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Le but de notre travail est 1'étude d'un cancérogéne, le
N-oxyde de nitro-4 quinoléine 1. Nous avons mis au point les conditions
d'obtention et examiné la réactivité de certains de ses métabolites et|ou
dérivés : le N-oxyde de l'hydroxyamino—4‘quinoléine 2 ; l'acétoxy-1 acétoxy-
imino-4 dihydro-1,4 quinoléine (diacétate 3) ; 1l'hydroxy-1 acétoxyimino-4
dihydro-1,4 quinoléine (monoacétate 4) ; le chlorhydrate de 1'acétoxy-1
hydroxyimino-4 dihydro-1,4 quinoléine (monoacétate 5) ; la nitroso-4
quinoléine 6 ; le N-oxyde de 1l'amino-4 quinoléine 7, l'amino-4 quinoléine

8 ; le N-oxyde de nitroso-4 quinoléine 9.

\ @ V
|

N
i |
o~ OoH OAc
4NQO 1 4-NHOH 2 Diacétate 3
H +
N — OAc SN —OH NO
? T cl N/
OH . OAc
Monoacétate 4 Monoacétate 5 , HCl 4-HAQO 6
NH, NH,
~ ~
< 7
N7 N
l
o=
4-AQ0 7 4-AQ 8 4-HAQO 9

Pour mieux situer le probléme nous essayerons dans un premier

temps de faire le point sur la cancérogénése chimique, les principales classes



de cancérogénes et les différents types "d'adduits".

Nous nous intéresserons principalement aux amines aromatiques
et a4 leurs dérivés, le 4-NQO 1 pouvant &tre rattaché & ce type de cancéro-

génes.

Nous poursuivrons en mentionnant une classe particuliére
de réactions qui conduisent & la formation d' '"éthéno-nucléosides'" ou
d' "éthéno-bases" puisque comme nous le verrons dans le chapitre II

. (p.60 et suivante) nous avons isolé ‘des "adduits" de ce type.

Enfin nous nous attarderons sur le 4-NQO 1 lui-méme et sa

réactivité.

On estime actuellement que 60 % & 90 % des cancers humains
sont liés a des facteurs de>l'environnement, et parmi ceux-ci les.‘ subs-
tances chimiques jouent propablement un rdole déterminant. Elles se fixent
en effet de fagon covalente sur les macromolécules cellulaires et en parti-
culier sur les acides nucléiques, ADN et ARN et perturbent ainsi tout le

métabolisme de la cellule.

En régle générale les cancérogénes chimiques sont transformés
"in vivo'" par les systémes enzymatiques en métabolites ultimes, extrémement
réactifs, de nature électrophile et susceptibles de réagir avec les sites
nucléophiles des bases puriques (adénine et guanine) ou pyrimidiques

(thymine et cytosine), constituants principaux des acides nucléiques (1).

Ltactivation d'un précancérogéne peut nécessiter plusieurs

étapes que nous avons représentées dans le schéma 1.

ACTIVATION DETOXICATION

Précancérogéne

¢ Enzyme

- \ - Enzyme
Cancérogéne Précurseur

) Produits non cancérogénes

$ Enzyme

Cancérogéne(s) Ultime(s)

v

Réaction avec les nucléophiles cellulaires

Acides nucléiques, protéines.....

Initiation du cancer

Schéna 1 : Métabolisme des substances cancénogéned.
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On considére que l'on peut classer 1l'ensemble des cancéro-

génes en 2 grands groupes.

~ Ceux qul agissent sans activation préalable comme les agents

alkylants....

- Ceux qui nécessitent une activation métabolique : amines aroma-

tiques, hydrocarbures polycycliques, aflatoxines....

Nous allons mentionner quelques grandes classes de cancéro-

génes.

A. LES AGENTS ALKYLANTS :

Ils représentent un large groupe. On y rencontre les sul-
fonates, les époxydes, les moutardes (soufrées ou azotées), certaines

lactones, nitrosamines et nitrosamides...

Tous les oxygénes et les azotes des polynucléotides peuvent

8tre alkylés en solution aqueuse et & pH physiologique.

Un alkylant bifonctionnel peut conduire & la formation de
ponts entre deux nucléotides proches, sur le méme brin ou entre deux brins

de 1'ADN.

1. LES SULFATES ET SULFONATES D'ALKYLE :

Ce sont des composés & faible activité mutagéne ; ils
réagissent directement sur les bases, sans activation métabolique et se

fixent essentiellement sur les atomes d'azote : ils sont de type

R~0 - g - 0 - R sulfates
1
P 0
R - é - 0 - R!' sulfonates

2. LES DERIVES N-NITROSES :

Ce sont des cancérogénes plus puissants que les précédents.

Ils se fixent essentiellement sur les oxyg@nes des bases nucléiques.
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Ce sont des composés de type

0O =N-N nitrosamines

0 =N - N nitrosocurées

0 =N-N H nitrosoguanidines

Il ne semble pas que 1l'homme soit trés exposé a ces composés
(rares dans son environnement) ; cependant il a été& prouvé que certaines
amines présentes dans l'alimentation peuvent se transformer dans le tube

digestif en nitrosamines.

Ce sont des mutagénes qui ont besoin d'une activation méta-
bolique avant de pouvoir réagir : 1l'espéce alkylante est probablement un

carbocation (2).

R - CH R - CH
~N
2N\N-N=0 — SN -N = 0
R'- CH” R'- C'?/
OH
R - CHy R - CH,._
N—N - O @¢— N-N=o0
} n”
H
R 3 ;‘N R ot ADN
—'— = — —? b 7_a1ky}
H i guanine

B. LES HYDROCARBURES AROMATIQUES POLYCYCLIQUES (HAP) :

Ils constituent une classe de composés qui a fait l'objet de
travaux intenses, certains ont été isolés du pétrole, goudron, suie, fumée

de tabac, et méme des aliments fumés. Ils induisent de nombbeuses tumeurs



expérimentales. Chez l'homme l'apparition de cancers bronchiques est due
dans la majorité des cas a la cigarette. On ne connait pas le composé chi-

mique directement responsable, il s'agirait d'un mélange d'HAP.

50 e oAE

CH,
benzopyréne méthyl-3 cholentréne diméthyl 7,12 benzanthracéne
10 11 12

L'activation métabolique du benzo|a|pyréne 10 s'effectue
en deux é&tapes (schéma 2). La premiére est une époxydation (3) de la double
liaison 7-8 par une monooxygénase, suivie d'hydrolyse de 1l'époxyde en diol
trans par une époxyde hydratase. Un second cycle d'oxydation intervient

avec formation d'un diol-époxyde, cancérogéne ultime proposé (4).

®

OH

\

0., o
1]
ENZ
—-—...__..;, +
4
7’ .7
HO HO’
OH OH
ANTI SYN

Schéma 2 : Activation métabolique du benzo|a|pyréne.



On a pu aussi isoler les produits de réaction correspondant

3 une addition sur les atomes d'azote desbases 13(5) ; 14(6) ; 15(7).

- oo‘o‘

+

A

NH,

X —

C. LES AMINES AROMATIQUES :

Dans: cette catégorie entrent des composés comme 1'amino-2
naphtaléne 16, le N,N-diméthylamino-4 azobenzéne 17, la benzidine 18ou

1'acétylamino-2 fluoréne (AAF) 19.

ps RN //N—O
CH;



1. L'ACETYLAMINO-2 FLUORENE (AAF) 19 qui appartient a cette

famille est souvent utilisé comme systéme modéle, Ce composé ne réagit pas
lui-m&me avec les macromolécules cellulaires mais est estérifié de diffé-
rentes maniéres conduisant ainsi aux cancérogénes ultimes (schéma 3).

/Ac

H

o
0

19

N-acétylamino-2 fluoréne

OXYDATION
ENZYMATIQUE

©
©

(N-hydroxy N-acétylyamino-2 fluoréne

ENZ \
+ PAPS ENZ ENZ

ENZ
+ K0, +UDPG H
/
N
AN
V oH
26
Ac A -
N/ NO N ¢
“0s03 29 N 0Gluc
H
“"' 24 N
21 * - \OA
(o4
— N e (0Gluc)
25

~N
OAc 23
PG : Uridine diphosphoglucose
PAPS : Acide 3' phosphoadénosine 5' phosphosul furique

Schéma 3 : Activation métaboldique de L'acétylamino-2 fluoréne 19.

La N-hydroxylation des amines aromatiques semble une étape
obligatoire pour leur activation en composés & activité cancérogéne (exem—
ple : composé 20). L'estérification des dérivés N-hydroxylés aboutit a la
formation de réactifs é&lectrophiles qui semblent @8tre les cancérogénes

ultimes (1). L'ester sulfate 21 est probablement le métabolite clé de la



fixation des résidus AAF sur 1'ADN et 1'ARN du foie (8). L'ester synthétique

AAAF 23 est utilisé comme modéle de cancérogéne ultime (1, 9, 10).

Une autre voie d'activation a été proposée par BARTSCH (11).
I1 s'agit de 1l'oxydation enzymatique de l'acide hydroxamique et la formation
de radicaux libres qui donnent par dismutation un dérivé N-O diacétylé 23
et le nitroso-2 fluoréne 22. Les dérivés O-glucuroniques 24 représentent

les formes d'excrétion et de transport (12).

Enfin des réactions enzymatiques de désacétylation et de
transacétylation (13) ménent & des esters d'hydroxylamine -extrémement

réactifs 25, 26.

Des produits d'addition du dérivé fluoréne sur les bases
nucléiques ont été isolés. Ce sont des produits de fixation sur le C_ et

8

sur le N2 de la désoxyguanosine.

LI %
R J

R = désoxyribose

29 30

L'AAAF 23 réagit avec la désoxyguanosine in vitro pbur donner
un produit d'addition le composé 27 ; ce produit a été aussi isolé de 1'ADN

hepatique de rats traités par NOHAAF 20.
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Un autre adduit 28 a été isolé a partir d'un ADN
traité avec 1'AAAF 23 in vitro. C'est un dérivé substitué par la désoxy-
guanine en ortho de la fonction amide. Il a été retrouvé in vivo dans 1'ADN

hépatique.
Le produit 29 a été isolé in vivo.

Le produit d'ouverture du cycle imidazole 30 présent dans
les mélanges d'hydrolyse de 1'ADN (14) peut soit provenir de la décomposi-
tion du composé 28 au cours de l'hydrolyse, soit constituer un quatriéme

produit de fixation sur 1'ADN.

Les anticorps correspondant & ce dérivé ont été isolés chez
des lapins immunisés par du dérivé a cycle ouvert greffé sur 1'albumine
de sérum bovin (15). Ces anticorps ont été utilisés pour titrer 1'adduit
formé dans 1'ADN du foie de rat ayant subi l'action du NOHAAF 20 ; ces
dérivés ouverts représentent environ 10 % des adduits de fixation sur le

C‘3 de la désoxyguanosiné.
Récemment TARPLEY et MILLER (16) ont mis en évidence la for-

mation de 4 nouveaux produits 31, 32, 33 et 34, pour lesquels ils proposent

les structures suivantes

1
.@ NH—Ac 3
@ N ACHN -2
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Les quatre adduits sont fixés sur l'azote en position 7 de
la guanine, site nucléophile préférentiel des agents alkylants, des moutar-

des azotées (17, 18) et de l'aflatoxine B1 (19, 20).

L'étude conformationnelle de 1'ADN modifié par I'AAF 19 a conduit
FUCHS et DAUNE & proposer le modéle d'insertion dénaturation représenté
sur le schéma 4 (21-25).

La substitution du C, de la deoxyguanosine par ce groupement

volumineux qu'est 1'AAF 19 favorisesla rotation de la base modifiée autour
de la liaison glycosidique ; elle passe de la conformation anti & syn. Le
noyau fluoréne est inséré dans la double hélice alors que la guanine se
trouve rejetée a l'extérieur, il s'ensuit une déformation locale de 1la
double hélice. Un modéle similaire appelé déplacement de base, est établi

par WEINSTEIN et Coll. (26-28).

Q&ngx\>-l\\:f

NN A AF

19
Schéma 4 : Modéle d'insertion-dénaturation.

2. L'AMINO-2 NAPHTALENE 16, constitue un autre exemple

d'amine aromatique. C'est un des premiers produits chimiques identifié comme

cancérogéne.

Ce composé, marqué au tritium est administré par voie orale
au chien. On le retrouve dans le foie et la vessie ou il provoque des

tumeurs (29).

Les adduits 35, 36 et 37 ont été identifiés par spectrométrie

de masse, spectroscopies UV et de RMN. Le produit majeur est un produit
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d'ouverture de la désoxyguanosine substituée sur le C 37. Ce composé

g
est capable de se deshydrater pour donner le cycle fermé en milieu non

agueux.

R = désoxyribose

NH— CO—NH

LR
“ Q

37

——

D. REACTIONS PARTICULIERES DES BASES AVEC CERTAINS CANCEROGENES
BIFONCTIONNELS :  FORMATION "D'ETHENO-BASES" ET “ETHENN-NUCLEOSIDES".

Les époxydes aliphatiques tels que l'oxyde d'éthyléne ou de
propyléne ne sont pas des mutagénes puissants, mais 1l'oxyde de chloro-
éthyléne et son dérivé & cycle ouvert, le chloroacétaldéhyde sont des méta-

bolites mutagénes du chlorure de vinyle (30, 31).

C'est KOCHETKOV (32) qui le premier a isolé et caractérisé

les produits de fixation du chloracétaldéhyde sur la méthyl-9 adénine 38

et la méthyl-4 cytosine 39 : il s'agit de composés cycliques 40 et 41 pos-

sédant un groupement "éthé&no" dans la molécule.
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| N
R R
R= CH,
38 40
| WH /N
N4%D _<:\ |
L > L
R R
R = CH
°39 41

Les réactions du chloracétaldéhyde avec les nucléosides ont
été intensivement étudiées: des dérivés fluorescents comme 1'éthéno-adéno-
sine ( eA) 42 (33, 35-37), l'éthéno-cytidine (e C) 43 (33-36) et 1'éthéno-

guanosine ( €G) 44 (38) ont été préparés.

T e 2,
L I (10

-2
o]
\

42 43 44

Le mécanisme réactionnel probable serait une premiére attaque
de 1l'azote du cycle suiviede la formation rapide d'un cycle & 5 chafnons.
La deshydratation est une étape lente particuliérement pour le dérivé de

la cytosine 43 (schéma 5).
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" T
Cc=0
=0
/C " / NH, Hm\\xN
CH, NH, CH1\+ +
RN N i
@ WLy T K —
XN I cl N N
R
H,0
&
R = désoxyribose N | \ +H+
G
' |
R
42

Schéma 5 : Mécanisme de formation des éthéno-nucléosides

Le taux de réaction du chloracétaldéhyde diminue fortement

dans le cas des polynucléotides double brin (39).

I1 réagit avec 1'ADN de thymus de veau et donne 1'é&théno-
adénosine 42 et 1'éthéno-désoxycitidine ; ces mémes produits ont été isolés
du foie de rat exposé au chlorure de vinyle (36). Cette imidazocyclisation
des résidus puriques et pyrimidiques semble &tre une lésion biochimique

importante.

Remarque : Certaines réactions des halonitrosourées 45, 46

b}

et 47 sont comparables (40, 41).



i

N,N'-(2-chloroéthyl), N-nitroso, urée C1-CH,_-CH,-N-C-N~CH,,~CH_~C1 45

- I A - B =
N=O H '
-(2- 5 N-nit Q
N-(2 chloroetbyl), nitroso, | Cl~CH2~CH2—N—C-N_<C::> 46
N'-cyclohexyl, urée . N=0 A
- . . ]
N,N'—(2-fluoroéthyl), N-nitroso, urée F—CH2—CHZ—?—C—N—CHZ—CHZ—F 47
N=
0 H

Ces composés réagissent avec 1'ADN pour former avec 1'adénine

et la cytosine des dérivés éthano-cycliques 48 et 43.

