ine  on t  montré que ces forces n ' o n t  

pas  g r a n d e  in f luence s u r  l a  complexat ion,  même lorsque 

les deux noyaux  sont cha rgé  pos i t i vement  (27, 28) .  

Une te l  l e  étude sera  v ra isemblab lement  u t i  l e  pou r  e x p l  i q u e r  

les phénomènes p a r t  i c u l  i e r s  observés avec le  modèle 

PF-C3 -Thy 15, p o u r  lequel l a  forme complexke semble a v o i r  --- 7 
une t r è s  g r a n d e '  s t a b i  l i té. 

Les techniques u t i l i sées  a u  cou rs  de  ce t r a v a i l  n ' o n t  pas  

pe rm is  I  ' obse rva t i on  d i r e c t e  de I ' appar iement  d '  un couple de bases com- 

p lémenta i res  a p a r t i r  des modèles PF-C -Ade 13 et PF-C -Thy 15. Pour 
3 - - 3 -- .- 

p a r v e n i r  à ce la ,  i l  f a u d r a  rechercher  des systèmes de so l van ts  q u i  favo-  

r i s e n t  l a  fo rmat ion  de l i a i s o n s  hydrogène sans d im inue r  fortement l e  

degré  de r e p  l iement d u  complexe i n  t ramolécu 1 a i re .  

Dons l ' hypo thèse  de l a  f o rma t ion  d ' u n  complexe m ix te  

PF-C3 -Base + Base complémentaire , nous pou r rons  tenter  de r é a l i s e r  

des réac t i ons  de t y p e  " b i o r n i m é t i q u e ~ ' ~  . 
Même s ' i l  n ' e x i s t e  q u ' u n  f a i b l e  pourcentage de complexe 

i n te rmo lécu la i re  : 



n ~ u s  pouvons env isager  d ' u t i l i s e r  le  modèle PF-C -Cyt comme 3 
"matr ice" c a p a b l e  de f i x e r  sélect ivement l a  guan ine,  et d ' i t u d i e r  le  

pouvo i r  photosensib i  l  i sa teu r  de l a  p r o f  l a v i n e  v is -à-v is  de cet te base. 

Dans l a  mesure où les propr ié tés  i n t r i nséques  du modèle 

Ade-C -PF-C -Thy 22 l e '  permettent ,  I  'appar iement  de I  ' adén ine  avec 
3 3 - -- 

l a  thymine p o u r r a  e t re  mis  en évidence en u t i l i s a n t  des techniques de 

RMN p l u s  élaborées : D.J. PATEL a observé les pro tons  échangeables 

imp l iqués dans  les l i a i sons  hydrogène de poIynucIéot ides synthét iques 

dans u n  mélange H20 : D O ( 4 :  1 en suppr imant  le  s i g n a l  de I l e a u  
2 

p a r  une séquence d l  impu ls ions  a p p r o p r i é  ( 63 ) .  

En conclus ion,  i 1 est nécessaire d ' a p p r o f o n d i r  I  'examen 

spectroscopique de nos modèles, de  façon à en conna i t re  le  mieux possib le 

les paramètres dynamiques e t  conformat ionnels. Nous serons a lo rs  en 

mesure d ' u t i l i s e r  ces complexes comme sonde d i rec te  dans une étude 

physico-chimique p l u s  complète des in te rac t i ons  mises en jeu  et de la  

r é a c t i v i t é  de l a  p r o f l a v i n e  v is -à-v is  des bases nuc lé iques.  



P A R T  l E E X P E R I M E N T A L E  



S Y N T H E S E S  

Les p o i n t s  de  f u s i o n  o n t  é té p r i s  s u r  un a p p a r e i l  TOTOLI. 

Les spec t res  i n f r a - r o u g e  ( I R )  o n t  é té en reg i s t rés  s u r  les 

spect romètres PERK I N-ELMER 237 et 157G. 

Les r é a c t i o n s  on t  é té s u i v i e s  p a r  CCM (ge l  de s i l i c e  F 
254 

MERCK) et p a r  CLHP a n a l y t i q u e  s u r  u n  appa i -e i l  WATERS (co lonne i-i-Bon- 

d a p a k  RP-18, p rog rammateu r  de so l van t  660, d e u x  pompes M-6000, détec- 

t e u r  440 à 365 e t  254 n m ) .  

L a  p u r i f i c a t i o n  des p r o d u i t s  a  é té  ef fectuée p a r  chromato-  

g r a p h i e  s u r  ge l  de  s i l i c e  KIESELGEL 60  et a l u m i n e  60 MERCI<, et  s u r  

I ' a p p a r e i  l  de  CLHP p r é p a r a t i  v e  JOB 1 N et  YVON Chrornatospac Prep.  

Les spec t res  de RMN on t  é té e n r e g i s t r é s  s u r  des spect romètres 

BRUKER WP 60  et WP 80. Les déplacements ch im iques  sont donnés en 

p p m  p a r  r a p p o r t  à I ' hexarnethy l d i so loxanne  p r i s  comme référence i n  t e rne  

(HMDS O ) .  

A b r é v i a t i o n s  : s s i n g u l e t  ; d doub le t  ; t  t r i p l e t  ; m m u l t i p l e t .  

Les a n a l y s e s  é lémenta i res  on t  é té ef fectuées p a r  le  Se rv i ce  

C e n t r a l  d e  M ic roana l yses  du CNRS. 

Les  spec t res  de masse o n t  é té  r é a l i s é s  s u r  un spect romètre 

RlBER MAG 10-10. 

Les spec t res  U l t r a -V io le t  (UV) o n t  é té en reg i s t rés  s u r  u n  

spect rophotomètre BECKMAN ACTA M 5270. 

- Propy lamino-3  amino-6 a c r i d i n e ,  PF-C 2 
3 

- N,N-d ip ropy ld iamino-3 ,6  a c r i d i n e ,  C -PF-C 3 
3 3 = 



A. REACTIOMS DANS L'AMMONIAC : 

On a joute  le  sodium (0,055 g pour  u n  équ iva len t  de p r o f l a -  

v i n e )  à 5 ml d 'ammoniac l i q u i d e .  Lorsque l a  so lu t i on  est g r i se ,  on r a -  

j ou te  0,500 g de p r o f l a v i n e  f (2,4 mmoles). Le  mélange devient  rouge  - 
v i f  instantanément,  et on la isse sous a g i t a t i o n  pendant  une heure. 

L ' a d d i t i o n  de bromoalcane se f a i t  gout te à gout te : 0 , 4 g  

( 4 , 8  mmoles) pour  2 équ iva len ts  de bromo-1 propane.  

Après deux heures d ' a g i t a t i o n ,  on r a j o u t e  quelques c r i s t a u x  

de c h l o r u r e  d'ammonium pour  é l im ine r  I ' a m i d u r e  de sodium en excès 

éventue l ,  et on la isse s ' é v a p o r e r  l 'ammoniac.  

L e  so l ide  récupéré est s é p a r i  s u r  colonne phase inve rse  

à moyenne press ion (ensemble de chromatographie p r é p a r a t i v e  "DURAMAT"), 

avec les so l van ts  s u i v a n t s  : eau]  méthanol 1 ac ide  phosphor ique p u r  : 

PF-C 2 et C3-PF-L. 3. 3 - 3 = 

B.  REACTIONS DANS LE HMPT : 

L a  d i spe rs ion  d ' a m i d u r e  de sodicim est décantée et l avée  

p l u s i e u r s  f o i s  a u  pentane,  et séchée ensu i te  sous azote. Pour 1,5 équ i -  

v a l e n t s  de p r o f l a v i n e ,  on en met 0,14 g (3,6 mmoles) en suspension 

d a n s  5 ml de HMPT, dans lesquels on r a j o u t e  0 ,5  g ( 2 , 4  mmoles) de  

p ro f  l av ine ,  l e  tout  sous cou ran t  d 'azote.  