-

/)
0/

|
R
48

————

i}i

L'époxyde d'acroléine qui posséde une fonction alkylante
et une fonction aldéhydique réagit, & pH faiblement alcalin, avec la désoxy-
guanosine en formant un pont éthéno-substitué entre l'azote en position
1 et la fonction amine en position 2 (42) selon la voie suivante

(schéma 6), ce gqui conduit & une éthéno-désoxyguanosine 50a ou 50b.

R = désoxyribose

Q
CH,OH I
. N
F - ol
N N
|
W 50a H % 50b

Schéma 6 : Réaction de la désoxyguanosine avec d'époxyde dbcrodéine.
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£E. LE N-OXYDE DE NITRO-4 QUINOLEINE (4-NQO) 1

Le N-oxyde de la nitro-4 quinoléine 1 est un cancérogéne
synthétique puissant dont l'activité a été établie par NAKAHARA et Coll.
(43).

Le dérivé nitré 1 est activé, par voie enzymatique, en
cancérogéne précurseur : l'hydroxylamino-4 quinoléine-1 oxyde (4-HAQO) 2
(ce composé peut exister sous deux formes tautoméres 2a et 2b). L'enzyme

responsable de cette étape a été isolée (44).

H_ OH
NO, N—OH
~ ENZ N
J — P NN |
|+ N f
o o~ ,

28 2 OH

[ =2

Le dérivé dihydroxylé 2 est plus actif que 1l in vivo mais
il ne réagit pas in vitro avec les nucléophiles cellulaires. Une seconde
étape est donc nécessaire. L'activation de ce métabolite n'a pas été

démontrée.

Par comparaison avec les arylamines cancérogénes dont
l'activation consiste en une hydroxylation suivie d'une estérification,
il est tentant de proposer un chemin réactionnel identique pour le N-oxyde
de la nitro-4 quinoléine 1. TADA et TADA (45) ont isolé une enzyme capable
d'activer in vitro 1le dérivé dihydroxylé 2. Cette enzyme est une
séryl-t-ARN synthétase. L'ADN modifié isolé a partir de ce systéme enzyma-
tique est idehtique a 1'ADN modifié par le dérivé dihydroxylé 2 ou le dérivé

nitré 1 in vivo.

KAWAZOE et ARAKI (46) ont synthétisé le dérivé diacétylé
3. Par la suite ENOMOTO et Coll. (47) ont montré que ce diester réagissait

de fagon non enzymatique avec les acides nucléiques.

N-OH N—0Ac
| Ac,0 [::::I:Jl1] _ REACTION AVEC
—-—-——-9 .._..___._>
N N ' LES ACIDES
| | NUCLEIQUES
o OH OAc YIN VITRO”

3
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KAWAZOE (47') a décrit un autre dérivé, le monoacétate 4
préparé par action du dithiothréitol (DTT) sur le dérivé diacétylé 3 dans le
diméthylsulfoxyde. Le dérivé monoacétylé 4 n'a pas été isolé mais le
mélange réactionnel réagit de maniére covalente et sans activation enzyma-

tique avec le poly A.

N-—OAc N—OAc
I DMSO l
_——————a
N DITHIOTHREITOL ll\l
. OAc OH
3 4

Ce monoacétate 4 est considéré comme étant un des cancéro-

génes ultimes.

Cependant DEMEUNYNCK et al. (48) ont isolé un autre dérivé

monoacétylé 5 obtenu par hydrolyse acide du dérivé diacétylé 3.

N—OAc N--OH
Ht
I | — I
N N
| |
OAc 5 QAC

Ce produit a été identifié par ses données spectroscopiques
et par sa réactivité. Il est capable de se réacétyler, pour donner le
dérivé 3. Il peut aussi subir une hydrolyse et donner le dérivé dihydroxylé
2. Les données spectroscopiques de RMN et d'IR sont différentes de celles
du monoacétate 4. Ce produit 5 est trés réactif ; en solution ses pro-

priétés dépendent du pH du milieu. Elles sont résumées dans le schéma 7.

Dans un mélange HCl-eau ou HCl-méthanol il se désacétyle
pour donner le dérivé dihydroxylé 2. En milieu neutre, il se décompose
en hydroxylamino-4 quinoléine 52 et en nitroso-4 quinoléine 6. En milieu

basique un mélange d'azoquinoléines 51 se forme dans le milieu.



H OH
H\y/OH \N/
N
/\ \
| 1]«
o
AN N ’i‘,
|
OH OH
conc.
H CI M Cl-
Meon 2 2
0
4
N
\
+2 +6 + 51
N/ — — ————
|+
o~
Na OH 5 aq \Me OH 9
pH>12) — -— 2¢pH<
- N —OH

Schéma 7 : Réaction du monoacétate 5.
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Le diacétylé 3 est donc capable de donner, selon les condi-
tions utilisées, l'un ou l'autre des dérivés monoacétylés 4 ou 5. Une
étude de la solvolyse (49) de ce dérivé 3 était devenue nécessaire pour essayer
de définir 1les meilleures conditions qui permettent une désacétylation

sélective en position 1 ou 4 :

—~ Solvolyse en milieu acide (schéma 8) : la solution HCl-méthanol

(12N) est le milieu idéal pour la formation selective de dérivé
monoacétylé 5 alors que le dérivé monoacétylé 4 se forme dans un

milieu HCl-méthanol (1N).

100L N/OAc
.
()
N
so} L o
OH .
700 i
sof)[} |
N
50"\ éAc
e O
401 — n
o
304
ZOF
T \\\
o] a8 1 h >
12N 9N 6N 3N N
-LoG[HY]

Schéma 8 : Sodvodyse du diacétate 3 en milieu acide.

— Solvolyse en milieu basique : a température ambiante le diacétate

3 donne, dans une solution [ NaOH-mé&thanol (N)| un précipité correspon-

dant aux azoquinoléines 51.

a -70° C le monoacétate 4 se forme uniquement.
a4 -30° C on n'observe que le dérivé dihydroxylé 2.
a -10° C les azoquinoléines 51 se forment.
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N—OAc N—-OAc N—OH N == N

-70Cc -30°¢c -10°c
—— I e
N

Ac -4 (')H 2 | 0) (o)

O—2

lew

_ Solvolyse en milieu neutre : la réaction est fort complexe. Le

produit majoritaire a été isolé et identifié (50). Ce composé a
8té préparé aussi par synthése (50). Il s'agit de 1'acétoxyamino-4
quinoléine 53. Son activité cancérogéne a été étudiée ; il est

cent fois moins actif in vivo que le dérivé dihydroxylé 2.

H OAc
‘\Naf

Des études trés récentes (51)ont révélé le pouvoir cancéro-
géne d'un autre métabolite possible de 2 : le N-oxyde de nitroso-4 quino-
léine 9. Ce dérivé nitrosé est préparé chimiquement par oxydation de
par le carbonate d'argent sur célite (52). Biologiquement, le dérivé

peut-&tre obtenu, soit par oxydation enzymatique du dériVé hydroxylé

N jwo i

, soit comme intermédiaire dans la réduction du N-oxyde de nitro-4

quinoléine 1.
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0
Y7
N—OH N7
CO,Ag,-celite N
| B -
N N
1 |t
OH o~
2 9

La modification de 1'ADN par ces divers métabolites du

4-NQO 1 a fait l'objet d'un certain nombre de travaux.

L'équipe de 1'Institut de Recherche du Cancer de LILLE
s'est d'abord intéressée aux propriétés physico~chimiques de 1'ADN altéré
par le cancérogéne. Qu'il s'agisse du dérivé diacétylé 3 ou du dérivé
monoacétylé 4, la fixation de ces 2 cancérogeénes ultimés supposés entraine
une destabilisation thermique de 1'ADN. La température de fusion de
1'ADN modifié est d'autant plus basse que 1l'exposition au cancérogéne
a été plus forte (53, 54). Les adduits 'cancérogéne-bases'" observés
aprés hydrolyse enzymatique de 1'ADN +traité avec le dérivé diacétylé
3 ou monoacétylé 4 sont identiques. Cependant, avec le dérivé monoacétylé
4, on observe un taux de fixation 2 a 3 fois plus élevé qu'avec le

diacétate 3.

Certains des adduits ont été isolés et identifiés. L'équipe
japonaise de KAWAZOE a isolé & partir de 1'ADN modifié par le dérivé
nitré 1 et le dérivé dihydroxylé 2 in vivo et in vitro (g + systéme
enzymatique) 3 adduits que TADA et TADA (55) ont dénommé quinoléine-adé-

nine II, quinoléine-guanine I' et quinoléine-guanine II'.

KAWAZOE (56) a décrit la structure de 1'adduit
"quinoléine-adénine II" qui est le plus stable. 1 mg de prcduit fut isolé
et les études par spectrométrie de masse et spectroscopie de RMN ont

permis de proposer les structures suivantes 54a ou 54b.
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BAILLEUL et al. (57) ont étudié in vivo et in vitro

la réaction du dérivé diacétylé 3 et du dérivé monoacétylé 4 avec 1'ADN.
un adduit

Le méme mélange réactionnel est obtenu dans tous les cas

majeur dGIII 55 a été isolé. C'est un produit de fixation du cancérogéne

sur la guanine. La structure proposée est la suivante

N— OAc N —OAc
I DMSO I dGUO
N R-SH T H\r_u
3 (l)Ac 4 OH AN
2 _ T:
o -

Le rendement en dGIII 55 est 3,5 fois plus élevé quand

1'ADN de départ est dénaturé plutdt que natif (54). Il est trés important

aussi quand le cancérogéne est le dérivé monoacétylé 4 plutdt que son

homologue diacétylé 3.
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Les études de dichroisme circulaire effectuéds par GALIEGUE
et al. (58) sur le polymére poly (dG-dC) modifié par le dérivé mono-
acétylé 4 ont montré que ce dernier prend une conformation Z plus rapi-
dement que le poly (dG-dC) natif. Cépendant dans les conditions ou le
poly (dG-dC) natif est complétement sous forme Z le polymére modifié

est partiellement sous forme B.

Ltexplication proposée est que la fixation du cancérogéne
sur le 08 de la guanine favorise la transition de la forme B en Z. Mais
l'absence de conversion totale en conformation Z peut-&tre expliquée

par la présence d'adduits d'une autre nature dans le polymére modifié.

Notons que 1le polymére modifié est sensible a 1l'action

de 1l'endonucléase Sl’

simple brin dues & la fixation du cancérogéne. Ce résultat est en accord

ce qui signifierait qu'il contient des régions

avec la baisse de la température de fusion de 1'ADN modifié.

~0=0—0=0~0—0~0~0=—0—0—

En conclusion il apparait que de nombreux travaux ont
déja été consacrés au mode d'action du 4-NQO 1 et de ses métabolites

au niveau de 1'ADN.

Néanmoins 1les modifications précises induites sur -1'ADN
sont encore mal connues en termes structuraux : seuls deux produits
de réaction ont pu &tre identifiés, a savoir 54 et 55, bien que de nombreux
autres composés aient été mis en évidence par des techniques chromatogra-
phiques. En outre méme pour ces composés, leur mode de formation & partir

des deux composés acétylés 3 et 4 n'est pas clairement interprété.
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Nous nous sommes donc attachés a préciser quelques
aspects de la réactivité de ces dérivés acétylés, tout d'abord
vis-a-vis de nucléophiles simples, tels que les alcools, puis
vis-a-vis de systémes modéles tels que l'indole et enfin vis-a-vis
des bases et nucléosides. Dans un premier temps nous décrirons
la synthése des métabolites postulés, dérivés acétylés 4 et 5
et des dérivés nitrosés 6 et 9. Nous examinerons ensuite leur

réactivité.

~0—0—=0~0~0—~0~0—0—-0—




o

PARTIE THEORIQUE

-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-
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CHARITRE 1

SYNTHESES
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A. SYNTHESE DU DERIVE DIACETYLE 3 :

La synthése du dérivé diacétylé 3 s'effectue en deux étapes

a partir du N-oxyde de la nitro-4 quinoléine 1.

N

+

Y QO 22

La premiére étape consiste en une réduction du groupe nitro
en hydroxylamine avec conservation de la fonction N-oxyde. La seconde étape

est l'acétylation de 2 par 1l'anhydride acétique.

REDUCTION :

La réduction est une étape délicate, car il faut conserver
la fonction N-oxyde et arréter la réaction au stade de 1'hydroxylamine

2.

Deux méthodes sont décrites pour la synthése sélective et
quantitative du N-oxyde de 1'hydroxylamino-4 quinoléine 2 : en 1963, OCHIAI
(59) a employé la phénylhydrazine dans 1'éthanol et en 1968, ENOMOTO (47)

a utilisé l'acide ascorbique.

C'est ce dernier réactif que nous avons choisi. La réaction
est effectuée dans 1'éthanol. 2 précipite aprés addition d'une solution

diluée d'ammoniaque, le rendement est supérieur a 85 %.
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2 existe sous forme d'un équilibre tautomérique hydroxyl-

amine 2B-oxime 2A.

N —OH My~ o
l —— R
V———
N P
| ™
OH o~
2A 2B

Des études récentes en RMN (47'} ont montré que le tautomére
2A prédomine largement sur le tautomére 2B dans le DMS0. 2 posséde une struc-

ture d'oximino-4 hydroxy-1 dihydro-1,4 quinoléine 2A.

ACETYLATION :

Pour l'acétylation de 2, nous nous sommes inspirés de la
méthode décrite par KAWAZOE et ARAKI (46). Nous utilisons un mélange
d'anhydride acétique et acide acétique, le produit final précipite dans

lteau. Bien que trés réactif (sensibilité & l'air, & 1'oxygéne, aux traces

N —OH N — OAc
5 4
| Acf) 6 3
—_— |
N 7 N~ 2
8 |1
OH OAc
2 3

d'eau), il peut &tre obtenu & 1l'état pur et caractérisé par ses diverses
données spectroscopiques. Il est "suffisamment stable" pour pouvoir &tre

analysé par CLHP en apparaissant sous forme d'un pic unique.
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B. SYNTHESE DU DERIVE MONOACETYLE U :

Ce composé est préparé par désacétylation de 3 par des
réactifs nucléophiles (thiophénol -~ pipéridine) dans le DMSO, selon un

mode opératoire mis au point par M. DEMEUNYNCK et M.F. LHOMME.

N— OAc N —OAc \
] — |
| |
l
3  OAc 4 OH

Cette réaction est propre et quantitative comme 1'indique
la Résonance Magnétique Nucléaire. Par contre le produit est tellement
réactif et instable que toutes les tentatives d'extraction de 4 du milieu

réactionnel ont échoué (47').

Nous contrdlons sa formation dans le milieu réactionnel
par la technique de la CLHP. Ce monoacétate 4 a un signal caractéristique:
il se décompose sur la colonne pour donner une série de trois pics (le
rapport d'absorption R et le temps de rétention de ces trois signaux sont

absolument reproductibles).

| &

‘365nm

D TV

' L1 . min

oz
Spectre de CLHP du dénivé 4. t = 20 mn.
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C. SYNTHESE DU DERIVE MONOACETYLE 5 :

Ce produit a été préparé pour la premiére fois par
M. DEMEUNYNCK et M.F. LHOMME (48). Il est obtenu par barbotage d'acide
chlorhydrique gazeux ou addiéion de quelques gouttes d'acide chlorhydrique
concentré dans une solution chloroformique de 3. Un produit précipite

lentement quand la solution est laissée & -20°C.

Aprés filtration et lavage au chloroforme, la poudre blanche
obtenue doit é&tre conservée dans un dessicateur & basse température

(-20°C).

N— OAc ' H\:-OH H\"/OH
' HCI : [::::]:jLi]

N | N | NZ

| | | *

OAc o OAc OAc

3 5 3

D. SYNTHESE DE LA NITROSO-4 QUINOLEINE b :

1

Ce dérivé est synthétisé en deux étapes a partir de la
chloro-4 quinoléine 56 qui réagit avec le chlorhydrate d'hydroxylamine
en présence de carbonate de potassium pour donner 1l'hydroxylamino-4 quirio-
léine 52. Cette derniére sera oxydée par le carbonate d'argent sur célite

en dérivé nitrosé 6 (60).

Cl NHOH NO

O3 ~
Y — ) — Q)
N N N

52 ’
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E. SYNTHESE pu N-OXYDE DE LA NITROSO-4 QUINOLEINE 9 :

Le dérivé nitrosé 9 a été synthétisé par action du carbonate

d'argent sur célite sur le dérivé dihydroxylé 2 (52).

o)
N—-OH N//
CO,Ag,-celite N
‘ ;"9;‘ e
N N
| |
OH o~
2 9

—0—0—=0~0=0~0—0—0—0—
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CHAPITRE 11

REACTIVITE AVEC LES NUCLEOPHILES
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A. REACTIVITE AVEC LES ALCOOLS :

Dans une premiére phase nous avons examiné la réactivité
du diacétate 3 et du monoacétate 4 vis-a-~vis de nucléophiles simples tels
que les alcools. Nous avons utilisé successivement le méthanol, 1'éthanol
et le trifluoroéthanol dans le but de mettre en évidence d'éventuels effets
liés a la nucléophilie et au pouvoir ionisant différentsde ces trois types

d'alcools.

1. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC LE METHANOL : N-oxyde de
1'amino-4 méthoxy-3 quinoléine 57 :

Lo dérivé diacétylé 3 réagit avec le méthanol a température
ambiante et a l'obscurité. La réaction est plus ou moins complexe selon
la concentration. Pour éviter le maximum de réactions secondaires nous

avons utilisé des solutions diluées de l'ordre de 2 x 10_3M.

Au bout de trois jours de réaction dans le méthanol, le déri-
vé 3 a disparu et un précipité s'est formé. On filtre le précipité que

1'on étudiera ultérieurement (p. 38 ).

Aprés concentration de la solution, on sépare les différents

produits formés sur colonne de silice. On isole ainsi trois substances.

, AC ()
OCH
3 . OH
MEOH N AN N7
| ——— + +
P > PO RS

N N N N
l |t

L (0) (o)
OAc

R P ——



- 34 -

57

58
365nm
| L‘N
L b oo b L min
0 2 8 14

Spectre de CLHP a & = 3 jouns.

a) N-oxyde de 1'amino-4 méthoxy-3 quinolé&ine 57

C'est le produit majoritaire ({30 & 40 %). La structure a
été déterminée par RMN & 270 MHz, par spectrométrie de masse haute réso-

lution et par UV.

L'examen du spectre de masse de haute résolution montre
un pic moléculaire & m/e =190, on observe une premiére coupure & m/e =174,
correspondant au départ d'un oxygéne (M+-—16), puis un pic important a
m/e=159, correspondant A une amino-4 quinoléine mono-oxygénée. La masse
m/e = 190 serait en accord avec un produit de fixation du méthanol sur la

guinoléine.
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Deux structures sont donc possibles A et B.

H_ H H_ _-OH
N N
N AN
OCH3 OCH4
; -
o A B

L'étude du spectre de RMN & 270 MHz dans le DMSO deutérié
montre que la molécule a perdu ses deux fonctions acétates. Par contre
on peut observer un signal fin & 3,81 ppm, intégrant pour trois protons,
que l'on attribue & un groupement —OCH3.

En outre les deux doublets diis aux protons C_-H et C_-H

2 3
ont disparu, remplacés par un singulet a 8,33 ppm. La valeur de ce dépla-

cement chimique permet d'attribuer ce signal au proton C_-H ce qui a pour

2

conséquence de fixer le groupement OCH3 sur le C3 de la quinoléine.

H-2

—

I I [
ppm 8 7 | 6

On observe aussi deux doublets trés nets a 8,15 et 8,31lppm
intégrant chacun pour un proton et dont la constante de couplage est de

9 Hz ; ils sont attribuables aux hydrogénes CS_E et C,-H ; les protons

8
CG—E et C7—§ résonnent A 7,22 et 7,56 ppm sous forme de deux multiplets
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intégrant chacun pour un proton. Le spectre montre également un singulet
élargi a 6,33 ppm, intégrant pour deux protons et qui disparait par addi-

tion de D2O a la solution.

Ces observations constituent des arguments en faveur de
la structure A qui présente une fonction amine primaire.

Ceci est d'ailleurs confirmé par 1'étude du spectre UV,
Celui-ci enregistré a pH=5,5 (dans l'eau) présente des maxima d'absorption
a4 375 et 264 nm ; a pH =14 (NaOH N), le spectre reste inchangé ; a
pH = 0,1 (HC1 1N) les maxima d'absorption se déplacent a 355 et 252 nm,

ce qui suggeére la formation d'un sel de type :

H OoH

N \N/

H2

OCH3

N ~

- N/
N7 -

] ci
OH 52
Par comparaison : le spectre UV de 1'hydroxylamino-4 quino-

léine 52 pris & pH= 5 (dans l'eau) présente deux maxima d'absorption &
336 et 320 nm. A pH = 0,1 (dans HCl1 1N), le spectre ne change pas, mais
surtout en milieu basique (pH=12), on observe des variations importantes

qui correspondent a la formation de l'anion : Amax a 360 nm.

La structure la plus conforme pour ce produit est celle

d'un N-oxyde de 1'amino-4 méthoxy-3 quinoléine 57.

NH

~N

OCH

o—Z
+\\

57



b) Acetylamino-4 hydroxy-3 quinolé&ine 58 :

Ce produit minoritaire ({ 5 %) est identique a celui isolé
lors de la réaction du diacétate 3 avec 1'éthanol ou il se trouve &tre

le produit majoritaire. Nous décrirons sa structure p. 40.

¢} La structure du troisiéme produit isolé n'a pas encore
été élucidée ; le spectre de masse suggére que la molécule de l'amino-4
quinoléine mono-oxygéné contient un groupement acétate et un groupement

méthoxylé.

d) Pyridazine(3,4-c ; 5,6-c'| diquinoléine 59 :

Le précipité isolé est formé de diméres de quinoléine.
La quantité obtenue est fonction de la concentration initiale en diacétate
3. Ce précipité étant peu soluble nous n'avons pu l'étudier par spectro-
métrie de RMN ; nous avons déterminé la structure par spectrométrie de
masse : on observe un pic moléculaire a M*= 330 gui correspond a un produit
précédemment décrit dans la littérature (61). C'est une pyr‘idazino[3,4—-c;
5,6-—05] diquinoléine 59.

(0)

N === N
Xy l\
7

N \N =

(0) . (0)
59

——
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Ce composé avait €té obtenu par traitement basique du 4-HAQO
2. De ce fait on le retrouve fréquemment (avec des rendements trés
variables) dans les réactions des dérivés monoacétylés 4 et 5 et diacétylé

3.

Réaction du dérivé monoacétylé 4 avec le méthanol

La structure du dérivé méthoxylé 57 permet d'envisager sa

formation aussi bien & partir du dérivé diacétylé 3, qu'a partir du dérivé

monoacétylé 4 qui posséde toujours la fonction N-oxyde.

Dans le but de vérifier cette hypothése nous avons mis en
présence le monoacétate 4 (préparé in situ & partir du diacétate 3 par
addition d'une quantité stoechiométrique de pipéridine a une solution dans
le DMSO de 3) avec le méthanol ; la concentration est voisine de celle

utilisée dans la réaction du diacétate 3 avec le méthanol.

Aprés séparation sur colonne, on isole avec un rendement
supérieur a 30 % un composé dont les caractéristiques physico-chimiques

(RMN - Masse - Rf et R) sont identiques & celle du composé 57.

En_conclusion, 1l'observation 1la plus intéressante de la

réactivité du diacétate 3 dans le méthanol est la formation du produit
méthoxylé 57 qui correspond a la fixation d'un nucléophile sur la quino-
léine en position 3. Ce produit a conservé la fonction N-oxyde en position
1, ce qui nous permet d'envisager puis de confirmer le passage par le mono-
acétate 4 comme intermédiaire. Un mécanisme de formation de ce dérivé sera

. proposé plus loin (p.85).
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2. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC L'ETHANOL : Acétylamino-4
hydroxy-3 quinoléine 58 :

Le dérivé diacétylé 3 est dissous dans 1'éthanol (concen-

tration de 2 x 10‘3 ).

58

365nm

a—
3
3

0

N
los]
—d
'S

Spectre de CLHP a £ = 5 jouns.

Av bout de cing jours lorsque le diacétate 3 a disparu on
sépare sur colonne et on isole un produit majoritaire (10-15 %) dont la
structure a été déterminée par spectrométrie de masse haute résolution

et RMN 270MHz. Il s'agit d'une acétylamino-4 hydroxy-3 quinoléine 58.

Sur le spectre de masse on trouve le pic moléculaire &
n/e = 202, ce qui suggére la présence d'un acétate (confirmé par le pic
a m/e =160, perte de ce méme acétate) mais aussi la présence d'une fonction
oxygénée. L'absence de coupure a m/e = 186 qui pourrait provenir d'une
rupture N-O permet de penser que la fonction N-oxyde n'existe pas. Par
contre nous observons une fragmentation & m/e =131 typique des quinoléines

substituées en 3.

A la suite de ces données on peut écrire les deux structures

les plus probables a et b.
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e AC
NH, N7
- OAc X OH
NZ =
a ; b,
58

L'étude du spectre de RMN a 270 MHz dans le DMSO deutérié
montre un singulet a 2,11 ppm, intégrant pour trois protons, ce qui con-
firme l'existence d'un groupement acétate. Le singulet & 8,56 ppm intégrant
pour un proton est caractéristique du C2—j lorsque le carbone en position

3 est substitué.

Notons l'existence des deux signaux échangeables intégrant
chacun pour un proton a 9,86 et 9,73 ppm. Cette nouvelle donnée permet
d'éliminer la structure a. Les protons aromatiques résonnent sous forme

-

de deux doublets a 7,86 et 7,77 ppm pour Cs—ﬁ et Cg—ﬁ alors que le multi-

plet & 7,46 intégrant pour deux protons est attribué a C6—E et C7—§.
. H\N/AC
4
OH
6 A
7 =9
8 1
H_2 H6 . H
58 '

OH NH

agm 10 9 8 T
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La valeur élevée du déplacement chimique du C

le blindage du C

2—§ ainsi que

8—5 sont en faveur d'une structure sans fonction N-oxyde.
Le déblindage important des signaux échangeables est en accord avec une

liaison amide.

L'ensemble de ces résultats est en faveur de la structure

o

A cjdté de ce produit nous avons mis en évidence un produit
trés nettement minoritaire dont les caractéristiques spectrales et la
polarité pourraient correspondre & un N-oxyde de 1'amino-4 éthoxy-3 quino-
léine (méme polarité en CCM; temps de rétention et rapport d'absorption
a deux longueurs d'onde en CPLH voisins de ceux observés pour le dérivé

méthoxylé 57).

De nombreux autres produits sont également formés dans la
réaction mais ils n'ont pu étre isolés ; on observe également la formation

de diméres comme dans la réaction avec le méthanol.

En_conclusion, le produit 58 formé majoritairement lors

de cette réaction se retrouve avec des pourcentages variables dans bon
nombre de réactions du diacétate 3. Jusqu'a présent nous n'avons pas d'in-
terprétation pour sa formation qui implique notamment -la perte de la fonc-

tion N-oxyde. Cet aspect mécanistique sera discuté plus loin (p.87),
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3. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC LE TRIFLUOROETHANOL :
Nitroso-4 quinoléine 6 ; acétylamino-4 hydroxy-3
quinoléine 58 ; azo ou azoxyquinol&ine 51b :

Le dérivé diacétylé 3 est dissous dans une solution de tri-
fluoroéthanol (12 x 10—3M). La dilution ne semble pas\influencer la réac-
tion comme dans le cas du méthanol ol la formation des diméres augmente
avec la concentration. Le mélange réactionnel est complexe ; la solution
est évaporée aprés la disparition totale du diacétate de départ 3
(24 heures). Si on n'arréte pas la réaction le mélange continue & évoluer

au cours du temps.

(o]
@fj-—-»ctﬁ 20 - Q0C
~ P RN
s
Ad: o~
3 §_§_ E 51b
31v
6
58
365nm 365nm
6
51b
' N
| | S | 1 ] | min 1 S ! { min
o 2 8 14 o 2 8 14 '

Spectres de CLHP a £ = 5mn et & =21 A,



6
58 51b
ny 6 nm
365nm 365 58
o ' A
N TR TN U IO B A TN SRS N N B min
0 2 g 14 0 2 8 4

Spectres de CLHP a £ = 48 h et 1 = 8 jouns.

La séparation se fait sur colonne de silice. Trois composés

ont pu &tre isolés et identifiés

a) Nitroso-4 quinoléine 6 :

L'élution de la colonne par le chloroforme permet d'obtenir
le produit instable qui disparait au cours du temps. Sa structure a é&té
établie par spectrométriesde masse et de RMN. L'étude du spectre de masse
montre un pic moléculaire a M* = 158 qui pourrait correspondre a la
nitroso~4 quinoléine 6. On observe les mémes coupures que celles obtenues
a4 partir de la nitroso-4 quinoléine 6 de référence (synthéses décrite dans

le chapitre précédent p.30).

La comparaison du spectre de RMN dans le chloroforme deu-
térié avec celui de la nitroso-4 quinoléine 6 obtenue par synthése (60)
montre que les deux spectres sont superposables ; les deux doublets inté-
grant chacun pour un proton a 9,13 et 6,12 ppm sont attribués respecti-
vement aux protons C_-H ef CS—E ; les deux multiplets localisés a 9,70

-H et C

2

et 8,30 ppm correspondraient respectivement au C -H.; on n'observe

5 8

pas de signaux échangeables,



“it

Une preuve supplémentaire vient a l'appui de cette struc-
ture ; nous savons que la nitroso-4 quinolé€ine 6 réagit avec le di-
méthyl-2,3 butadiéne-1,4 (60), le produit dont la masse est de M- 158
a été dissous dans le trifluoroéthanol en présence de butadiéne et le mé-
lange a été étudié par CLHP ; un nouveau signal apparait sur le chromato-

gramme alors que le signal correspondant au produit de départ a disparu.

L0
N/
~ N
+ —Pis
N/ = N

o

» 7/ [

b) Acétylamino-4 hydroxy-3 quinolé&ine 58 :

Le Jeuxiéme produit est isolé en trés faible quantité. Ses
caractéristiques en CCM, CLHP et son étude par spectrométrie de masse
montrent qu'il est identique au produit 58 isolé dans la réaction du
dérivé diacétylé 3 avec 1'éthanol. Nous en conclucns que ce produit pos-

séde la structure suivante :
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¢) Azo ou azoxydiquinoléines 51b :
Un troisiéme produit a été isolé dans le trifluorcéthanol.

Sa structure a été établie d'aprés 1'étude par spectromdtrie de masse.

I1 s'agit d'un produit de masse moléculaire élevée résultant
de la dimérisation de N-oxyde de quinoléine. Nous observons une série
de pics m/e =316 (MY) ; 300 (MT-16) ; 284 (M'-2x16). Il y a perte de deux
atomes d'oxygéne. Les coupdres a4 m/e = 158-144-129 sont caractéristiques

des quinoléines.

Ces données correspondent & celles décrites dans la litté-
rature pour des diméres de quinoléine (obtenus par traitement du 4-HAQO
2 en milieu basique {(62)) auxquels les auteurs ont attribué les structures

possibles suivantes

{o) *' (O)\;\l .

N/ N N ——

/‘ N | N N Ny
N N/ \.N ,/ P \N 7N
l l
(&) by (b (5)

Les autres produits formés dans le trifluoroéthancl n'ont

pu étre isolés en quantité suffisante pour en établir la structure.