Après une heure,  cet te so lu t ion  est f i l t r é e ,  toujours sous 

azote, de façon à é l im ine r  l ' e x c è s  d ' a m i d u r e  de sodium, et ajoutée gout te 

à gout te  à un mélange de 2,5 ml de HMPT et 2,5 ml de bromo-1 propane,  

largement en excès. 

Après t r o i s  heures d ' a g i t a t i o n ,  on p r é c i p i t e  le  mélange p a r  

50 mi de soude 0,025 N, q u ' o n  e x t r a i t  p l u s i e u r s  fo is  a u  chloroforme 

( 2 0 0  ml a u  t o t a l ) .  L a  phase o rgan ique  est séchée s u r  s u l f a t e  de sodium 

et  évaporée. Le  so l i de  res tan t ,  séparé p a r  chromatograph ie  dans les 

memes cond i t ions  que précédemment, cont ien t  les memes p r o d u i t s  : 

PF-C 2 et C3-PF-C 3 3 :z 3 =' 

Leurs  caracté i - is t  i ques correspondent à ce1 les des p rodu  i t s  

obtenus p a r  l ' a u t r e  vo ie  de synthèse, en i n t r o d u i s a n t  u n  91-ocipe protec- 

teu r  s u r  I n  p r o f l a v i n c .  



- PF-C 2 3 z- 

Masse : m l e  = 251. 

RMN (D20,  80 MH3) : 8,04 ( I H ,  s ,  PF-C9H ) ; 7,38 ( IH, d ,  J =  9Hz, 

PF-C8H) ; 7,27 (IH, d, J =9Hz,  PF-C H)  ; 6,67 ( I H ,  d ,  9Hz) ,  1 - 
PF-C H )  ; 6,53 (IH, d, J =9Hz,  pF-C2H) ; 6,20 (IH, s ,  PF-CS?) ; 7- 
5,78 ( I H ,  s ,  P F - C 4 ~ )  - ; 2,86 (2H, t ,  J=7Hz; N - C H ~ )  ; 1,51 ( 2 ~ ,  

m, J = 7Hz, CH2-CH -CH3) ; 0,86 (3H, t  , J =7Hz, CH2-CH ) . 
--2 3  

RMN (D20,  80Mliz)  : 7,79 ( l H , s ,  PF-C9H) ; 7,15 (2H, d, J 9Hz,. 

PF-C H e t  PF-C8H) ; 6,43 (2H, d ,  J = 9Hz, PF-C2E et  P F - C 7 ~ )  ; 
1- 

5,64 (2H, s ,  PF-C H e t  PF-CS?) ; 2,77 (4H, t ,  J =7Hz,  N-CE2) ; 
4.- 

1,49 54H, m, J =7Hz, CH -CH2-CH3) ; 0,85 ( 6 ~ ,  t , J =7Hz, CH2-CH3). 
2  

UV ( H ~ o I  E ~ O H  5 D/a ; PH = 5,5)  : A  max  
nm ( E )  : 468 (55600)  ; 387 

( 26800) ; 262 (59800)  . 

11, UTIL ISAT ION D E  GROUPES PROTECTEURS* 

A .  P H T A L O Y L A T I O N  D E  L A  P R O F L A V I N E  : O B T E N T I O N  D E  L A  

F O R M E  A C I D E  A M I D I Q U E  -- 4 : 

A 200  ml  d ' a c i d e  a c é t i q u e  g l a c i a l  à t empéra tu re  ambian te ,  o n  

a j o u t e  10 g ( 4 0  mmoles) d e  c h l o r h y d r a t e  de  p r o f l a v i n e .  L a  d i s s o l u t i o n  

n ' e s t  p a s  t o ta l e .  Sous a g i t a t i o n ,  o n  a j o u t e  9 , l  (61  mmoles) d ' a n h y d r i d e  

p h t a l i q u e .  L a  r é a c t i o n  se fa i t  sous azote l ' o b s c u r i t é  d u r a n t  24 heures .  

On ve rse  100  ml d ' é t h e r  é t h y l i q u e  d a n s  l e  mé lange p o u r  f a c i l i t e r  

l a  p r é c i p i t a t i o n  e t  l a  f i l t r a t i o n  du so l ide .  

Ce lu i - c i  est  d i ssous  à c h a u d  d a n s  un m in imum de soude n o r m a l e  

e t  l e  se l  de sod ium de  l ' a c i d e  a m i d i q u e  4 '  p r é c i p i t e  l o r s  du re f ro i d i sse -  - -- 

m e n t ( l 2  heu res  à -t4"C). A p r e s  f i l t r a t i o n  on  c r i s t ; i i l i se  l e  pi-oduit d a n s  



un mélange é t h a n o l  1 acétone (91 1 ) ; on  r e c r i s t a l  l  i se  d a n s  I  ' é t h a n o l  abso lu  

( rendement  = 92 %)  . 

Masse : m l e  -17 = 339 ( f e rme tu re  d u  c y c l e  p h t a l a t e ) .  

RMN (DMSO Dg , 80 MHz) : 1 3 7  1 ,  s, NI-i-C O )  ; 8,55 ( l H ,  s ,  - 
PF-C H)  ; 8 ,00  à 6,93 : p ro tons  a r o m a t i q u e s  (10 tf: m j  ; 6 ,04  

9- 
(ZH, s, NE2)- 

UV ( E ~ O H ~ A C O H  0 , s  %)  : A  
max  

nm ( € 1  : 455 (22900)  ; 393 (16250) ; 

291 (31150) ; 261 ( 5 0 7 0 0 ) .  

B. F E R M E T U R E  D U  C Y C L E  E N  P H T A L I M J . D E  : O B r E N f T O N  D E  5 - - 

On d i ssou t  0 , 0 5  g ( 0 , 1 3  mmo l e s )  de  se l  d e  sodium de l ' a c i d e  a m i -  

d i q u e  &' d a n s  1 ml de  DMF, d a n s  l esque l s  51-1 r-ajoute 0 , 0 3  g ( 0 , 1 4  - 

mmoles) d e  dicyclohexylcarbodiimide. Après  12 t iei~res d ' a g i t a t i ~ n  à tempé- 

r a t u r e  amb ian te ,  o n  é v a p o r e  l e  s o l v d n t ,  et  l e  s o l i d e  ~ r ~ s t a r i t  est  t r i t u r é  

d a n s  l ' é t h e r  é t h y l i q u e  et  décanté.  O n  o b t i e n t  a i n s i  i i n  mé lange de l a  

fo rme p h t a l i m i d e  - 5a ( m a j o r i t a i r e )  e t  de  l a  For-rne iso;rnide 5b. -- -- 

I R  ( n u j o l )  : 3430 ; 3350 ; 1789 ; 1772 ; 1742 et 1707 ( c â r b o n y l e s  

du p h t a l i m i d e )  cm-'  . 
Masse : m l  e  = 339. 

RMN (DMSO Dg , 60  MHz) : 8,81 [ l H ,  s, PF-C F i )  ; 8.05 à 7.00 : 9- 
p r o t o n s  a r o m a t i q u e s  ; 8 , 0 5  ( 4 H ,  m, c y c l e  p h t a l a t e )  ; 6,25 (2H, s ,  

NE2) . 

C.  T O S Y L A T I O M  D E  L A  P R O F I - A V I N E  : T O S Y L A M I N O - 3  A M I N O - 6  A C R I  D T N E  

PF-Ts --- 6, e t  M, N - D I T O S V L  DIAMI N O - â , 6  A C R I D I N E  T s - P F - T s  7 
-- -. - 

On d i s s o u t  5 g (:?c mmoles) de  p r o f l a v i n e  - 1_ d a n s  1 0 0  ml d e  p y r i -  

dine. On place l e  t o u t  d a n s  un bain 21 0 ° C .  On a iaute a l o r s  lentement 



, " ,  
Après 6 heures, on pi."c?cl;~~i t:t? je5 pr-..is J ' * -  ?n a ioii?ard un grand 

- . . 
volume d "eau (env i ron  1000 l n ? )  , c i  C>!T Irii?:-;;: ,<:  ;:!;:t :j !i0~:. 

-~ . \  .,. . ~ 

Après d é c a ~ t a t  i c ~ r , ,  le soi id:: *::Y:>? , i -. , .-: ,-; : -,, :-,3 ;, t3 :; , ' : !-; r i  c: ,3 ;, 9 -, 

# ,  

C- .. ~ 2 . <; ;-9 :,?.; <.> {- -!: ;., , .: ' . \ 7 $-, .-, ! : ; : &- ; colonne de s i l i c e  &iur",e ;sar  ciri c-!::i:iv-tr2~:. .. , ,  , . ,  . ,,: b y  ! ; - ~ > ~ i r ; p  

(71 310,5). 

... - j,l 

Rendement en pi-od::l; ;no:-,O' 1 1.~ - S . - < J ~ &  .a Y ic, : ::: ,- .  
. . -. 

Masse : m l  e = 363. 

- - 
. t ' ,  ' 

. . -75 RMN (DMSO Do, BO M H z )  : 5 ; 6 2  ( i 5, :y, ??-.;:-;.-!< '! 7 ::? * 

< l , Z !  5 -  Pt:!-: pro tons  aromatiq:nes ( ISH,  rn) ; I) ,W i ' " '  ,.>) , '- L ,.--. * ; r )  i h ; j ,  -' : 

UV (EtOH ; O , 5  $5 A r 3 H )  : > >  .-- - i - i., \ 2 3 3 0 0 )  ; 391 ( 14000 )  ; 
L ^* 

Ana lyse  : C H N O S, CH30H 2 0  17 3 2 

C a l c .  O/o C : 63,78 H : 5,35 N : 10,62 S : 8,10 

T r .  O/o 64,09 5,22 10,67 7,86 

RMN (DMSO D6, 8 0  MHz) : 10,96 (2H, S, HH) ; 8,77 ( l H ,  s,  PF-C H )  9 -- 
8,02 à 7,27 : p ro tons  aromat iques (14H, m) ; 2,32 (6H, s, Ts-CH3). 

UV (EtOH ; 0,5 % AcOH) : A 
m a x  

nm (E  ) : 414 (23000)  ; 349 (16850) 

276 (63200) ; 238 (35950) .  

Ana lyse  : C H ' O S 27 23"3 4 2 
C a l c .  O/o : C : 62,65 H : 4,48 N : 8,12 O : 12,36 

Tr .  % : 62,75 4,50 7,85 12,45 



III, ALKYLATION DE PF-Ts 6 PAR LE BROMO-1 PROPANE ET PAR LE 

BROMO-ETHANE : fj-PROP~L, N-TOSYL DIAMI NO-3,6 A C R I D I  NE 

PF-Ts-C 8, ET N-ÉTHYL, N-TOSYL DIAMINO-3,6 ACR IDI NE 3 = 
PF-Ts-C 9, 2 = 

( A )  PF-Ts-C3 - & 

On d i s s o u t  0 , s  g ( 1 , 3  m m o l e s )  d e  p r o d u i t  m o n o - t o s y l é  6 - 
d a n s  5 m l  d e  DMF, en  p r é s e n c e  d e  0 , 9 5  g ( 6 . 5  mmol e s )  d e  c a r b o n a t e  

d e  p o t a s s i u m .  On a j o u t e  O , 4 7  ml ( 5 , 2  m m o l e s )  d e  b romo-1  p r o p a n e ,  

e t  on  l a i s s e  s o u s  a g i t a t i o n  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  p e n d a n t  24  

h e u r e s ,  à I  ' o b s c u r i  t é  e t  s o u s  a z o t e .  

On f i l t r e  l a  s o l u t i o n ,  e t  on évapore  l e  s o l v a n t .  Le  composé a l k y l é  

8 est p u r i f i é  p a r  ch roma tog raph ie  s u r  co lonne d e  s i l i c e  é luée p a r  u n  - - 

mélange c h l o r u r e  de  méthy  lènel  é thano l  [ t r i é t h y  l am ine  (91 1 [ O ,  1 ) ( rendement  

64 z). C r i s t a l l i s a t i o n  : i sop ropano l .  

RMN (DMSO D6, 6 0  MHz) : 8,77 ( l H ,  5, PF-C9H) ; 8,13 à 7,08 : 

p ro tons  a roma t i ques  ( IOH, m)  ; 6,29 (2H, s ,  NH2) ; 3,93 (2H, t ,  

N-CE2) ; 2,72 (3H, s ,  Ts-CH3) ; 1,80 (2H, m, N-CH2-CH2) ; 1 ,25 

( 3 ~ ,  t , CH2-CE3) . 
üii ( E ~ O H I A C O H ~ , ~  %)  : nrn ( E )  : 4,66  (16050)  ; 371 (11650) ;  

max  
280 (38000)  ; 237 ( 35050) . 

On opère de  l a  même man iè re  que  p o u r  l e  p r o d u i t  précédent  en 

r e m p l a ç a n t  l e  bromo-1 p r o p a n e  p a r  l e  bromoéthane ( rendement  : 68 % ) .  
C r i s t a l  l i s a t i o n  : i sop ropano l  . 



IV, HYDROLYSE DU GROUPEMENT SULFONAMIDE : OBTENTION DES PRODUITS 
DE RÉFÉRENCE : P ~ O P Y L A M I N O - 3  AMINO-6 ACRIDINE, PF-C 2 ET 3 = 
ÉTHYLAMINO-3 AMINO-6 ACRIDINE, PF-C 1 0 ,  2 =  
( A )  PF-C 2 3 = 

On d issou t  l g  (2 ,5  mmoles) d u  d é r i v é  t osy lé  PF-Ts-C 8  d a n s  5  ml 3 - 
d e  mélange a c i d e  a c é t i q u e l a c i d e  s u l f u r i q u e  (312) à O°C. On l a i s s e  r e v e n i r  

à t empéra tu re  a m b i a n t e  sous  a g i t a t i o n ,  e t  a p r è s  20 mn,  l e  b r u t  r éac t i on -  

n e l  es t  p r é c i p i t é  p a r  r e f r o i d i ssemen t  à -20°C. Après  f i l t r a t i o n  et  r i n s a g e  

à I  ' acé tone  ( 3  f o i s  10 m l ) ,  l e  s o l i d e  ob tenu  est c h r o m a t o g r a p h i é  s u r  

co lonne  de  s i  l i c e  é luée  a v e c  l e  mé lange méthano l  1 ammoniaque (951 5 ) .  