En conclusion : le trifluoroéthanol n'est pas un bon

nucléophile ; nous n'avons pas identifié dans le milieu de produit de fixa-

tion du groupement trifluoroéthyle sur la quinoléine.
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ZN CONCLUSION 1la réaction du dérivé diacétylé 3 avec les

alcools conduit & de nombreux produits. Parmi les composés isolés, on peut

noter

1. Des produits de fixation de l'alcool sur la quinoléine

possédant encore une fonction N-oxyde 57.

2. Un produit de réarrangement ayant perdu la fonction

N-oxyde : 58.

3. La nitroso-4 quinoléine 6.

4. Des diméres déja connus dans lesquels les noyaux

sont liés ou non au niveau des atomes de carbone C3 i bl
59.
H AC

NHZ . \N/

N OCH, [ OH

= =

N+ :

I

0~

57 58 6

(0) ,(O)
N =" N Ni=e=— N

LD &
PO RSS PRGN
N N NT N

(o) (o) |

59 ~ 51b

——

Nous discuterons p.85le mécanisme possible de ces réactions.
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B, REACTIVITE AVEC LES INDOLES :

1. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC LE METHYL-2 INDOLE 61
DANS LE METHANOL : N-oxyde de 1'amino-4 (méthy1-2 indolyl)-3
quinoléine 62 : '

L'indole 60 est un bon nucléophile, ses propriétés chimiques

fondamentales découlent essentiellement des structures mésoméres suivantes:

La délocalisation de la paire d'électrons de 1l'azote hétéro-
cyclique sur le systéme T accroit la densité électronique sur les atomes
de carbone cycliques (particuliérement sur le carbone en rosition 3 qui
va constituer le meilleur site pour la substitution é&lectrophile). Ceci
nous a amené & retenir ce systéme pour étudier sa réactivité avec le

diacétate 3.

Cependant certaines réactions pouvant s'effectuer sur le
carbone en position 2, nous avons choisi d'utiliser le méthyl-2 indole

61 plutdt que 1'indole 60 lui-méme.



La réactivité du dérivé diacétylé 3 vis-a-vis du méthyl-2
indole 61 a été étudiée dans trois solvants différents, le méthanol,
1'éthanol et le trifluoroéthanol. Une réaction se produit dans les trois
solvants, mais dans 1'éthanol et le trifluoroéthanol le nombre de produits
est beaucoup trop élevé pour que l'on puisse envisager une séparation.
Par contre dans le méthanol la disparition du dérivé diacétylé 3 est rapide
('trois jours a température ambiante et a ltobscurité) et les produits
de réaction sont en quantité moindre. Toutes ces réactions ont été suivies
par CLHP. On utilise des solutions diluées l,‘9 X lO—BM afin de limiter les

réactions secondaires.

D
o,

365nm

l i l min

Spectre de CLHP ait =3 jours

(Le produit 61 n'absorbe pas a cette longueur'd'onde).
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La grande difficulté réside en la séparation des produits
de réaction : seule une chromatographie sur colonne de silice utilisée

sous basse-pression (Duramat) nous a permis de séparer les produits.

a) N-oxyde de 1'amino-4 méthoxy-3 quinolé&ine 57 :

Comme prévu nous retrouvons ce produit de réaction du méthanol
lui~-méme sur le diacétate 3. Il est formé avec un rendement voisin de 30%

(voir p.34).

b) N-oxyde de 1'amino-4 (méthyl-2 indolyl)-3 quinoléine 62:

Ce produit isolé avec un rendement voisin de 20 % est une
poudre jaune dont la structure a été élucidée grice a la RMN 270 MHz et

la spectrométrie de masse haute résolution.

Le spectre de masse révéle la présence d'un pic moléculaire
a M =289 qui correspondrait & une amino-4 quinoléine mono-oxygénée conden-
sée avec un méthyl-2 indole 61. La coupure & m/e = 273 (M* 16) confirme
la présence d'un oxygéne ; la coupure m/e = 130 correspond au méthyl-2
indole 61 lui-méme et les coupures 144-128 sont caractéristiques de

l'amino-4 quinoléine 8.

Trois structures sont donc possibles

N
"\\N X 2.
<
X SHa
.’.
N/
-
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Le spectre de RMN a 270 MHz* mesuré dans le DMSQO deutérié
montre un singulet a 8,02 ppm intégrant pour un proton ; ce signal est
caractéristique du proton en position 2 de la quinoléine. Nous avons noté
la présence de deux signaux échangeables, & 6,11 et 11,3 ppm intégrant
respectivement pour deux protons et un proton, que nous avons attribués
aux fonctions NH2 de la quinoléine et N'H du méthyl-2 indole. Ces infor-
mations sont en faveur de la fixation du méthyl-2 indole/@i sur le carbone

3 de la quinoléine.

La fonction méthyle du méthyl—2 indole résonne a 2,24 ppm
sous forme d'un singulet intégrant pour trois protons. Les deux doublets
a 8,46 et 8,28 ppm sont attribués au C8-§ et C
a 7,75 et 7,50 ppm au C_-H et C

5—5 et les deux triplets

7 G_E de la quinoléine et ceci par comparaison

avec le spectre du N-oxyde de l'amino-4 quinoléine 7 dans lequel nous
trouvons les valeurs suivantes pour'Ca-ﬁ et C.~H : 8,45 et 8,21 ppm et

7,70 - 7,50 ppm pour C7—ﬂ et Cs—ﬂ (63).

5

-

Le reste du spectre comporte deux doublets a 7,28 et
7,11 ppm qui correspondraient au C'4—§ et C'7—§ de 1l'indole et deux tri-

plets a 8,05 et 6,83 ppm que nous attribuons au C'S—E et C' .~H. Ces valeurs

6
sont trés proches de celles des protons du méthyl-2 indole 61 lui-méme

dans le DMSO deutérié.

NH,

ppm

¥* . . e e 7 . -
Pour des raisons de simplicité nous avons conservé les numérotations généralement

utilisées dans les séries de ltindole et de la quinoléine en affectant du signe "prime®

les atomes du noyau indole.
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On peut conclure que la structure la plus probable est la

structure 62b correspondant a un N-oxyde de l'amino-4 (méthyl-2 indolyl)-3

quinoléine.

c) Un troisiéme produit a été isolé. C'est une poudre

de couleur jaune vif qui a tendance a cristalliser. .

Dans le spectre de masse de haute résolution on voit le
pic moléculaire a MY~ 418 avec une coupure m/e = 402 (M+-16) qui pourrait
correspondre a une amino-4 quinoléine (M+= 144) condensée avec deux molé-
cules de méthyl-2 indole 61 (2 x 130). La coupure m/e= 273 correspondrait
a4 la perte d'un méthyl-2 indole 61. La présence des coupures m/e = 144,
131, 128 sont caractéristiques de la quinoléine et la coupure m/e = 130

appartiendrait au méthyl-2 indole 61.

Ces données seraient en faveur d'une structure impliquant
deux molécules de méthyl-2 indole fixées sur une amino-4 quinoléine mono-
oxygénée. Nous ne pouvons pas préciser davantage la structure avec les

résultats dont nous disposons actuellement,

Réaction du monoacétate 4 avec le méthyl-2 indole 61

Comme pour le N-oxyde de 1'amino-4 méthoxy-3 quinoléine
57, nous avons envisagé la possibilité d'une réaction passant par l'inter-

médiaire du dérivé monoacétylé 4.

Nous avons donc ajouté au monoacétate 4 préparé in éitu
une solution méthanolique de méthyl-2 indole 61. Du milieu réactionnel
trés complexe nous avons pu extraire et caractériser le composé 62 a obté
du dérivé méthoxylé 57. Le monoacétate 4 pourrait donc bien constituer

un intermédiaire dans la formation de 62.
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2. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC LE METHOXY-5 METHYL-2 INDOLE
63 DANS LE METHANOL : N-oxyde de 1'amino-4 (méthoxy-~5 méthyl-2

indolyl)-3 quinoléine 64 :

Dans le but de généraliser la réaction nous avons choisi

un indole susbstitué, le méthoxy-5 méthyl-2 indole 63.

Nous avons utilisé les mémes conditions que celles employées

pour la réaction du diacétate 3 avec le méthyl-2 indole 61 (1,9 x 10—3M).

Au bout de trois jours le milieu réactionnel est évaporé

et séparé sur colonne.

La réaction est beaucoup plus complexe que dans le cas

précédent.

o7

64 /F/_@/ocn,
365 nm CH; ™N |

| ] L. min
14

N
0o 2

Q0 -

Spectre CLHP G & = 3 journs

(Le produit 63 n'absorbe pas & cette longueur d'onde).
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Nous avons isolé et caractérisé un seul produit (5%) sous
forme d'une poudre jaune. Son étude par spectrométrie de masse haute résolu-
tion montre un pic moléculaire a M+ =319 avec une coupure (M+m16) ce qui
suggére que le méthyl-2 méthoxy-5 indole 63 s'est fixé sur une amino-4
quinoléine mono-oxygénée comme dans le cas du méthyl-2 indole 61. Nous
retrouvons par ailleurs la coupure m/e =273 qui laisse penser que la molé-

cule a perdu sa fonction oxygénée et méthoxylée.

Le spectre de RMN enregistré a 270 MHz rappelle celui du
N-oxyde de 1'amino-4(méthyl-2 indolyl)-3 quinoléine 62.

Seule 1la parfie attribuée aux protons aromatiques du métho-
xy-5 méthyl-2 indole 63 a subi des modifications. Nous avons maintenant
uﬁ doublet, & 7,20 ppm intégrant pour un proton, qui correspond au
C'7~J, un singulet a 6,57 ppm intégrant pour un proton et gue nous attri-
buons au C'4w§ ainsi qu'un multiplet a 6,63 ppm intégrant pour un proton

et Gue nous attribuons au C'6—§.

Les signaux qui correspondraient aux protons de la partie

aromatique de la quinoléine sont présents entre 8,40 et 7,40 ppm.

Les deux signaux échangeables sont visibles & 11,15 et
6,13 ppm. Ces signaux sont superposables & ceux de 62, le produit de con-

densation du méthyl-2 indole 61 avec la quinoléine.

Les fonctions méthyle et méthoxy de l'indole résonnent sous
la forme de deux singulets intégrant chacun pour trois protons a 2,18 et

3,59 ppm.
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Nous proposons la structure suivante pour ce produit.

CONCLUSION :

De iagon trés comparable a ce qui est observé dans la réac-
tion avec le méthanol, le diacétate 3, tout comme le monoacétate 4 réagis-
sent avec les indoles pour conduire a un produit de substitution ol le
nucléophile - ici le noyau indole - est fixé sur l'atome de carbone C

3
de la quinoléine.

[

‘Luaij
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C. REACTIVITE AVEC LES BASES ET LES NUCLEOSIDES :

Un des buts essentiels de notre travail est 1'étude de la
fixation sur les bases nucléiques du dérivé diacétyle 3, en quantité suffi-
sante pour faire les é&tudes physico~chimiques et étudier, si possible,
le mécanisme de la réaction. Sachant que~des adduits de la nitro-4 quino-
léine 1 avec la guanine et l'adénine ont.déja été mis en évidence (56,57)
nous nous sommes intéressés & ces 2 bases ; dans une premiére approche,
nous avons utilisé la propyl-9 adénine 65 et la propyl-9 guanine. L'azote,
en position 9, est bloqué par la fonction propyle par similitude avec les
nucléosides. Notons que le dérivé propyle constitue une fonction plus
simple gque le ribose, et en plus elle rend ces dérivés plus solubles dans

les solvants organiques que les nucléosides correspondants.

Nous avons étudié la réactivité de ces deux bases avec le
diacétate 3 dans différents solvants tels que le méthanol, 1'éthanol, le
trifluorcéthanol, le mélange acétone-eau 8/2, le dioxane, l'acétonitrile

et le diméthylformamide. Toutes ces réactions ont été suivies par CLHP.

La propyl-9 adénine 65 réagit avec le dérivé diacétylé 3
dans le trifluoroéthanol, nous étudierons cette réaction en détail plus
loin., Par contre nous n'avons pas mis en évidence de produit de réaction
entre la base et la quinoléine dans les autres solvants. La propyl-9 gua-
nine ne semble réagir dans aucun de ces fsolvan{:s ; la guanine étant une
molécule cible affirmée du cancérogéne,. nous avons essayé de la faire
réagir avec le dérivé monoacétylé 4 en espérant que la réaction soit pius
favorable qu'avec le dérivé diacétylé 3. Nous n'avons pas pu mettre en
évidence de réaction propre. Nous ncus somnes donc limités & ces expérien-

ces préliminaire dans cette série.
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1. REACTION DU DERIVE DIACETYLE § AVEC LA PRQPYL-Q ADENINE §§ : %
amino-12 quino]ino[Z',3': 5,@ , imidazo[j,z—ﬂ propyl-3 purine 66:

Le diacétate 3 est dissous dans 1le trifluoroéthanol

(19 x lO—sM), on ajoute ensuite la propyl-9 adénine 65. La réaction est

suivie par CLHP.

66
'51b
365nm
(W,
M
N N N S A B
0 2 8 14

Spectre CLHP a £:=24 h

~

*  fa nomenclature systématique conduit 3 désigner-le composé 66 comme indiqué, néanmoins
dans l'analyse du spectre de RMN nous considérerons la molécule comme étant constituée du
noyau de la quinoléine et de 1'adénine. Nous utiliserons la numérotation usuelle de ces sys-

times en affectant des signe "prime" les atomes de 1'adénine.
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Au bout de 24 heures le diacétate 3 a disparu, la réaction
est arrétée. La séparation sur colonne de silice du brut réactionnel permet
d'isoler un produit nouveau 66 qui s'avére trés peu soluble dans l'eau et
dans les solvants organiques ainsi que trois autres produits connus 6, 58,

51b.

(o)
H\N/Ac NO \N /=N
(Iﬁ N @f\j \ @
+ +
Z N7 NZ NN
N-— QOAc ’
8 & b 51b
l —>
N
| NH,
0

N R
Ac N NH, - /
§. N N\ \ N N/" / N
NZ N\_— \ ) ou L )
N

66 R = propyle

Le rendement de formation du produit 66 est de 15 % environ.
I1 est trés probable que le rendement réel soit plus élevé, car il est dif-
ficile d'estimer les pertes durant la séparation de petites quantités de

l'ordre de 150 mg.

L'étude du spectre de masse de haute résolution montre un

-

pic moléculaire a M* = 317 qui correspondrait a la fixation de la propyl-9
adénine 65 (M+= 177) sur une amino-4 quinoléine 8 (M+==144) avec la forma-

tion de deux liaisons covalentes.

Le spectre comparé a ceux des produits de fixation du métha-
nol et des indoles sur le diacétate 3 présente deux nouveautés : 1'absence
de la fonction N-oxyde (pas de pic M"-16) et la formation de deux liaisons

covalentes.

On peut écrire un certain nombre de structures répondant
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a ces exigences dont notamment les 4 suivantes :

NZ AN
2 = b
NH,
N n | NH N R
. \ /)
\-:‘; g N/ N
d
a 66 =

—_— R = propyle
Le spectre de RMN mesuré & 270 MHz dans le DMSO a 60°C (afin

d'augmenter la solubilité du produit et la résolution du spectre) limite

les structures possibles aux deux suivantes 66c et 66d.

Les signaux correspondant aux protons de la chaine propyle
(4,24 ppm, 1,88 ppm, 0,86 ppm) confirment la présence de la propyl-9 adénine

65 dans la molécule.

Les deux hydrogénes de 1l'adénine en position 2' et 8' sont
visibles sous la forme de deux singulets, intégrant chacun pour un proton
a 9,37 et 8,27 ppm (le pic a 8,27 a pu étre attribué de mani&re non ambigue
a l'hydrogéne porté par le carbone C'8, par la réaction d'échange décrite

(p. 65)).
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Ces deux protons, qui conduisent a un signal dans le cas
de la propyl-9 adénine 65 substituée, sont séparés ici par 1,1 ppm. Des
cas comparables sont rapportés dans la littérature. LEONARD et Coll (64)
on décrit des valeurs proches pour les hydrogénes en position 2 et 8" dans
1'éthéno-adénosine 42 : 9,46 et 8,86 ppm (spectre mesuré dans l'eau lourde).
Les atomes d'hydrogéne 2 et 5 de 1'é&théno-adénine méthylée en 9,40 (32) appa-

raissent a des valeurs de 9,53 et 8,60 ppm (spectre mesuré dans le DMSO-acé-

tone).

J

S T 7

Les deux doublets a 8,36 et 7,91 ppm sont caractéristiques

du C_.~-H et C-H de la quinoléine Le triplet & 7,58 ppm est attribué au

5 8

CG—E ou C7—ﬁ de la méme quinoléine. Le multiplet & 7,35 ppm intégrant pour

3 protons est simplifié aprés l'addition d'eau lourde, il ne subsiste qu'un

triplet intégrant pour un proton probablement celui qui se trouve en posi-
tion 7 ou 6.

La partie échangeable correspondrait alors & une fonction

Nﬂz. La structure a ne peut pas convenir car elle ne présente pas de

fonction é&changeable, on ne retrouve pas non plus dans le spectre de

signaux correspondant a C,-H ou C

2
probables restent donc 66c ou 66d.

3—§ de la quinoléine. Les deux structures

# Lz numérotation utilisée correspond A celle du cycle de 1'adénine bien que 1la

nomenclature systématique conduirait & numéroter ces positions respectivement 2 et 5.
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Deutériation de la propyl-9 adénine 65.

Réaction avec le diacétate 3

Sachant que l'atome d'hydrogéne en position 8 de l'adénine
est susceptible de s'échanger avec 1l'eau lourde, il était intéressant de
préparer un adduit quinoléine/propyl-9 adénine 66 qui serait deutérié en
cette position, La comparaison du spectre de RMN de ce produit deutérié
avec son analogue non deutérié permet d'attribuer de manidre non ambigile

les pics ds a Cé—ﬁ et Cé-—l_{.

Nous avons traité la propyl-9 adénine 65 dans 1l'eau lourde
a pH = 7 & une température voisine de 80°C en suivant la cinétique de
1'échange H-D par spectrométrie de RMN : au départ le spectre de la
propyl-9 adénine 65 montre un singulet unique & 7,36 ppm intégrant pour
deux protons attribuables aux deux hydrogénes H., et H_.. Aprés 7 heures de

2 8

chauffage 1'échange de 1l'hydrogéne H est totale, le pic observé intégre

pour un seul proton. °

La propyl-9 adénine 65' ainsi formée a été dissoute dans
le trifluoroéthanol en présence du diacétate 3 ; le mode opératoire suivi
est identique a celul utilisé lors de la réaction de la propyl-3 adénine
65 avec le diacétate _3_.>La séparation sur colonne de silice fournit une
poudre jaune dont le spectre de masse haute résolution montre un pic molécu-
laire & M' = 318 (& comparer a une masse de 317 observée pour le composé
66) .

L'étude du spectre de RMN indique la présence d'un singulet
a 9,4 ppm alors que le singulet a 8,27 ppm a disparu. Le reste du spectre

est identique a celui du produit 66 non deutérié, nous pouvons conclure

que le singulet a 8,27 ppm qui a disparu correspond au C'B—ﬂ.



Acétylamino~12‘propyl—3 quinolinoré',3’ : 5,4]imidazo [i,Z—ﬂ

purine 67 :

Pour apporter une confirmation & la structure proposée, nous
avons tenté de préparer un dérivé acétylé 67 de la fonction amine en posi-

tion 4 en traitant 66 par 1l'anhydride acétique dans l'acide acétique.

L'étude par CLHP et par CCM montre un produit nouveau que
nous avons identifié par spectrométrie de masse. Le pic moléculaire
mt = 359 correspond & la fixation d'une fonction acétyle. Nous retrouvons

la coupure a m/e =317 et toutes les autres coupures du produit non acétylé.

Le produit de départ 66 n'a cependant pas complétement réagi
et nous n'avons pas réussi & purifier le produit acétylé pour 1l'étudier par

RMN (par manque de produit).

NHAc NHAc /= /R
N
N N\ t\\w N N / )
ou /
NN\ a NZ N

R = propyle

Dans le but de préciser le mécanisme de formation du produit
de fixation de la propyl-9 adénine 65 sur le cancérogeéne il était utile de
savoir si la base réagit directement avec le diacétate 3 ou si unvproduit
de décomposition est mis en jeu a un stade quelconque de la réaction
soit le dérivé monoacétylé 4 qui se formerait a partir du diacétate 3,

soit la nitroso-4 quinoléine 6 qui se forme dans le trifluoroéthanol.
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a ) Réaction du dérivé monoacétylé 4 avec la propyl-9 adénine 65.

On ajoute au dérivé monoacétylé 4 la propyl-9 adénine 65
en solution dans le trifluoroéthanol et on suit 1'évolution de
la réaction par CLHP : & aucun moment n'apparait le signal cor-

respondant & l'adduit quinoléine-adénine 66.

B ) Réaction de 1la nitroso-4 quinoléine 6 avec la propyl-9

adénine 65.

L'étude par CLHP de la réaction du dérivé diacétylé 3 dans
le trifluoroéthanol montre que la nitroso-4 quinoléine 4 apparait
au début de la réaction puis disparait au cours du temps.

Nous avons fait réagir la nitroso-4 quinoléine 6 synthé-
tisée au laboratoire (p.30 ) avec la propyl-9 adénine 65 dans
le trifluoroéthanol et nous avons suivi la réaction par CLHP
et par RMN. Le dérivé nitrosé 6 se décompose au cours du temps
et les pics qui apparaissent dans le spectre ne correspondent

pas a l'adduit quinoléine-adénine 66.

En conclusion : la réaction de la propyl-9 adénine 65 sur

le diacétate 3 semble suivre un chemin différent de celui observé lors

de la réaction du méthanol ou des indoles avec ce méme dérivé 3.

On constate que la molécule 66 possédant la chaine propyle
ne cristallise pas . Nous avons été amenés & préparer le dérivé méthylé
correspondant 68 pour étudier ses possibilités de cristallisation, dans

l'espoir d'élucider définitivement la structure par radiocristallographie.

Nous avons répété la réaction dans les mémes conditions
que pour le dérivé 66 porteur de la chaine propyle. La réaction est plus
complexe, la séparation est plus difficile et le rendement nettement infé-
rieur. Le produit obtenu posséde bien la structure attendue comme 1'indique

notamment la spectrométrie de masse haute résolution. Le pic moléculaire
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~

a M+=289100rrespond a la condensation de la méthyl-9 adénine 38 avec une
amino-4 quinoléine 8 avec la formation de deux liaisons covalentes. Il
s'avére que ce produit ne cristallise pas quelles que soient les conditions

que nous avons utilisées. Nous n'avons pu exploiter plus avant ce produit.

R
NH, NH, FN /
N /N
/' X N )
. /,
- N/ ou N/ N
R = CHS

2. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC L'ADENOSINE 69 : amino-12
ribofuranosyl-3 quinolino [2',3' : 5,4] imidazo [:1,2—1']
purine 70 :

Nous nous sommes ensuite tournds vers 1'é&tude de la réacti-
vité du diacétate 3 avec 1l'adénosine 69. Se pose alors un probléme de solu-
bilité. La concentration maximale que 1l'on peut atteindre dans le tri-
fluoroéthanol, en chauffant la solution & 30°C n'a pas dépassé 15 x 1073 .
Le diacétate 3 est ajouté ensuite en quantité stoechiométrique. La réaction

est suivie par CLHP, elle est compléte au bout de 24 heures. .
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La séparation sur colonne de silice permet d'isoler 6, 58 et
51b. Outre ces trois produits connus (formés dans le trifluoroéthanol), nous
avons séparé une fraction contenant un produit nouveau 70 et 1'adénosine 69

n'ayant pas réagi.

Parmi les différentes techniques de séparation}que nous avons
essayées seule la cristallisation fractionnée acétate d'éthyle-méthanol 6/4
nous a permis d'obtenir le produit pur. Notons que c'est un produit trés

peu soluble dans 1l'eau et les solvants organiques.

L'étude du spectre de masse haute résolution montre un pic
moléculaire & M' = 407 qui correspondrait & la condensation d'une molécule
d'adénosine 69 (M+= 267) avec une amino-~4 quinoléine 8 (M+= 144) avec la

formation de deux liaisons covalentes.

L'étude par spectrométrie de RMN & 270 MHz (en chauffant a
60°C pour dissoudre le produit) montre un spectre dont la partie correspon-
dant & la quinoléine et & l'adénine est presque identique au spectre du
" produit de fixation de la propyl-9 adénine 66 ; seul le signal du proton
en position Cé«ﬁ de l'adénine est déblindé du fait de la proximité du

ribose.
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Les 3 fonctions hydroxyles et les 6 protons du ribose sont
présents, leur valeur est en accord avec celle trouvée dans la littérature.
Les 2 doublets échangeables a 5,34 et 5,00 ppm sont attribués respectivement
a C”Z—Oﬂ et CHS_OE’ le +triplet & 4,86 ppm également échangeable est attri-
bué a C"S—Oﬂ. Le doublet le plus déblindé & 6,05 ppm correspond au C”l—ﬂ.
Les protons en position C"2-§ ; C”S—'_}j et C"4—~§ résonnent sous forme de 3
multiplets & 4,53 ; 4,16 ; et 3,95 ppm. Les deux multiplets a 3,64 et

3,57 ppm, correspondent aux deux protons de la fonction C"5-52 du ribose’

Nous pouvons conclure sans aucune ambiguité que l'adénosine
69 réagit avec le cancérogéne de la m@me maniére que la propyl-9 adénine

65 pour donner un produit de structure comparable.

NH,
N
ou P N\ \ ~
N N Y
\
\’:\\ ®
10 R = ribose

En résumé tous les dérivés de l'adénine étudiés réagissent
de la méme maniére avec le diacétate 3. Les produits obtenu: correspondent
a une double attaque mettant en Jjeu les atomes d'azote nucléophiles 1 et
6. Toutes les données structurales des produits de réaction concordent mais

elles ne permettent pas de choisir entre les deux types de structures

*  Dans la numérotation utilisée pour décrire 70, les atomes de la partie adénine sont

affectés du signe "prime" ceuxdu ribose du signe "seconde", ceux de la quinoléine ne portent

pas d'indice.
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3. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC L'AMINO-2 PYRIDINE 71 :
N-oxyde de 1'amino-4 (amino-2 pyridiny1)-3 quinoléine 72:

Nzus avons conclu précédemment que 1l'adénine réagit avec la
quinoléine par ses deux fonctions : l'azote hétérocyclique en position 1

et 1l'amine en position 6.

Dans le but de confirmer cette hypothése et de généraliser
cette réaction, nous avons fait réagir le diacétate 3 avec 1'amino-2 pyri-
dine 71, composé bifonctionnel, comportant une fonction amine en a d'un
azote cyclique et jouant en quelque sorte le réle d'un analogue structural
de l'adénine.

Le diacétate 3 et l'amino-2 pyridine 71 soni dissous dans
“u)

NH _
g?--——OAc 2 NH, ]‘\ \// /)
e ‘}w’ N ’ NN N/ N/
i
N

le trifluorocéthanol (2 x 10
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Spectre de CLHP a £ = 10mn et & = 5 h.

Le produit majoritaire qui apparait, au début de la réaction,
sur le spectre de CLHP est le dérivé moncacétylé 4. La réaction évolue

rapidement et est terminée au bout de 5 heures. La séparati ~ se fait sur

gel de silice,

a) N-Oxyde de 1'amino-4 (amino-2 pyridiny1)-3 quinoléine 72:

Une poudre jaune a été isolée. Son étude par spectrométrie

- : . PO DA DU o .
de masse haute résolution montre un pic moléculaire & M = 252 qui corres-
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pond a la condensation d'une amino-2 pyridine 71 sur une amino-4 quinoléine
mono-oxygénée. La coupure a m/e = 236 (M+-16) confirme la présence de

l'oxygéne sur la molécule. Ceci nous permet de proposer deux structures

A et B.

o)
/s
NH! \ NHz “
|

+ ~ — -+ -~
—b'; _hl‘ \\'/___“\

A 0

- 72 8

~

Le spectre de RMN a 270 MHz nous a permis d'identifier ce
produit et de lui attribuer la structure B. Le singulet & 8,55 ppm caracté-
ristique du C2—I_1_ est en faveur de la fixation de l'amino-2 pyridine sur

ie carbone en postion 3 de la quinoléine.

Notons aussi la présence de deux signaux échangeables 2a
8,26 et 6,47 ppm, intégrant respectivement pour un et deux protons, que
nous avons attribués au N'H de la pyridine et & la fonction amine en 4 de

la quinoléine.

NH
H-2
i2 H-7
H.8 H-4
H-5
H{6° H..ﬁé
| !
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Les protons en position 8 et 5 de la quinoléine résonnent
sous la forme de deux doublets a 8,42 et 8,22 ppm alors que le proton en
position 6 résonne sous forme d'un triplet a 7,63 ppm. Le doublet a 6,73
ppm  correspond au C'3—§ de la pyridine alors que le doublet déblindé a
8 ppm est attribué au C'6~E en position par rapport a l'azote hétérocy-

clique.

La technique de 1l'irradiation nous a permis d'identifier
les autres protons.

-

Lt'irradiation du triplet & 6,66 ppm entraine la disparition
du doublet correspondant au C'G—E et la formation d'un singulet, ce triplet
est donc attribué au C'S—ﬁ.

L'irradiation du C'S—ﬁ et C‘S—E de la pyridine entraine la

~

modification du multiplet a 7,57-7,45 ppm intégrant pour deux protons,

il est &zalement modifié aprés 1l'irradiation du CS—Q et C7~§ de la quino-
léing, ce multiplet est donc attribuable au C’A—E de la pyridine et au

C7»ﬂ de la quinoléine.

D'aprés ces données spectroscopiques nous proposons deux

structures a et b.

N
/

NH, NH, @

A
\
= Xy B \> AN \l
N i +T/ — T/ \{'\7/\\
"o o .

a by

72 - —
Les valeurs des déplacements chimiques des protons du produit
72 sont comparées avec ceux de l'amino-2 pyridine 71. Ils ot trés peu
différents. Seul N'-H du 72 est fortement déblindé : 8,26 ppw au lieu de

4,75 ppm,

Par ailleurs la valeur du déplacement du proton en position
£ est presque toujours la méme dans le cas de l'amino-2 pyridine 71, de

Iralkylamino—2 pyridine 73 et du produit 72 (8,09~ 8,07 et 8,00 ppm)} alors
que ce proton est blindé dans le cas de-la N-méthyl oxo-2 pyridine 74

(7,31 ppm).
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Hg H4 HS H6
4
5 ' 33
€ N/ NH, 6;51 . 7’u2 636“ 8909
71
CDCl, (65)

B!
N/ NH 6!’"5 7136 6’45 8707

CDC|3(66) ——

CL
O 6,57 7,26 6,15 7,31

CDCI4 (67)

| AN NH,
N/ N~
e 6,73 7,45 6,66 8,00
I
o

12

DMSOd6

Comparaison des valeurs de déplacement chimique. (ppm)
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Z I Hy Jab =7 Hz (68)
H J = 8~10 Hz

a cd

@Hb Jab = 4——5,7 Iz
w g
NZ~H, | Jpo = 7-9 Hz
[ N Jab = 5 Hz
~ cd = 9 Hz

Comparnaison des valewrs de constantes de couplage.

Cez données sont en faveur d'une structure de type b plutdt
que ¢, La comparaison des valeurs des constantes de couplage va dans leg

méme sens : la faible valeur observée pour une des constantes égale & 5Hz

n'est compatible qu'avec une structure de type aminopyridine b

b) Nous avons isolé un deuxiéme produit peu polaire et
peu soluble {(comme 1l'adduit avec 1'adénine §§) dont 1'étude en spectro-
métrie de masse montre un pic moléculaire a M+ = 234 quil pourrait corres-
pondre a la condensation de 1'amino-2 pyridine 71 avec une amino-4 quino-

léine 8 avec la formation de deux liaisons covalentes comme dans le cas

de 1l'adduit avec l'adénine 66. Nous ne disposons paé actuellement de

quantité suffisante de produit pour en faire 1'étude par RMN.
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La structure de ce produit est probablement identique a celle

de 1l'adduit avec l'adénine 66.