M a l g r é  p l u s i e u r s  t e n t a t i v e s ,  l e  composé d é s i r é  PF-C3 ..- 3 n ' a  p a s  

pu ê t r e  p u r i f i é  à 100 %. Sa s t r u c t u r e  a  é té  con f i rmée p a r  compara i son  

avec  les  p r o p r i é t é s  d u  p r o d u i t  ob tenu  p a r  a l k y l a t i o n  d i r e c t e  de  l a  p r o -  

f l a v i n e .  

(6) PF-C IO 
2 = 

On opère d a n s  les mêmes c o n d i t i o n s  q u e  p o u r  l e  p r o d u i t  p récédent  

PF-C 3 ( rendement  : 80 % ) .  C r i s t a l l i s a t i o n  : é thano l .  
3 = 

- 1 
IR ( N u j o l )  : 1635 ; 1540 ; 1255 ; 1165 ; 1030 ; 870 cm . 

Masse : m l e  '237. 

RMN (D20, 8 0 M H z )  : 7,75 ( I H ,  s ,  PF-Cg!) ; 7,13 ( I H ,  d ,  J  9Hz, 

PF-C8H) ; 6,98 ( I H ,  ci, J  =9Hz, PF-C H )  ; 6,47 ( 1  dd, 3~ =9Hz, 
1- 

4~ =1Hz, PF-C H )  ; 6,26 ( l ~ ,  dd, 3 ~ =  9Hz, 4~ = 1 H i ,  PF-C2H) ; 
4  7- 

5,87 ( l H ,  d, J=IHz, PF-C5H); 5,38 ( I H ,  d, 4~ =1Hz, PF-C4E) ; 

2,75 (2H, q ,  J=7Hz, N-CH ) ; 1  ,O5 ( 3 H ,  t ,  J =7Hz, CH2-CH ) 
-2 -3 

UV ( H ~ O ~ E ~ O H  5  % ; PH 5,5)  : A  
m a x  

n m  ( E )  : 457,5 (44700 )  ; 

264 (53600)  . 
A n a l y s e  : C15H15N3, HsO 

Ca l c .  O/o : C : 70,56 N : 6,71 N : 16,45 

T r .  % :  70,50 6,73 1  6,29 



V ,  P R É P A R A T I O N  DU PRODUIT I N T E R M É D I A I R E - C L E F  : N-(BROMO-3 PROPYC), 
N-TOSYL DIAMINO-3,6 ACR IDINE : PF-Ts-C~-BR - 11. 

On d i s s o u t  5 g (13 mmoles) de p r o d u i t  mono- tosy lé  6- d a n s  50 ml  --- 

d e  DMF, e n  p résence  de  9,5 g  (6 ,5  mmoles) de carb0na t .e  de  po tass i um.  

On a j o u t e  11 ml (102  mmoles) d e  dibromo-1,3 p r o p a n e ,  en  l a r g e  excès 

d e  f açon  à é v i t e r  l a  f o r m a t i o n  d e  d imè re  d e  p r o f l a v i n e .  

On l a i s s e  sous a g i t a t i o n  p e n d a n t  15 heures ,  à l ' o b s c u r i t é  et  sous 

azote.  

On f i l t r e  l a  s o l u t i o n  et  o n  é v a p o r e  l e  s o l v a n t .  L a  composé b romé 

PF-Ts-C3- B r  1 1  es t  p u r i r i é  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  co l onne  de  s i l i c e  

é l uée  par u n  mé lange  c h l o r u r e  d e  méthy l ène l  é t h a n o l  1 t r i é t h y  l am ine  

( 8 ) 2 ) 0 , 1 )  ( rendement  : 63 % ) .  C r i s t a l l i s a t i o n  : i s o p r o p a n o l .  

RMN (DMSO Dg, 6 0  MHz) : 8,83 ( I F { ,  S, PF-C9H) ; 8,10 $ 6 , 7 6  : 

p r o t o n s  a r o m a t i q u e s  ( lOH,  m i  ; 6,14 (2H, S,  NE2) ; 3 ,80  (2H, t ,  

J = 7Hz, CH2--Br) ; 3,55 (2H, t ,  J =  7Hz, N-CH2) ; 2,13 (3H,  5 ,  Ts-CY3);  

1 ,90 2 m, J = 7Hz, CI-i2-CH -CH2) . 
--2 

On d i s s o u  t 1 g ( 2  nimoles) de d é r i v é  bromé PF-Ts-C3-Br - 1 1  dans  10 rn 
- 

d e  DMF, a u x q u e l s  o n  a j o u t e  31 m l  d e  suspens ion  0 , l  M d ' a d é n y l a t e  de  

sod ium (1 ,5  équ i va i en ' t s ,  3 mrnoles) d a n s  l e  même s o l v i l n t .  On l a i s s e  

sous a g i t a t i o n  p e n d a n t  30 h e u r e s  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e ,  à l ' a b r i  de  

l a  l u m i è r e  et de I ' h u m i d i t é ,  

L a  p r é c i p i t a t i o n  d u  p r o d u i t  à O°C d a n s  5 0 0  ml  de  s o l u t i o n  d'amrno- 

n i a q u e  à p H =  13 s ' accompagne  d e  la  s o l u b i l i s a t i o n  de  l ' a d é n i n e  en excès. 

L e  s o l i d e  r e c u e i l l i  e s t  f i l t r é  e t  séché, p u i s  p u r i f i f  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  



s u r  co lonne  d e  s i l i c e  é luée  p a r  u n  mé lange c h l o r u r e  d e  m é t h y l è n e f é t h a n o l l  

t r i é t h y l a m i n e  ( 8 0 )  191 1 ) .  ( rendement  : 60  % ) .  

IR  ( N u j o l )  : 1630 ; 1600 ; 1400 ; 1330 ; 1205 ; 1150 cm-' . 
RMN (DMSO D6, 6 0  MHz) : 8,63 (IH, s ,  P F - c ~ H )  ; 8,05 ( 2 ~ ,  s ,  

Ade-C H e t  Ade-C2H) ; 7,96 à 6,90 : p r o t o n s  a roma t i ques  ( 1 0  H, m)  ; 
8- 

7 ,00  (2H, s, Ade-NH2) ; 6,13 (2H, s ,  PF-Nti2) ; 4,20 (2H, t ,  J =?Hz,  

Ade-CH2) ; 3,65 (2H, t ,  J =7Hz, PF-CH2) ; 2,31 (3H, S,  T S - C H ~ )  ; 

1  ,91 (2H, m, J = 7  Hz, CH2-CH2-CH2). 

UV ( E ~ O H / A C O H  0 , 5  % )  : imax nrn ( E )  : 466 (14050)  ; 369 ( 1 0 0 0 0 )  ; 

278 (42800)  ; 253 (24  3 0 0 )  ; 234 (37200 ) .  

V I  1 .  HYDSO!-YSE DU GROUPEMENT SULFONAMIDE : a- [(ADENYL-91-3 -. PROPYC] 

D I A M I  ~0-3,6 AC!? ID1 NE, PF-C3-Ao~ --- 

On d i ssou t  0 , 5  g ( 0 , 9  mmoles) d u  p r o d u i t  p r é c u r s e u r  PF-Ts-C3 -Ade 

12 d a n s  2,5 ml  à 0°C d u  mé lange a c i d e  a c é t i q u e l a c i d e  s u l f u r i q u e  (312) .  -- -- 

On l a i s s e  r e v e n i r  à t empéra tu re  a m b i a n t e  sous a g i t a t i o n ,  et a p r è s  20mn,  

l e  brut r é a c t i o n n e l  est  p r é c i p i t é  p a r  r e f r o i d i ssemen t  à -20°C. L e  p r o d u i t  

d é s i r é  PF-C -Ade 13 es t  o b t e n u  a p r è s  f i l t r a t i o n  e t  r i n ç a g e  à I ' acé tone  3 - 
( 3  f o i s  10 m l ) .  