TP NH,
N N@ AT
/ N\

c) Azoxydiquinoléines 5lc

Le *roisiéme produit iscolé se présente sous la forme d'une
s . - . +
poudre rouge. La spectrométrie de masse montre un pic moléculaire M =

332 correspondant & la condensation de deux quinoléines liées par leur

fonction amine en 4 ; la molécule est trioxygénée. Les différentes coupu-
res & m/e = 316, 300 et 284 correspondent A la perte successive des oOXy-—
génes.

Ce produit est assez soluble pour pouvoir se préter 3 une
étude par spectrométrie de RMN. Le spectre ne présente pas de signaux

échangeables.

~

Le proton le plus déblindé a 9,03 ppm correspondrait au pro-
ton en position 5 proche de l'oxygéne de la fonction azoxy les deux multi-
plets & 8,78-8,48 ppm et 7,97-7,75 ppm intégrant 1l'un 6 protons et l'autre

pour 4 protons ainsi que le doublet & 8,25 intégrant pour 1 proton sont

attribués aux autres protons des deux quinoléines.

L'absence de signaux échangeables et le nombre de protons
sont en accord avec la structure d'une bisquinoléine liées par un pont

diazo.
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Remarquons que cette structure a été proposée par divers
auteurs pour l'un des nombreux diméres obtenus par traitement du 4-HAQO
2 en milieu basique ou par la liqueur de Fehling, mais aucune description

précise en BMN notamment n'est rapportée (62).
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CONCLUSION

-0-0-0-0-0-0-0-0-0-




Nous avons examiné le comportement du diacétate 3 dans
diverses conditions réactionnelles. Dans tous les cas un certain nombre de
produits de réaction ont été isolés et caractérisés. Toutefois, en raison
essentiellement de 1'instabilité du produit de départ et de certains pro-
duits de réaction (par exemple le monoacétate 4 ou la nitrosoquinoléine
6) nous ne pouvons Jjamais établir un bilan global de réaction qui rende
compte de la totalité du produit mis en jeu*. Ceci constitue une limitation
pour proposer des mécanismes réactionnels qui permettent d'interpréter les
observations faites. Rappelons a ce propos que la littérature fournit trés
peu de données sur la réactivité du composé 3, hormis le mention de sa
grande -instabilité : thermique, a la lumiére et & l'air, conduisant a la
libération spontanée d'acide acétique, ce qui avait été interprété par des
ruptures homolytiques au niveau des liaisons N-O des deux fonctions acétate

(46).

Au cours de ce travail, nous avons montré gque selon les
conditions réactionnelles utilisées, le diacétate 3 peut-&tre le siége de
réaction trés variées (tableau 1 ). Trés schématiquement, on peut les clas—

ser en deux catégories

—- Celles qui se font par 1l'intermédiaire du monoacétate 4.

—~ Celles qui ont lieu directement sur 3.

S'ajoutent a ces réactions celles qui sont moins sélectives
et relévent de l'instabilité générale du produit (par exemple, la formation

des divers types de diméres de quinoléine ).

REACTIONS QUI METTENT EN JEU LE MONOACETATE 4 :

Des études mécanistiques antérieures, réalisées essentiel-
lement par M. DEMEUNYNCK et M.F. LHOMME (63) dans le laboratoire avaient
montré que la fonction acétate d'hydroxylamine en position N-1 est plus
réactive vis-a-vis des nucléophiles et des bases que l'acétate d'oxime en

position 4. Les amines, les thiols, les bases hydroxylées conduisent au

A :ette limitation s'ajoute le fait que nous avons toujours dd travailler sur de faibles

gquantités pour d'évidentes raisons de sécurité.



- 84" -

(o)
L] ,‘C -~ |
e be .‘NZ : TN
N L oCHy ow N /K( AR
4 MEQN = ~ 2 ~ = R i
k | . | + ' /U
| —= N 7 N Z N "d/) KN =
X N SN ) (0}
| ! 7
ohe o~ ) <5
30 -407
1 ;- 57 58 2

M- Oke 302 58 g 3= (L) 310% S1b

O I
»
o
&
X

N

fyxy
</_“\
S/

./‘ /1

I
—
/tj
2

7 N\
4
N x
Nz

_t
/ 0\5 >
o/
>4

TABLEAU 1 15~ 66



monoacétate 4 qui, selon les conditions, évolue, plus ou moins rapidement

vers des mélanges complexes.

/O“‘CO"CH:; /ﬁOJ‘f\C
N 1750 cm N
-~ _ ' NU
o e | +  NU-C —CH,
SN N I
N 1805 cm™" ' ‘ o
O-CO-CHj, OH
3. 4

Nous montrons ici que cette réaction se produit trés vrai-
semblablement avec un nucléophile plus faible comme le méthanol. En effet
les mélanges réactionnels obtenus dans le méthanol (réaction (1)) sont trés
comparables, que l'on parte du monoacétate ﬁlou du diacétate 3, ce qui
laisse supposer que 4 est bien un intermédiaire dans la réaction de 3 (bien

qu'a aucun moment, on ne puisse le déceler dans le mélange réactionnel).

Dans les deux cas le produit majeur observé est le produit
de gubstitution dans lequel 1le nucléophile~OCH3 est fixé sur l'atome de
carbone C-3de la quinoléine.

Quand la réaction est menée dané le méthanol, mais en pré-
sence d'un nucléophile ajouté, le méthylindole (réaction (4)), on obtient
également des mélanges réactionnels comparables a partir des deux acétates
3 et 4. On observe en outre la formation du composé 62 dans lequel le noyau

indole est fixé sur la guinoléine.

Ces résultats sont interprétables sur la base du mécanisme

Y
H\ (/uAc -
N O Ac N-..OAc ]

suivant

}
Al
{;/
!




En eifet des résultats de type solvolytigue sur le comporte-
ment du moncacetate 4 obtenus au laboratoire par M, DIMEUNYNCK vont dans
le méme sens ; les mesures cinétiques et les effets de solvant montrent
gue 4 réagit de maniére ionique et que 1l'ensemble est interprétable par
le passage par un intermédiaire de type nitrénium (la vitesse de disparition
de 4 dans une série de solvants : éthanol, méthanol, f%rifluorcéthanol, mé-

lang can-acétone, obéit & la loi de Winstein Log ¥ = m Y). En outre la

oL

réac itéd de 4 est trés élevée (t % =30 mn dans 1o méthanol), dans la
mesure ou liionisation est assistée par la présence de la fonction N-oxyde
(o1 congoit donc qu'il ne soit pas possible de déceler le monoacétate 4

guand 3

mis en réaction dans le méthanol}.

L'attaque du méthylindole en position 8 , site de réaction
sl nvee len E€lectrophiles est bien en accord avec ce mécanisme. Ce résul-

-

ntion de 62) appuie 1'hypothése mécanistique énoncée.

Notons que ce méme mécanisme permet d'interpréter la forma-
Lion du prodult de réaction 72 avec 1l'aminopyridine, bien que le solvant

nz gclit plus le méthanol. L'aminopyridine en excés joue a la fois le réle

4

de désacétylation pour obtenir 4 et le rdle diagent de substitution.

.
|
1

Si le méthanol est remplacé par le triflucroéthanol, solvant

pen nucléophile mais a fort pouvolr ionisant, la réaction devient plus com-

plexe @ le frifluoroéthanol n'est probablement pas assez nucléophile pour

sformer 4 en 3, mais il induirait une série de réactions conduisant
notamment a la nitrosoquinoléine 6 el au prodult réarrangé 58. Bien que
nous ne soyons pas en mesure de proposer un mécanisme précls pour ces réac-

tions, il ezt vraisemblable que la fonctiorn acétate en N-1 présente une

ceactivite comparable & celle du monoacétate 5. Ce compos® trés réactif
condult selon les conditions & la nitrosoquinoléine 6 et & @ hydroxylamine
be (p. 18}
H‘ oH ,0
N-— OH

| /Zdﬂ

N
+

i (%54
]
(=2



Un schéma voisin transformerait le diacétate 3 en nitroso-
quinoléine 6 ; par contre la formation du produit de réarrangement est plus
complexe @ elle impliquerait a la fois une réduction en N-1 et une ionisa-

tion suivie de retour interne et réarrangement en N-4.

CH

/ 3

H~,
N/C\\O

A

H., - 0Ac ”\N+ _
N 0Ac

N N —

En l'état actuel, il nous est impossible de préciser le mécanisme.

REACTIONS METTANT EN JEU LE CARACTERE BIFONCTIONNEL DU

DIACETATE 3
réaction la plus nouvelle observée concerne la formation
du systéme pentacyclique 66 avec les dérivés de 1'adénine. Cette réaction

a lieu en solvant non nucléophile - (réacticn &).

On peut proposer un mécanisme de formatiom en supposant
gue la premiére étape est une addition nucléophile de "type Michael' de
1tamine N-6 de 1'adénine sur le carbone -2 de la quinoléine. On sait que
la réactivité de 1'acétate d'hydroxylamine en N-1 est trés élevée pdur le
Hcomposé modéle 5" (p. 18). Son élimination suiv}e de l'ionisation de
l'ester d'hydroxylamine en 4, concertée avec 1'attagque intramoléculaire
de 1'atome d'azote N-1 de 1l'adénine rendrait compte de la formation du sys-

téme pentacyclique.



o

51 la premiére attaque de l'adénine implique 1l'atome d'azote

cylique N-1 et non N-6, on obtient l'autre isomeére de 66.

Remarquons que ce mécanisme est trés comparable & ce qui a été
proposé pour la formation d'"éthéno-adénosine'' {p. 12).
FORVMATION DE DIMERES DE QUINOLEINE :

A diverses reprises (réactions (1), 2}, &, (5), (&)},

nous svons lsclé des composés peu solubles qui ont été

métrie de masse. Il s'agit de mélanges dlazoguinoléid

es meno- ; di- ou

3L ou de pyridazino (3,4-c ; 5,6-¢c') quinclidines oxvgéndes 59

L'obtention de ces deux types de diméres & partir du dérivé
dihydroxylé 2 a fait 1'objet de plusieurs publicafions souvent confuses
(61, 62) ol les rendements se situent entre 2 et 10 %. Les mécanismes propo-

sés par ces auteurs, indiqués ci-dessous, sont soit ionigues, soit radica-
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Dang nos conditions réactionnelles, le dérivé dihydroxylé 2
peut se former. L'obtention des diméres est normale et nous n'avons pas

cherche & les étudier davantage.

— e e e e e e L e L e e f

En conclusion : En liaison avec le probléme de la cancérogénése chimique

par le N-oxyde de nitro-4 quinoléine, deux résultats majeurs peuvent &tre

signalés dans 1'ensemble de notre travail

i. Lz réaction du dizcétate, qui met en jeu e moncacétate comme

interméaiaire rend comptlte des résultats obtenus & ce jour dans l'identifica-

N

tion des adduits du cancérogéne avec les bases nucléiques : 54 et 55.

H\ (/OA(:
N

/ﬁ” 3 54 55

Y. KAWAZOE et CollL p.22 M.H, LOUCHEUX et ColLL. p 22



2. Le diacétate réagit de maniére bifonctionrielle avec le noyau de

pour conduire & un systéme pentacyclique. Il sera nécessaire de
volr si cette réaction se produit également avec les acldes nucléiques.,

Le produit analogue préparé a partir de la

cnexyadenosine pourra Stre

utilisé comme témoin pour mener cette étude.

e o B o Bl o B¢ B o RIS B e B o0
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PARTIE EXPERIMENTALE

~0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-
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METHODES D'ANALYSE

La séparation des produits a été effectuée par chromatogra-
phie sur gel de silice KIESELGEL €0 ; 0,063-0,200 mm MERCK et & l'aide d'un
appareil de type Duramat CfG (basse pression) MERCK utilisant des colonnes

LOBAR prétes a l'emplei (gel de silice 60 ; 0,040-0,063 mm).

Leur pureté a été vérifiée par chromatographie sur couche
mince (CCM ; gel de silice F254 MERCK) et par chromatographie liquide a

hautes performances (CLHP ; colonne de phase inverse C18 WATERS ; appareil
WATERS équipé de deux pompes M 6000 et d'un programmateur de gradient

M 660).
Nous avons utilisé les conditions suivantes

Solvant A H20—H3PO4 pH = 2,5 ; solvant B : MeOH—HZO 5 % avec le programme
linéaire de 10 & 100 % de solvant B dans le solvant A, en 10 mn avec un

débit de 2 cm3/mn. Le déroulement du papier est de 0,5 cm/mn. Les composés
sont caractérisés par leurs temps de rétention et par le rapport R de la

DO a 254 nm (sensibilité 1) sur la DO & 365 nm (sensibilité 0,2).

Les points de fusion (F) ont été pris & 1l'aide d'un appareil

TOTTOLI et sont donnés sans correction.

Les spectres de RMN ont été enregistrés sur les spectro-
métres BRUKER WP 60, WP 80 et WH 270 & transformée de FOURIER. Les déplace-
ments chimiques sont donnés en ppm par rapport a 1'hexaméthyldisiloxane
pris comme référence interne. Les spectres sont décrits avec les abrévia-

tions : s = singulet, d = doublet, t = triplet, m = multiplet.

Les spectres de masse (SM) ont été réalisés sur des spectro-

metre RIBER MAG 10-10 et spectrométre VARIAN MAT 311 avec couplage CGL.
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Les spectres d'absorption infra-rouge (IR) ont été enregis-

trés sur un spectrophotométre PERKIN-ELMER 237.

Les spectres d'absorption (UV) on été enregistrés sur un

spectrométre BECKMANN DBGT.
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I. SYNTHESE

A, HyprRoxy-1 HYDROXYIMINO-U4 DIHYDRO-1,4 QUINOLEINE 2

Ncus avons employé la méthode d'ENOMOTO et Coll. (47) le
N-oxyde de la nitro-4 quinoléine 1 commerciale (1g, 5,26 mmoles) est solu-
bilisé dans 1'éthanol absolu (100 cm3) par léger chauffage (50°C). On
ajoute ensuite 1l'acide ascorbique (5g, 28,4 mmoles) puis 15 cm3 d'un
mélange ammoniaque-eau (1:1, v/v). On agite vigoureusement p'endant environ
15mn. Le précipité jaune formé est filtré, lavé plusieurs fois avec une
solution diluée d'acide .ascorbique dans l'eau puis avec l'eau seule et

séché sous vide (0,8g - 86%).

CLHP = 3,5 cm R = 0,32

F : 202°C  (Litt. 212°C (47) ; 210°C (69)).

TR (KBr) : 2850 (bande trés large NH ou OH) ; 1605 et 1545 (Ar) ;
1355 ; 1210 ; 1150 ; 1045 ; 985 ; 755 ; 725 cm .
Masse : m/e = 176 (M) ; 175 ; 174 ; 160 {M'-0) ; 159 ; 144 ; 129;
116 ; 114 ; 104 ; 101.

RMN (DMSO dg, DCL 6N, 60 MHz) : 8,60 (1H, d, J = 8 Hz, C,-H) ; 8,40
(1, m, S~ H) ; 7,50-8,05 (3H, m, Cg-H, C,-H, Cg-H) ; 6,80 (1H, d,
J = 8 Hz, Cy-H).

UV (HC1 N) : )‘max nm (e) : 232 (18000) ; 340 (17000).

B. AcEtoxy-1 ACETOXYIMINO-4 DIHYDRO-1,4 QUINOLEINE 3 (4B);:

On ajoute le dérivé hydroxylé 2 (400 mg, 2,27 mmoles) & un
mélange d'anhydride et d'acide acétique (respectivement 5 et 1,5 cm3) re-
froidi dans un bain de glace, On maintient l'agigation, sous atmosphére
d'azote jusqu'a dissolution complédte du produit de départ.‘ La solution

est ensuite versée dans 20 & 30 ¢m3 d'eau refroidie dans un mélange glace-
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a~étone, avec une agitaticn vigoureuse. Le précipité beige obtenu est

filtré, lavé & l'eau et séché sous vide (65-70 %). Le dérivé diacétylé

3 est cristallisé dans 1'éther anhydre.

CLHP = 5,2 cm R=0,2

F = 110-111°C (Litt. : 110°C (46)

IR (KBr) : 1805 et 1750 (C=0) ; 1515 (Ar) ; 1545 ; 1460 ; 1415 ; 1360;
1215 ; 1175 ; 1150 ; 1005 ; 945 ; 845 ; 765 ; 760 cm I.
Masse : m/e = 260 (M%) ; 218 (M+—-g—CH3) ; 202 (M+—2xg-CH3) ; 176
174 ; 160 ; 144 ; 143 ; 129 ; 128 ; 116 ; 115 ; 102.

RMN (CDCl, , 60 MHz) : 8,30 (1H, m, C.-H) ; 7,10-7,40 (3H, m,
Cs-H, C.-H et Cg-H) ; 6,95 (1H, d, J = 8,5 Hz, C,-H) ; 6,25 (1H, d,
J = 8,5 Hz, Co-H) ; 2,20 et 2,35 (2H, 2s, CO-CHy).

UV (EtOH) : a nm : 260 ; 350.
max

AcéToxyimiNo-4 HyprRoxy-1 DIHYDRO-1.4 QUINOLEINE 4 :

1. AVEC LE THIOPHENOL :

13 mgz (0,05 mmole) de diacétate 3 sont dissous dans O,50m3

de DMSO puis on ajoute 6 ul (0,05 mmole) de thiophénol. La réaction est

suivie par CLHP.

2. AVEC LA PIPERIDINE :

10 mg (0,038 mmole) de diacétate 3 sont dissous dans O,lcm3

de DMSO puis on ajoute 4 ul(0,038 mmole) de pipéridine. La réaction est

suivie par CLHP.



Dans les deux cas il y a apparition sur le chromatogramme
de CLHP un triple pic reproductible et caractéristique de ce produit.

CLHP : (3,7-3,8-3,9 cm) R = (0,65-0,76-0,77)

Etude en RMN :

20 mg (0,077 mmole) de diacétate 3 sont dissous dans
0,06 cm3 de DMSO d6 on ajoute 0,01 cm3 (0,097 mmole) de thiophénol a 1la
solution. La réaction s'effectue dans la sonde stabilisée a +30°C. Le spec-

tre enregistré aprés 5 mn de réaction est le suivant :

RMN (DMSO dg, 60 MHz) : 8,04 (1H, m, Co-H) ; 7,70-7,10 (4H, m, Ap-H
et C,~H) ; 6,05 (1H, d, J = 8 Hz, Cp-H) ; 2,16 (3H, s, C-CH,).

Cz—ﬂ apparait sous forme d'un-doublet centré a 7,60 ppm,

D, CHLORHYDRATE DE L'ACETOXY-1 HYDROXYIMINO-4 DIHYDRO-1,4

QUINOLEINIUM 5

On fait barboter de 1l'acide chlorhydrique gazeux pendant
quelques minutes, dans une solution diluée de dérivé diacétylé 3 (100 mg,
0,38 mmole) dans le chloroforme (10 a 20 cma). La solution est ensuite

laissée & -20°C pendant 24 & 48 heures. Le précipité blanc formé est filtré

et lavé au chloroforme (60 mg, 61 %).

CLHP = 5,8 cm R = 0,32

F = 118-118,5°C

IR (KBr) : 3100 et 3000 (NH et OH) ; 2800 ; 1825 (C=0) ; 1605 (Ar);
1560 ; 1355 ; 1140 ; 1110 ; 1030 ; 805 Cm—l. |
Masse : m/e = 219 (M™) ; 178 ; 174 ; 160 ; 158 ; 144 ; 129 ; 128 ;
117 ; 116 ; 101.

RMN (CD,0D, DCL 6N, 60 MHz) : 8,70 (1H, d, J = 8,2 Hz, C,-H) ; 8,40
(18, m) ; 7,50-8,00 (3H, m) ; 7,00 (1H, d, J = 8,2 Hz, Cy-H) ; 2,50
(3H, s, CO-CH,).

UV (MeOH) : A nax 0 (e) : 242 (21000) ; 354 (11300).

il



E. N-oxype pu NITROSO-4 quinNoLEINE 9 (52) :

On xet du carbonate d'argent sur célite (800 mg) en suspen-
sion dans le chlorure de méthyléne (200 cm3) et on y ajoute 2 (80 mg,
0,4 mmole). On maintient l'agitation pendant 3 heures, & température am-
biante et & 1l'obscurité. Aprés filtration sur célite et évaporation a

froid, on obtient 9 sous forme d'une poudre blanche.

F : 134°C (Litt. : 110°C (52)).

IR (KBr) : 1450 ; 1425 ; 1390 ; 1365 ; 1300 ; 1245 ; 1190 ; 1140 ;
985 ; 820 ; 760 em L.

Masse : m/e = 174 (M") ; 158 (M'-0) ; 157 ; 144 ; 129 ; 128 ;

116 ; 101.
RMN (CDCl,, 60 MHz) : 9,85 (1H, m) ; 8,75 (1H, m) ; 8,40 (1H, d,
J =6,7 Hz, C,-H) ; 7,80-8,20 (2H, m) ; 6,45 (1H, d, J = 6,7 Hz,
C-H).

. NITROSO-4 QUINOLEINE b :

52 (500 mg, 2,5 mmoles) est mis en suspension dans le chlo-
roforme (250 cms). Sous forte agitation, on additionne du carbonate d'ar-
gent sur célite (5 g) fraichement préparé. L'agitation est maintenue pen-
dant 3 heures, & l'obscurité et & température ambiante (18-20°C). La solu-
tion jaune obtenue aprés filtration sur célite, est évaporée sous vide,

a froid. 6 se présente sous forme d'un poudfe jaune (60 %).

CLHP : 5,8 cm R = 0,32
F : 82°C
Masse : m/e = 158 (M+) ; 156 ; 139 ; 128 ; 113 ; 111 ; 101.

RMN (CDCl,, 80 MHz) : 9,80-9,57 (1H, m, C,-H) ; 9,13 (1H, d, C,-H)
8,40-8,21 (1H, m, C,-H) ; 8,06-7,87 (2H, m, C.-H et C_-H) ; 6,12 (1H,
d, C,-H).

uv (CHC13) Amax nm (e) : 242 (20140) ; 364 (8400).



- 100 -

FREPARATION DU CARBONATE D'ARGENT SUR CELITE (70) :

La célite purifiée (30 g) (lavage par le mélange méthanol-
HC1 9:1, puis par l'eau jusqu'd neutralité et séchage) est additiomnée &
une soluticn aqueuse de nitrate d'argent (30 g dans 200 cm3 d'eau). On
laisse sous forte agitation puis on ajoute une solution de carbonate de
godium, 10 H?O (30 g dans 300 cm3 d'eau). Aprés 10 mn d'agitation, on
filtre la suééension, on la lave a l'eau et on la séche plusieurs heures

4 1l'évaporateur rotatif & 1l'abri de la lumiére.

LiLLE



A, REACTION AVEC LES AILLCOOLS :

1. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC LE METHANOL :

1CO mg (0,38 mmole) de dérivé diacétylé 3 sont dissous dans
200 cm3 de méthanol ; la solution qui prend une coloration jaune est gardée
a la température ambiante et & 1'obscurité. La réaction est suivie par CLHP
et par CCM.

Au bout de trois jours la solution est devenue rouge foncée
et il y a un précipité rouge au fond du récipient. L'analyse révéle la
disparition totale du dérivé diacétylé 3.

La solution est filtrée, et les aiguilles rouges sont étu-

diées par spectrométrie de masse.

a) Pyridazino [3,4-c ; 5,6-c{] quinoléines mono, di ou
tri-oxygénés 59 :

Masse : m/e = 330 (M") ; 314 (M'-0) ; 298 (M'-2x0) ; 282 (M'-3x0);
257 ; 157 ; 141 ; 130 ; 129 ; 115 ; 114 ; 103 ; 102.

Le filtrat est évaporé sous vide & 40°C ; le résidu est

chromatographié sur colonne de silice (20 g).
Les produits isolés par ordre d'élution sont :

b) Acétylamino-4 hydroxy-3 quinolé&ine 58 :

Ce produit a été identifié par comparaison au produit isolé

dans 1'éthanol par CLHP et par CCM (voir p.103).
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Masse : 232 (M) ; 202 (n*-oca3) ;190 (M+—COCH3) s 174 (190-0) ;
172 ; 160 ; 147 ; 145 ; 144 ; 131 ; 130 ; 129 ; 118 ; 116.

di N-oxyde de 1'amine-4 méthexy-3 quinolé&ine 57 :

La fraction majoritaire est é&luée avec un mélange d'acétate
d'éthyle~éthanol 6:4 ; c'est une solution jaune qui donne aprés con-
centration des cristaux jaunes (30-40 %).

CLHP = 4 cm R =0,75
F : 205°C (Litt. : 226-228°C (71)).
IR (CHC1;) : 3410 (NH,) ; 2830 ; 1625et 1590 (Ar) ; 1340 cm
Masse haute réselution : m/e = 190 (M') ; 174 (M'-0) ; 159 (M'-OCH,)
147 ; 131 ; 116 ; 104.

C10H10N202

Masse moléculaire Calculée : 190,074221

Trouvée : 190,0749
RMN (DMSO d6’ 270 MHz) : 8,33 (1H, s, Cz—ﬂ) ; 8,31 (1H, d, J = 9 Hz,
C,~H ou CS—E) ; 8,15 (1H, d, J = 9 Hz, C_-H ou CB—E) ; 7,22-7,56 (2H,

8 5
m, Co-H et c7~§) ; 6,33 (2H, s, Nﬁz) ; 3,81 (3H, s, 0053).
uv (CHClS) P X {e¢) : 385 (3400) ; 360 (5000) ; 330 (6730) ;
285 (8840).
EAU pH =5,5 : A 375-264 nm

max
NaOH (2N) pH =12 : 375-260 nm

max

HC1l (IN) pH=1 : A 355-252 nm.
max

-

REACTION DU DERIVE MONOACETYLE 4 AVEC LE METHANOL :

On dissout 50 mg (0,19 mmole) de dérivé diacétylé 3 dans
3
2 cm” de DMSO puis on ajoute 19 nl (0,19 mmole ) de pipéridine ; 20 mn

plus tard on ajoute 100 cm3 de méthanol.
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La solution est gardée a température ambiante et & l'obscu-
rité pendant 24 heures pﬁis on vérifie par CLHP et CCM que tout le dérivé
monoacétylé 4 a été consommé et on évapore la solution sous vide et a 40°C.
Le résidu est chromatographié sur colonne de silice (15 g). Le produit
majoritaire est é&lué par un mélange acétate d'éthyle-~éthanol 6:4. La solu-
tion évaporée donne 11,5 mg d'une poudre jaune (31,5 %).

Les caractéristiques de CLHP (temps de rétention et R) et
les données spectroscopiques (RMN et Spéctrométrie de masse) sont compara-
bles a celles du N-oxyde de 1'amino-4 méthoxy-3 quinoléine 57 décrit pré-

cédemment (p. 102).

2. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC L'ETHANOL :

On dissout 75 mg (0,28 mmole) de dérivé diacétylé 3 dans
150 cm3 d'éthanol. La solution est gardée & température ambiante et &
l'obscurité. Au bout de 5 jours la solution est évaporée sous vide & 50°C;

le résidu est chromatographié sur colonne de silice (15 g).

Acétylamino-4 hydroxy-3 quinoléine 58 :

A partir de la fraction éluée avec de l'acétate d'éthyle

on recueille 6,3 mg de poudre blanchitre (10,8 %).

CLHP = 3,2 cm R =0,19
F : 249-250°C (décomposition)
Masse haute résolution : m/e = 202 (M+) ; 184 (M+—H20) s 160

KM+—CH3—CO) ; 144 ; 131 ; 115 ; 105 ; 104.

C11H10N202

Masse moléculaire calculée : 202,074222
trouvée : 202,0749
RMN (DMSO d6’ 270 MHz) : 9,86 (1H, s, OH ou NH) ; 9,73 (1H, s, NH
ou OH) ; 8,56 (1H, s, C,~H) ; 7,86 (1H, d, Co-H) ; 7,77 (1H, d, Cg-H);
7,46 (2H, m, C.-~H et 07—5) ; 2,11 (3H, s, S - CHS).
0

6
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3. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC LE TRIFLUOROETHANOL :

50 mg (0,19 mmole) de dérivé diacétylé 3 sont dissous dans
15 cm3 de trifluoroéthanol ; 1la solution est gardée & la température
ambiante et & 1'obscurité. La réaction est suivie par CCM et CLHP. Au bout
de 24 heures la solution est évaporée sous vide a 40°C et le résidu eét
chromatographié sur colonne de silice (15 g). Les produits isolés par ordre

d'élution sont :

a) Nitroso-4 quinoléine 6 :

Avec 1le chloroforme comme éluant un premier produit est
récupéré, on obtient 11 mg d'une poudre de couleur créme (30 %). Ce produit
est identifié par comparaison avec un échantillon authentique de nitroso-4

quinoléine 6 par CLHP et CCM.

REACTION AVEC LE DIMETHYL-2,3 BUTADIENE-1,4 :

0,5 mg (3 x lO"3 mmole) du produit 6 sont dissous avec 1mg
(12 x 10‘3 mmole) de diméthyl-2,3 butadiéne-1,4 dans 0,5 cm3 de trifluoro-

éthanol. L'évolution est suivie par CLHP. Un nouveau produit se forme.

CLHP = 5,2 cm R = 0,32

b) Azo ou azoxydiquinoléine 51b :

Avec un mélange chloroforme-acétate d'éthyle un deuxiéme

produit est élué, la solution séchée donne 8 mg d'une poudre jaune (26%).

CLHP = 6,1 cm R = 0,33 .
Masse : m/e = 316 (M) ; 300 (M'-0) ; 284 (M'-2x0) ; 271 ; 255 ;
158 ; 145 ; 144 ; 142 ; 129 ; 117 ; 116 ; 115 ; 102 ; 101.

c) Acétylamino-4 hydroxy-3 quinolé&ine 58 :

Avec l'acétate d'éthyle on élue 1 mg d'une poudre de couleur



créme (2,5 %) identifié par comparaison (CLHP, CCM, masse) avec le produit

58 obtenu dans 1'éthanol (p. 103).

B. REACTION AVEC LES INDOLES :

1. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC LE METHYL-2 INDOLE 61

On dissout 100 mg de dérivé diacétylé 3 (0,38 mmole) et
150 mg de méthyl-2 indole 61 (1,14 mmole) dans 200 cm3 de méthanol. La
solution prend une coloration jaune. Elle est gardée a température ambiante
et & l'obscurité. La réaction suivie par CCM et par CLHP est compléte au
bout de 3 jours ; la solution devenue orangée, est évaporée sous vide a

40°C, le résidu est chromatographié sur colonne de silice (35 g).

Les produits isolés par ordre d'élution sont :

a) Acétylamino-4 hydroxy-3 quinolé&ine 58 :

Ce produit a été identifié par comparaison (CHLP, CCM) au

produit isolé dans 1'éthanol (p. 103).
b) Acétyl-méthoxy-quinoléine mono-oxygéné :

C'est une poudre de couleur orange dont le spectre de masse
est identique au produit déja isolé dans le méthanol (p.102) mais dont la

structure n'a pas été établie,

¢) Produit correspondant & la fixation de 2 molécules de

méthyl-2 indole 61 sur un noyau quinolé&ine :

Urie solution orangée est éluée avec un mélange d'acétate
d'éthyle-éthanol 9:1. Aprés évaporation on obtient 21 mg d'une poudre jaune

orangée (13 %).