L a  p u r i f i c a t i o n  est  e f fectuée p a r  CLHP p r é p a r a t i v e  s u r  co lonne 

d ' a l u m i n e  b a s i q u e  é luée  a u  méthanol  ( 3  ch roma tog raph ies  success ives) .  

Ap rès  é v a p o r a t i o n  d u  s o l v a n t ,  l e  p r o d u i t  est  r em is  en  s o l u t i o n  

d a n s  l e  méthanol  e t  f i l t r é  (0,25 v m )  e t  r e c o n d u i t  à sec. Après  d i s s o l u t i o n  

d a n s  l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  0,1N à 80°C, o n  l a i s s e  p r é c i p i t e r  l e  composé 

PF-C -Ade 13 à +4OC p e n d a n t  24 heures .  Après  f i l t r a t i o n ,  on  r e c u e i l l e  -- 

l e  modèle PF-C -Ade 13 sous forme de  d o u b l e  c h l o r h y d r a t e ,  
3  --. * 

Rendement : 8 0  % a v a n t  p u r i f i c a t i o n  (mo ins  de  10  % en p r o d u i t  p u r ) .  

IR ( N u j o l )  : 1640 ; 1600 ; 1 3 3 0 ;  1300  ; 1 1 6 5 c m  
- 1 



Masse : m i e  = 384 ( f a i b l e ) .  

RMN (DMSO D6, 60 MHz) : 8,36 (1H, s ?  PF-C9E) ; 8,23 (1H, 5, 

Ade-C2H o u  Ade-C H)  ; 8,18 ( 1 H, s ,  Ade-C2H ou  Ade-C&) , 7,66 (2H 
8- 

d, J 9Hz, PF-C8H e t  PF-C H) ; 7 , 0 0  ( 2 ~ ,  s ,  ~ d e - ~ ? ~ )  ; 6,90 ( 2 ~ ,  
1- 

d, J 9H2, PF-C2! e t  PF-C7H) ; 6,80 ( I H ,  s ,  PF-C5H) ; 6,63 (1H, s ,  

P F - C 4 ~ )  ; 5,76 (2H, S,  PF-NIj2) ; 4,31 (2H, t ,  J = 7Hz, Ade-CH2) ; 

3,16 (2H, t ,  J = 7Hz) PF-cH2) ; 2,18 ( 2 ~ ,  m, J = 7Hz, CH-CH  CH^). 
2  -2 

UV ( H ~ O ~ E ~ O H  5  X ; PH= 5,5) : h max  
nm ( E )  : 460 (43  0 0 0 )  ; 

257,5 (55500)  . 
Ana l yse  : C21H20N8, 2HC1, 3H20 

Calc .  % : C : 49,32 H : 5,51 N : 21,91 O : 9,38 

T r .  % : 49,67 5,55 21,99 9,40 

V I  11. N- RTHYMINYC-11-3 PROPYC] DIAMINO-3,6 A C 9  I D l  NE : PF-C3-T~y 15 

A .  P R E P A R A T I O N  D E  L A  T H Y M I N E  S Y L I L E E  : 

On met à r e f l u x  d a n s  10 ml d ' h e x a m é t h y l d i s y l a z a n e  (HMDS) 0 , 5 g  

(4mmoles) d e  t hym ine ,  e n  présence d ' u n e  q u a n t i  té  c a t a l y t i q u e  de s u l f a t e  

d 'ammonium. A p r è s  24 heu res ,  o n  é v a p o r e  l e  HMDS en excès ,  en é v i t a n t  

l e  con tac t  avec  l ' h u m i d i t é .  

B .  C O N D E N S A T I O N  A V E C  L E  P R O D U I T  I N T E R M E D I A I R E  11 : 

O n  d i s s o u t  1  g ( 2  mmoles) du d é r i v é  bromé PF-Ts-C3 -Br  1 1  - d a n s  - - 

10  ml  de  s u l f o l a n n e ,  q u ' o n  a j o u t e  d i rec tement  d a n s  l e  b a l l o n  con tenan t  

l a  t hym ine  s i l y l é e .  A p r è s  48 h e u r e s  d ' a g i t a t i o n  à 80°C à l ' a b r i  de  

I ' h u m i d i t é ,  l e  b r u t  r é a c t i o n n e l  est  p r é c i p i t e  d a n s  150 ml  d tc?ne  s o l u t i o n  

à O°C d ' ammon iaque  & pti = 12 ( p o u r  s o l u b i l i s e r  l a  t h y m i n e  en e x c è s ) ,  

p u i s  f i l t r é  e t  séché. 

Une p u r i f i c a t i o n  g r o s s i è r e  d u  p r o d u i t  PF-Ts-C3 -Thy  14, de f açon  

à r e t e n i r  les  impuretés l es  p l u s  p o l a i r e s ,  est  e f fectuée p a r  ch roma tog ra -  



p h i e  s u r  co lonne  d e  s i l i c e  g l uée  p a r  l e  mélange c h l o r u r e  d e  méthy lène ]  

é t h a n o l  1 t r i é t h y l a m i n e  (801 191 1 ) .  
- 

C .  H Y D R O L Y S E  D U  G R O U P E M E N T  S U L F O N A M I D E  : O B T E N T I O N  

DU M O D E L E  PF-C3-Thy 1 5  -. - : 

L e  p r é c u r s e u r  PF-Ts-C -Thy  ( e n v i r o n  0,5 g )  est d i ssous  à O°C 
3 

d a n s 3  ml  d u  mélange a c i d e  a c é t i q u e l a c i d e  s u l f u r i q u e  (312) ; ce t te  r éac -  

t i o n  s ' e f f e c t u e  d a n s  les mêmes c o n d i t i o n s  que  p o u r  l es  p r o d u i t s  de ré fé -  

r e n c e  PF-C3 2 ,  PF-C 1s et l e  modèle PF-C -Ade 13. 3 3 

L a  p u r i f i c a t i o n  d u  modèle PF-C3-Thy 1 5  est r é a l i s é e  p a r  chromato-  -- 

g r a p h i e  s u r  co lonne d ' a l u m i n e  b a s i q u e  é luée  a u  méthano l  ( 3  f o i s  succes- 

s i v e s ) .  L e  p r o d u i t  recue i  I l i  es t  d issous  d a n s  I  ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  0 , l  N 

e t  p r é c i p i t é  à +4OC p e n d a n t  24 heures .  L e  composé PF-C3-Thy 0 es t  - 
o b t e n u  sous forme d e  monoch lo rhyd ra te .  Rendement : 45 % a v a n t  p u r i f i -  

c a t i o n  (mo ins  de 10  Ojo en p r o d u i t  p u r ) .  

Masse : m l e  = 375 ( f a i b l e ) .  

RMN (DM50 D6, 60  MHz) : 8,57 (1H, s,PF-C H)  ; 7,59  (1H, 5 ,  T ~ Y - H ~ ) ;  
9- 

7,79 (2H, d ,  J = 9Hz, PF-C H et PF-C8y) ; 6,80 (2H, s,  PF-NH2) : 
1- 

6,77 (2H,d, J =  gl-ic, PF-C H e t  PF-C7!) ; 6,71 ( I H ,  s ,  PF- -C~H!  ; 
2- 

6,59 ( l H ,  s, PF-C4H) ; 3,86 (2H, t ,  J =7Hz ,  Thy-CH2; ; 3,23 (ZH, 

t  , J = 7Hr, PF-CH2) ; 1 , 90  ( 2 ~ ,  m, J = ?Hz, C H ~ - C ~ ~ ~ - C H ~ )  ; 1 , 67 

( 3 ~ ,  s ,  Thy-CH3). 

UV ( H ~ O I E ~ O H  5 $ ; PH = 5,5)  : 
m a x  

nm ( E )  : 457,s (43600 ) ,  

260 (54000 )  . 

I X ,  N,N:DI P R O P Y L ,  N.N'DITOSYL -- D I A M I  ~ 0 - 3 r  6 ACR I D 1  N E  : C3-Ts -PF-Ts -C~  

On d i s s o u t  1 g 1 ,  mmoles) d u  composé P F ( T S ) ~  7 dans  10 ml de  

DMF, d a n s  lesque ls  o n  a j o u t e  1,15 CJ (7 ,7  mrnoles, 4  é q u i v a l e n t s )  de c a r -  



b o n a t e  de po tass i um et 5 m l  (12,4 mmoles, l a r g e  exc&ç \  de bromo-1 

p r o p a n e .  On l a i s s e  18 h e u r e s  sous a g i  t z t  i o n  à tel- f ip6rature a r i i b ian te ,  

à 1 ' abr i  de l a  i~n;ièr-e et de I ' h u m i d i t é .  L e  çolvar i t  est &vapot-6 soins 

v i d e  ( 2  mm de  m e r c u r e ) ,  e t  l e  ~ r o d u i t  d é s i r 6  est  pur i  f i 6  p a r  chroma-  

t o g r a p h i e  s u r  co lonne  d e  s i l i c e  é luêe avec  l e  rnélange ci- i loi-ure di. 
A 

méthy lène )  é t h a n o l  (35 15). Le sol  ide  b l a n c h a t r e  recciei l i i , C, -T:-,-PF--Ts-Le 
.3 

1 6  es t  c r i s t a l  l  i s 6  d a n s  I ' a c é t a t e  d t é t h y  l e )  é t h e r  de. n&t i -o le (81 2). - 

Rendement : 78 %. 

F : 174°C. 

, S 

I R  ( N u j o l )  : 1595 ; 1340 ; 1160 ; 1085 ; 900 cn? ' . 

A n a l  y se : C33H35N304S2 

Ca lc .  : C : 65,86 Id : 5 8  N : G,98 G : 1C.63 

T r .  % 65,84 5,85 7 , O l  IO,-$> 

X ,  OBTENTION DU P R O D U I T  DE RÉFÉRENCE N,N'DI P R O P Y L D X A M I  N O - 3 , 5  -- 

L '  h y d r o l  y ç e  des g r o u p e s  ~ [ i l f o n a m i d e s  es t  r6iil i ~ -S : ' . e  clans i z i i  mêmes 

c o n d i t i o n s  que préc6demn;ent : 1 9 ( 1  ,6 iTlrT:n!eS) cie prnciui: 

C 3 -Ts-PF-Ts-C 3 L2 p o u r  5 m l  du mé lange  a c i d e  acétic,iie/ ac ide  siji ici.- 

r i q u e  (312)  a 0°C.  Apr&s p r é c i p i t a t i o n  au f r o i d  e t  i i l i i - a t i o , ~ ,  'e p r o d u i t  

d é s i r é  C -PF-C 3 est  o b t e n u  a n a l y t i q ~ ~ e r n e n ~  p u r  sous forme dc doub le  3 3 -- 
s u l f a t e .  Rendement : 90  %. 

A n a l y s e  : 9H23N3 2H2s04 

Ca lc .  % : C : 1 H : 5 - 5 5  i\b : 9,56 ? 26,14 

T r .  % : $11 5 , 5 7  8,51 2 ' s , l O  



X I ,  W, N'DI(BROMO-3 PROPYL) N I  N ' D I ~ S Y C  D I A M  I N O - ~ , ~  A C R I D I N E  

BR- C3- Ts- P F- Ts- C3- BR - Jj' 

Ce composé i n t e r m é d i a i r e  est  ob tenu  d a n s  les mêmes c o n d i t i o n s  

que  l e  p r o d u i t  C -Ts-PF-Ts-C3 i 6 ,  en  r e m p l a ç a n t  l e  bromo-1 p r o p a n e  
3 

p a r  l e  d ibromo-1,3 p ropane .  Rendement : 55 %. C r i s t a l l i s a t i o n  : acé ta te  

d ' é t h y  l e i é t h e r  d e  p é t r o l e  (81 2 ) .  

I R  ( N u j o l )  : 1725 ; 1605 ; 134 ; 1230 ; 1162 ; 1145 ; 1125 ; 
- 1 735 cm . 

RMN (DMSO D6, 80 MHz) ; 9,05 (IH, s,  PF-Cg?) ; 8,05 (ZH,  

d, J = 9Hz, PF-C H e t  PF-C8H) ; 7,66 (ZH, s ,  PF-C H e t  PF-C5H) ; 
1- 4- 

7,35 (lot-1, m, PF-C H, PF-C H e t  p r o t o n s  a roma t i ques  des g rou-  
2- 7- 

pements t osÿ les )  ; 3,84 ( 4 ~ ,  t ,  J = 7 Hz, CH - B r )  ; 3 ,50  ( 4 ~ ,  t ,  
-2 

J = 7Hz, N-CE2) ; 2,33 (611, s ,  Ts-CH3) ; 1,9I  ( 4 ~ ,  m, J = 7Hz, 

CH 2 -CH2-CH2). 

UV ( E ~ O H ~ A C O H  0,5 % )  : 
X 

nm ( E )  : 367 (11750)  ; 350 (8100 )  ; 
max  

275 (40350)  ; 257 (57700 ) ; 250 ( 53600 ) . 

- N-[ (adényl -9) -3  p ropy~]N- (b romo-3  p r o p y l )  N ,N1 -d i t osy l  diamino-3,6 

a c r i d i n e  : Ade-C -Ts-PF-Ts-C -Br  18. 
3 3 - 

-N,N1-[(adényl-9)-3 p r o p y l  ] N,N1-di t osy l  d ia rn ino-  3 , 6  

a c r i d i n e  : Ade-C -Ts-PF-Ts-C -Ade 12. 
3 3 -- 

A u n e  s o l u t i o n  de 5 g (6,6 mmoles) du p r o d u i t  i n t e r m é d i a i r e  17 - - -- 
d a n s  25 ml  d e  DMF, on a j o u t e  8 0  ml  d ' u n e  suspens ion  d ' a d é n y l a t e  de  

1 

sod ium 0 , l  N d a n s  l e  même s o l v a n t  ( 7 ,9  mmoles ; 1,2 é q u i v a l e n t s ) .  



Après  3 heu res  sous a g i t a t i o n  en atmosphère i ne r t e ,  ce mélange 

est ve rsé  d a n s  1 0 0 0  ml  d ' u n e  s o l u t i o n  à 0°C d ' a m m o n i a q u e  à pH = 13. 

L e  p r é c i  p i  t é  o b t e n u  est  f i  l t r é ,  séché, et p u r i f i é  p a r  ch roma tog raph ie  

s u r  co lonne  d e  s i l i c e  é luée  p a r  un mélange c h l o r u r e  de mé thy lène )é thano l  

(9812) .  On r e c u e i l l e  l e  p r o d u i t  d é s i r é  - 18 sous forme d e  poud re  b l a n c h a t r e .  - 
Rendement : 32 %. 

RMN (DMSO D6, 60  MHz) : 9,08 ( l H ,  s, PF-C9H) ; 8,11 (2H, d ,  

J = 9Hz, PF-C H et PF-C8H) ; 8,04 et  8,02 (2H, 5 ;  Ade-C2H et  
1- 

Ade-C8H) ; 7,74 (2H, s,  PF-Ch!! e t  PF-C5H) ; 7,36 ( l o t i ,  m, 

PF-C H, PF-C H e t  p r o t o n s  a roma t i ques  des groupements t o s y l e s ) ;  
2- 7- 

7,20 (2H, s ,  Ade-Nk12) ; 4,17 ( 2 ~ ,  t  , J ?Hz, ~ d e - ~ e ~ )  ; 3,66 1 6 ~ ,  

rn, PF-CH2 e t  CH2-Br) ; 2,33 ( 6 ~ , s ,  Ts-c I i3)  ; 1,93 ( 4 ~ ,  n, 

CH -CH  CH^) 
2 -2 

On o p è r e  d a n s  l  e s  mêmes c o n d i  t  i o n s  q u e  p r é c é d e m m e n t  : en r a -  

j o u t a n t  un excès d ' a d é n y l a t e  d e  sod ium (2 ,5  é q u i v a l e n t s )  à l a  so lu t i on  

de  p r o d u i t  d i b r o m é  - d a n s  l a  DESF. Ap rès  6 heu res  sous a g i t a t i o n ,  l e  

p r o d u i t  d é s i r é  est  i so l é  de  l a  même façon  que l e  d é r i v é  18. Rendement - 
46 '7,. 

RMN (DMSO Dg, 8 0  MHz) : 9,07 (1H, s,PF-C9H) 8,10 (2H, d ,  

J =  9Hz, PF-CIH - et  PF-C8F) ; 8,02 e t  8 ,00  (4H, s, Ade-C2H e t  

Ade-C8e) ; 7,71 (2H, s,  PF-C H e t  PF-Cs-) ; 7,35 ( IOH,  m, 
4- 

PF-C H, PF-C H et  p r o t o n s  a roma t i ques  des groupements t o s ~ l e s )  ; 
2- 7- 

7,08 4 ,  s ;  Ade-Ne2) ; 4,16 (4H, 1,  J =7Hz,  Ade-CH2) ; 3,70 

(4H, t ,  J =7Hz, PF-CH2) ; 2,46 (66 ,  5, Ts-CH3) 1,91 ( 4 H ,  m, 

CH2-CH -2 -CH2). 



X I I I .  CONDENSATION DE 18 - AVEC LA THYMINE : N- V A D É N Y I - - ~ ) - ~  

Une  s o l u t i o n  d u  d é r i v é  b romé  18 (1 ,4  g ; 1,7 moles) d a n s  5 ml  -- 

de s u l f o l a n n e  e s t  versée d a n s  l e  b a l l o n  con tenan t  2 é q u i v a l e n t s  de  t h y -  

m ine  s i l y l é e  ( p r é p a r é e  d a n s  les  mêmes c o n d i t i o n s  q u e  précéderi iment à 

p a r t i r  d e  0,43 g (3 ,4  mmoles) d e  t h y m i n e ) .  

A p r è s  24 h e u r e s  à 80°C sous a g i t a t i o n  e t  à l ' a b r i  de  l ' h u m i d i t é ,  

le  b r u t  r é a c t i o n n e l  est  v e r s é  d a n s  1 0 0  ml  de  s o l u t i o n  à O C d ' ammon iaque  

à pH 13. L e  p r é c i p i t é  o b t e n u  est  f i l t r é ,  séché e t  p u r i f i é  p a r  chrorriato- 

g r a p h i e  s u r  co l onne  de s i l i c e  é l uée  p a r  l e  mé lange  c h l o r u r e  de  mé thy l ène )  

é t h a n o l  (9218).  L e  composé d é s i r é  est  r e c u e i l l i  sous fo rme de  p o u d r e  - 
b e i g e  c l a i r  . Rendement : 48  g .  

RMN (DMSO Dg, 60 MHz) : 11,17 ( l H ,  s,  Thy-NH) ; 9,09 ( l H ,  s ,  - 
P F - C H )  ; 8,12 (ZH, d, J = 9  Hz, P F - C H  e t  PF-C8H) ; 8,04 (214, 

9- 1- 
s ,  Ade-C2H e t  Ade-Cs?) ; 7,75 (2H, 5, PF-C H e t  P F - C ~ H )  ; 7,38 4- 
( 1  l H ,  m, PF-C H, PF-C H, Thy-C H, p r o t o n s  a r o m a t i q u e s  des g rou -  

2- 7- 6-- 
pements  t o s y l e s )  ; 7,13 (ZH, s ,  Ade-NH2) ; 4,18 (2H, t ,  J = ~ H z ,  

Ade-CH2) ; 3,73 (6H, m, PF-CH e t  Thy-CH2) ; 2,34 ( 6 ~ ,  s, Ts-CH3) -2 
1,95 (411, m, CH2-CH2-CH2) ; 1,62 ( 3 ~ ,  s ,  T ~ Y - C H ~ ) .  

X I V ,  HYDROLYSE DES GROUPEMENTS SULFONAMIDES-: 

~ I , Î ~ ' - D I  C ( A D É N Y L - ~ ) - ~  PROPYL]DIAMINO-3 ,6  A C R I D I N E  : 

N- [(ADÉNYL-9)-3 P R O P Y L ~  NI-[(THYMINYL-1)-3] P R O P Y L  DIAMI NO-3,6 
AC.I IDINE : A D E - C ~ - P F - C ~ - T H Y  -- 2 2 .  

-- - 

O n  d i ssou t  chaque  p r o d u i t ,  Ade-C -Ts-PF-Ts-C -Ade 19 e t  
3 

Ade-C -Ts-PF-Ts-C -Thy -a, d a n s  l e  mé lange  a c i d e  a c é t i q ~ l e )  a c i d e  s u l f u -  3 3 -- 

r i q u e  (312) ,  d a n s  Ics m6mcs c o n d i t i o n s  q u e  pr&ci.dcrnment : 0 , 5  g 



( 0 , 6  mmoles) de d é r i v é  d i - t o s y l é  d a n s  3  ml  d u  r s a c t i f  d ' h y d r o l y s e  à 

0°C. 

L a  p u r i f i c a t i o n  s ' e f f e c t u e  p a r  c h r o m a t o g r n p h l e  s u r  co lonne  de s i  l i c e  

Sluée p a r  u n  mé lange rnétl?anolIammoniaqur-- (91 l ) ,  ma is  dans les d e u x  

cas ,  nous  n ' a v o n s  p a s  p u  r e c u e i  l l ir u n  p r o d u i t  r i gou reusemen t  pur.  

Rendement ( a v a n t  p u r i f i c a t i o n )  : 80 %. 

RMN (DMSO Dg, 8 0  MHz) : 13 ,5 i  (2t-1, s, PF-NH) ; 8,78 (IH, s ,  - 

PF-C H)  ; 8,16 e t  5,12 (4H: s ,  Ade-C H et  de-C H )  ; 7,77 
9- 2- 6- 

(2H, d, J =  9Hz, PF-C ii e i  PF-C ; 7,34 ( s ,  i+H, ~ d e - r \ i - ~ )  ; 
1- 8 1  

6,96 (2H, d ,  J =9Hz,  PF-C H et  PT-C,H: ; 6,46 ( 2 ~ ,  s ,  P F - C ~ H  e t  
2- - / -- 

PF-C5H) ; 4 ,26  :4H, t ,  J 7 ,  4ae-CH, . )  ; 3,18 ( 4 ~ ,  t ,  P F - C H ~ )  ; 
-L 

2,17 ( 4 H ,  rn, J = 7Hz, C22-Cki2-Ci-!2). 

t 
Masse : P F - ( C H ~ ) ~ .  m l  e = 236 

+ 
A ~ ~ - ( C H ~ ) .  m i e  = 148 

+ 
T ~ Y - ( C H ~ ) *  m j e  = 14!3 

RMN (forme (DM50 Dg, 60 MHz) : 1 , 7 1 ,  s ,  ~ ~ Y - N H )  - ; 

8,74 ( I H ,  S, PF-Cg!) ; 8,57 (1H, 5, Ade-C H ou  Ade-C8M) ; 8746 2- 
( 1  H, s ,  Ade-C2tJ o u  Ade-C i - ! )  ; 7,79 ( 2 ~ ,  d, J=9Hz. PF-C H et 

8- 1 - 
PF-C8H) ; 7,52 ( I H ,  s 7  T h y - C b l )  ; E,98 (2H, d ,  J = 5 H r 7  PF-C2H 

e t  PF-C, ' 1 )  ; 6 ( 2 ,  s ,  PF-C4tJ et  2F-c5t-J) ; 4,37 ( 2 ~ ,  t ,  
f -- 

J = 7  , A *  ) ; 3 , /4  (2H, t ,  J = ~ H Z ,  Thy - " ' :  ; 3,23 (4H, -2 -2 
t ,  J  r - 1  ) ; 2 5 8  (4H, m, CH,.-CI+ -CH2, ; 1,68 i 3 ~ ,  --2 L -2 

- - 
s ,  . ., 
UV ( H ~ O ~ L ~ O H  5 70 ; PH = 5 ,s )  : nrn ( E )  : 467,5 (53000)  

m n x  



E T U D E S  P H Y S I C O - C H I M I Q U E S ,  

Les spectres d ' a b s o r p t i o n  ont  été enreg is t rés  s u r  u n  spectrophoto- 

mètre BECKMAN 5270. 
-6 

Les échan t i l l ons ,  d ' e n v i r o n  10 à 20 mg, pesés à 10 g, ont été 

d issous dans 100 ml d ' é t h a n o l  abso lu  (PROLABO) de façon à ob ten i r  

des solut ions mères de concent ra t ion  de 2.1W4 moles. 1 - l .  Les dosages 

acido-basiques on t  été réa l isés  s u r  50 ml de ces so lu t ions  à l ' a i d e  de 

soude 0,01 M, de façon à conna i t re  l a  concentrat ion avec préc is ion .  

Dans le  cas des p r o d u i t s  isolés sous forme de c l î l o rhyd ra te ,  les ions 

ch lo ru res  ont été dosés p a r  une so lu t ion  de n i t r a t e  d ' a r g e n t  0,01 M. 

Les so lu t i ons  mères dans l ' é t h a n o l  on t  été d i luées 20 fo is  dans 

u n  tampon ac ide  acét ique-acétate de sodium 0,05 M à pH= 5,5. L a  densi té 

o p t i q u e  max imale  de ces solut ions,  contenant  a l o r s  5 % d ' é t h a n o l ,  est 

d ' e n v i r o n  0 , 8 .  

L a  lo i  de  BEER-LAMBERT a été v é r i f i é e  pour  chaque p r o d u i t  dans 
- 6 

l e  so lvant  u t i l i s é  s u r  une gamme de concent ra t ion  comprise ent re  5.10 
- 1 et 8 .10-~moles . I  . 

L a  mesure de H % a été effectuée s u r  au  moins t r o i s  solut ions 

provenant  de pesées d i f fé rentes .  

Les dens i tés  opt iques sont re levées tous les 2,5 nm. A p a r t i r  de 

ces va leurs ,  les forces d ' o s c i l l a t e u r  on t  été calculées selon l a  méthode 

d '  i n t é g r a t i o n  de SI MPSON programmée s u r  u n  c a l c u l a t e u r  HEWLETT-PACKARD 

9825 A, couplé à u n  t raceur  de courbe 7225 A. 

Les mesures de v a r i a t i o n  d ' a b s o r p t i o n  en fonct ion de l a  température 

ont  été effectuges dans une c e l l u l e  thermostatée p a r  u n  a p p a r e i l  BECKMAN 

C T C  250, a u  moyen d ' u n e  source chaude et d ' u n e  source f r o i d e  (é thy lène 

g l y c o l  c i  r c u l a n t  ) .  Les spectres on t  été enreg is t rés  de 2,5 en 2,5"C en t re  

O e t  75°C. 



I I ,  ETUDE P A R  SPECTROSCOPIE DE R M N  

Les études p a r  RMN ont  été effectuées s u r  u n  spectromètre BRUKER 

WP 80. 

Des échan t i l l ons  de 1 à 2 mg on t  été dissous dans 3 ml de D2 O 

contenant  0,5 $ (en volume) de CD3COOD. Le pD a été a j u s t é  à 4,6 

en r a j o u t a n t  l a  q u a n t i t é  nécessaire de NaOD 0, l  N. Par  d i l u t i o n s  succe- 
-3  

sives,  nous avons obtenu une gamme de concent ra t ion  de l ' o r d r e  de 2.10 
- 1 

à 5 . 1 0 - ~  moles. I  . Nous avons u t i l i s é  l e  HMDS (hexaméthy ld i s i  loxanne) 

comme référence i n terne. 

Les paramètres d ' a c q u i s i t i o n  sont les s u i v a n t s  : 

- i r r a d i a t i o n  d u  s i g n a l  de HOD à une in tens i té  de 22db10,5 Watt 

- longueur  d '  i rnpuls ion:  2,5 p s 

- dé la i  : 0,5 s 

* 
- fenetre spect ra le  : 2000 Hz 

Le  nombre d 'accumu la t i ons  des F I D  v a r i e  de 1000 à 20000 su ivan t  

l a  concent ra t ion  en échan t i l l on .  

L ' e x t r a p o l a t i o n  des déplacements chimiques à d i l u t i o n  i n f i n i e  a 

été obtenue graphiquement.  

Les v a l e u r s  de 6 p o u r  chaque p ro ton  des d i f f é ren ts  p r o d u i t s  en 

fonc t ion  de l a  concent ra t ion  sont reportées dans les tab leaux  s u i v a n t s  

Concentrat ion 

(moles. I -' ) 



Concentrat ion 
(rno~eç.i-' ) 

Concentration 
1 H7 H2 H4 H8(A) H2(A)  . (moles. I-' ) 

Concentration 
1 H7 H2 H4 H6(T )  CH3(T) (moles. 1-' ) 
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Après ItétabtZssemcant de la stpucture en double h 

I 'A,DN par ,J .O.  WATÇON et F,W.C. CRICK, de nombreux travaux 

menés a f i n  d'étudlei: les interactions entre cette macroml6cule et certains 

, carnpas6s bialogiquement actifs. 

p x+;p--: ~ + ' " , ~  

" +$-. :p F$; ' &$ Y i - ' ;  543 ,  '+i 
Parmi ceux-ci, orr' shinsa&idines, notamment 

la proflavine, qui est B l 'or ig ine du concept dtintercalation. 

les facteurs structuraux responsables des interactions spécifiques entre 

1 '  i n terca  lant et l e s  couples de bases  de 1 '  ADN. 

+ , '  
. &  