CLHP = 6,1 cm R = 0,46
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F : 212-.215°C.
Masse haute résolution : m/e = 418 (M+) ;402 (m*-0) ; 387 ; 273 ;
269 ; 260 ; 259 ; 243 ; 218 ; 144 ; 131 ; 130 ; 128 ; 103.

CZ7H22N4
Masse moléculaire calculée : 418,179350
trouvée : 418,1790
UV (EtOH) :Amax nm (€) : 430 (9195) ; 250 (7106) ; 290 (7524) ; 268

(13376) ; 245 (24244).

d) Avec un mélange d'acétate d'éthyle-éthanol 7:3 un autre
produit est élué. C'est une poudre jaune (10-12 % de la masse initiale)

qui n'a pas pu &tre identifiée.

CLHP = 5,4 cm R = 0,35

e) N-oxyde de 1'amino-4(méthyl-2 1indolyl)-3 quinoléine
62 :

Avec un mélange acétate d'éthyle-éthanol 8:2 un nouveau
produit est élué ; aprés évaporation on obtient 22,5 mg d'une poudre jaune

clair (16 %).

CLHP = 5,2 cm R = 0,85

F : 258-260°C

IR (CHC1,) : 3470 (NH) ; 2870 ; 1600 (Ar) em T

Masse haute résolution : m/e = 289 (M+) ; 273 (M -0) s 257 ; 231 ;
181 ; 130 ; 128 ; 104.

C18H15N3O
Masse moléculaire calculée : 289,121504

» trouvée : 289,1226
RMN (DMSO dg» 270 MHz) : 11,3 (1H, s, N'H) ; 8,46 (1H, d, J = 9 Hz,
C.~H ou Cg-H) ; 8,28 (IH, d, J = 9 Hz, Cg |
C,-H) ; 7,75-7,50 (2H, 2m, C.-H et C_-H) ; 7,28 (1H, d, J = 7,5 Hz,
C'4‘E ou C'7—§) ; 7,11 (14, 4, J = 7,5 Hz, C‘7—§ ou C'A—E) ; 7,05-6,83

2H, 2m, C'_-H et C'6-§) ; 6,11 (2H, s, NEZ) ;/2,24 (3H, s, C'E3).

-H ou 05—5) ; 8,02 (1H, s,

5



UV (EtOH) Mpax  OM {e) : 380 (7225) ; 320 (8265) ; 284 (11600) 2
282 (13500) ; 262 (19000).

f) N-oxyde de 1'amino-4 méthoxy-3 quinolé&ine 57 :

Avec un mélange d'acétate d'éthyle-éthanol 6:4 on élue un
produit qui correspond & N-oxyde de l'amino-4 méthoxy-3 quinoléine 57 déja

is0lé avec le méthanol {p.102).Le rendement est de 32 %.

REACTION DU DERIVE MONO-ACETYLE 4 AVEC LE METHYL-2 INDOLE 61:

Le d2rivé monoacétylé 4 est préparé en dissolvant 11 mg
(0,042 mmole) de dérivé diacétylé 3 dans 1 cm3 de DM3S0 auquel on ajoute
4 yl (0,042 mmole) de pipéridine. 15 mn plus tard on ajoute 55 mg
(0,42 mmole) de méthyl-2 indole 61 (quantité 10 fois stoechiométrique)
dissous dans 20 cm3 de méthanol. Au bout de 24 heures la solution est
concentrée sous vide et le résidu est déposé sur plaque de silice prépara-

tive éluée par un mélange d'acétate d'éthyle-méthanol 3:2.

a) N-oxyde de 1'amino-4 (méthy1-2 indoly1)-3 quinol&ine 62 :

Les caractéristiques de CLHP , de CCM et les données de
la spectrométrie de masse de ce produit sont comparables au produit 62

(p.106).

b) N-oxyde de 1'amino-4 méthoxy quinoléine 57 :

Ce produit a été identifié par comparaison (CLHP, CCM) au

produit 57 isolé dans le méthanol (p.102).
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2. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC LE METHOXY-5 METHYL-2
INDOLE 63 :

100 mg (0,38 mmole) de dérivé diacétylé 3 et 140 mg
(0,86 mmole) de méthoxy-5 méthyl-2 indole 63 sont dissous dans 200 cm3
de méthanol. La solution de couleur jaune est gardée a température ambiante
et a l'obscurité. Au bout de 3 jours la réaction est terminée, la solution
devenue rouge est évaporée sous vide a 40°C ; le résidu est chromatographié

sur colonne de silice (42 g).

Les produits isolés par ordre d'élution sont :

a) Acétylamino-4 hydroxy-3 quinoléine 58 :

Ce produit a été identifié par comparaison (CLHP et CCM)

au produit isolé dans 1'éthanol p. 103.

b) N-oxyde de 1'amino-4 (méthoxy-5 méthyl-2 indolyl)-3
quinol&ine 64 :

Avec un mélange acétate d'éthyle-éthanol 8:2 une fraction
contenant un produit unique est éluée ; aprés évaporation sous vide & 40°C
on obtient une poudre de couleur jaune pile (3,2 %).

CLHP = 5 cm R = 0,88

F : 254-256°C

Masse haute résolution : m/e = 319 (M') ; 303 (M'-0) ; 288 (M+—OCH3);
273 (M+~O et OCH_.) ; 270 ; 258 ; 243 ; 218 ; 161 ; 160 ; 151

3
135 ; 130 ; 129 ; 128 ; 116 ; 115 ; 103 ; 102.

; 144

€19t 730

Masse moléculaire calculée : 319,132068
trouvée : 319,1320
Spectre MIKE : m/e 319-—»> 303 ; 292 ; 277 ; 188
303~ 288 ; 273.

il

Spectre CID-MIKE :

it

m/e 319 —- 303 ; 291 ; 277 ; 188

303 -+ 288 ; 270 ; 255 ; 241 ; 228 ; 215.

RMN (DMSO d6, 270 MHz) : 11,15 (1H, s, N'E) ; 8,47 (1H, d, J = 8,5Hz,
CS—E ou CS—H) ; 8,29 (1H , d, J = 8T5 Hz, C8—§ ou CS—E) ; 8,04 (1H,

s, Cz_ﬂ) s 7,7 et 7,55 (2H, 2m, C6—ﬁ et 07-5) i 7,2 (1H, d, C'7§)

6,68-6,22 (2H, m, C'g-H et C',-H) ; 6,13 (2H, s, NH,) ; 3,59 (3H, s,

OCQB) ; 2,18 (3H, s, CES).
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UV (éthanol) : Amax nm (e) : 263 (610) ; 225 (1554).

c) N-oxyde de 1'amino-4 méthoxy-3 quinoléine 57 :

Ce produit a été identifié par comparaison (CLHP et CCM)

au produit 57 déja isolé dans le méthanol (p. 102).

C. REACTION AVEC LES BASES ET LES NUCLEOSIDES :

1. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC LA PROPYL-9 ADENINE 65
DANS LE TRIFLUOROETHANOL :

150 mg (0,57 mmole) de dérivé diacétylé 3 et 210 mg
(1,18 mmoles) de propyl-9 adénine 65 sont mis en suspension dans 30 cm3
de trifluoroéthanol. Aprés dissolution par ultra-sons on maintient la réac-
tion a l'abri de la lumiére et a température ambiante jusgqu'a disparition
totale du diacétate 3 (24 heures). La solution rouge foncée est évaporée

sous vide a 40°C. Le résidu est filtré sur gel de silice (60 g).
Les produits isolés par ordre d'élution sont :
a) Nitroso-4 quinoléine 6 :

Ce produit a été identifié par comparaison avec un échantil-

lon authentique de synthése par CLHP, RMN et masse.

b) Azo ou azoxydiquinoléine 51b :

Ce groduit a été identifié par comparaison (CLHP, CCM et

masse) au produit isolé dans le trifluoroéthanol p. 104).
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c) Acetylamino-4 hydroxy-3 quinoléine 58 :

Ce produit a été identifié par comparaison (CLHP, CCM et

spectrométrie de masse) au produit isolé dans 1'éthanol (p.103).

d} Amino 12 méthyl-3 quino]éine[Z',B': 5,4] imidazo [1,2-1’]
purine 66 :

Une solution jaune pdle est éluée avec un mélange acétate
d'éthyle-éthanol absolu 95:5. Aprés évaporation sous vide on obtient une
poudre jaune dont 1'étude par CCM et CLHP révéle la présence de la propyl-9
adénine 65 et d'un autre produit moins polaire ; par lavages successifs
du précipité par 1l'acétate d'éthyle, la propyl-9 adénine 65 est solubilisée
et on recueille 22 mg de poudre jaune citron correspondant & un produit

unique (12-15 %).

CLHP = 6,1 cm R = 0,91

F :> 300°C

Masse haute résolution : m/e = 317 (M+) ; 289 ; 288 ; 275 (M+—propyl);
243 , 242 ; 169 ; 168 ; 157 ; 156 ; 146 ; 141 ; 129 ; 119 ; 103 ;
102.

Spectre MIKE : m/e = 317 —y 289 ; 275

275 —3 248 ; 222 ; 210 ; 157

157 —»> 130

156 —35 129
Spectre CID-MIKE : m/e = 317 — 289 ; 275 ; 245 ; 156 ; 128 ; 118
102.
Cl7Hl5N7

Masse moléculaire calculée : 317,138887

trouvée : 317,1392

RMN (DMSO d, 270 MHz, 60°C) : 9,38 (1H, s, C',-H) ; 8,36 (1H, d,
J = 8,5 Hz, C,-H) ; 8,27 (1H, s, C'y-H) ; 7,91 (1H, d, J = 8,5 Hz,

5
Cg-H) 5 7,58 (1H, t, C-H ou C,-H) ; 7,38-7,28 (3H, m, C,-H ou C.-H
et NH,) ; 4,24 (2H, t, -CH,-CH,-CH)) ; 1,88 (2H, m, -CH,~CH,~CH,)

0,86 (3H, t, -CH,-CH,~CH,).

UV (EtOH) : xmax nm (e) : 380 (3088) ; 350 (4117) ; 314 (7500) ; 292
(8602) ; 280 (9411) ; 260 (15441).



(EtOH + H3P04) : 400 (2941).; 380 (3970) ; 308 (5441) ; 298

(7500) ; 280 (8970) ; 254 (14485).

Le spectre du produit 66 dans 1'éthanol avec un tampon pH= 9,9 est

identique au spectre fait dans 1'éthanol.

REACTION DE DEUTERIATION DE LA PROPYL-9 ADENINE 65 :

On dissout 100 mg (0,56 mmole) de propyl-9 adénine 65 dans

10 cm3 de DZO' La solution est chauffée a 80°C pendant 7 heures.

La réaction est suivie par RMN :

at=4n.

RMN (D0, 60 MHz) : 8,12 (1,24, s, C,H et Cg-H) ; 4,13 (2H, t,
- — & . “1 [ - & B ] . - _ —_ _
CH,~CH,~CH,) ; 1,85 (2H, m, CH,-CH,~CH,) ; 0,88 (3H, t, -CH,-CH,—CH,).

32 t=6h.
RMN (D0, 60 MHz) : 8,12 (0,8H, s, C,-H); 4,13 (2H, t, CH,~CH,~CH,);
1,85 (2H, m, CH,-CH,-CH,) ; 0,88 (3H, t, CH,~CH,-CH,).

Le singulet n'intégre plus que pour 1 proton, 1l'hydrogéne en position

8 est complétement é&changé.

REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC LA PROPYL-9 ADENINE D, 65':

On dissout 50‘ mg (0,19 mmole) de dérivé diacétylé 3 et

8
éthanol. La solution est gardée a la température ambiante et a 1l'obscurité.

37 mg (0,20 mmole) de propyl-9 adénine C.D 65' dans 17 cm3 de trifluoro-

Au bout de 24 heures la solution est évaporée et chromatographié sur

colonne de silice (16 g).

Les produits isolés par ordre d'élution sont :
a) Nitroso-4 quinoléine 6 :

Ce produit a été identifié par comparaison (CLHP) & un pro-

duit authentique de synthése p. 99.
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b) Azo ou azoxydiquinoléine 51b :

Ce produit a été identifié par comparaison (CLHP) au pro-

duit isolé dans le trifluoroéthanol (p. 104).

c) Acétylamino-4 hydroxy-3 quinoléine 58 :

Ce produit a le méme temps de rétention et méme absorption

en CLHP ainsi que le produit isolé p. 103.

d) Deutério-2 propyl-3 amino 12 quinolino [2',3' : 5,4]

imidazo[],2~i] purine gg :

Avec un mélange d'acétate d'éthyle-&thanol 95:5 on élue
une solution jaune qui donne aprés évaporation une poudre jaune.
CLHP = 6,1 cm R = 0,91
Masse haute résolution : m/e = 318 (M) ; 289 ; 276 (M+—propyle) ;
157 ; 129 ; 119 ; 103.

C17H14N7D

Masse moléculaire calculée : 318,145163

trouvée : 318,1452
RMN (DMSO d6, 60 MHz, 47°C) : 9,40 (1H, s, C'8—§) ; 8,39 (1H, m, C5~§
ou CB—E) ; 8,00-7,37 (5H, m, C8—§ ou C5—§, C7—§ et C6—ﬁ , NEE) ; 4,27

(2H, ¢, CH,~CH —CHS).

2

ACETYLATION DU PRODUIT DE CONDENSATION PROPYL-9
ADENINE QUINOLEINE 66 :

_ On dissout 3 mg (0,009 mmole) de 66 dans 2 cm3 d'acide
acétique puis on ajoute 2 cm3 d'anhydride acétique ; la solution est chauf-
fée & 44°C pendant 6 heures. Elle est suivie par CLHP : un nouveau produit
67 apparait : c'est la propyl-3 acétylamino. 12 quinolino [2;3’: 5,4]
imicazo [1,24] purine 67 :

CLHP = 5,9 cm R =0,8
Masse : m/e = 359 (M+) s 317 (M+—COCH3) ; 288 ; 275 ; 248 ; 220 ;
168 ; 157 ; 119 ; 102.
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REACTION DU DERIVE MONOACETYLE 4 AVEC LA PROPYL-9 ADENINE 65:
On prépare le dérivé monoacétylé 4 en dissolvant 10 mg

(0,038 mmole) de dérivé diacétylé 3 dans 0,1 cm3 de DMSQO auxquels on ajoute

4 yl de pipéridine. Quand le Qérivé 4 est formé on ajoute au mélange 19 mg

(0,107 mmole) de propyl-9 adénine 65 dissoute dans 1 cm3 de trifluorocétha-

nol. La réaction est suivie par CLHP.

Par comparaison avec une solution témoin de monoacétylé
4 dans le trifluoroéthanol on n'observe pas la formation de produit qui

correspondrait & l'adduit adénine-quinoléine 66.

REACTION DE LA NITROSO-4 QUINOLEINE 6 ET LA PROPYLE-9 ADENINE 65
DANS LE TRIFLUOROETHANOL :

On dissout 3,7 mg (0,023 mmole) de nitroso-4 quinoléine 6
avec 6 mg (0,023 mmole) de propyle-9 adénine 65 dans 0,7 cm3 de trifluoro-
éthanol. La solution est gardée & température ambiante et & 1l'obscurité;

elle est suivie par CLHP.

Les chromatogrammes de 1'évolution de la réaction sont iden-
tiques & ceux de la réaction témoin nitroéo—d quinoléine 6/trifluoroéthanol
les produits de décomposition sont également présent dans le mélange réac-
tionnel diacétate 3 / trifluoroéthanol. On ne distingue pas de produit

de fixation de 1l'adénine sur la quinoléine 66.

2. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC LA METHYL-9 ADENINE 38 :

50 mg (0,19 mmole) de dérivé diacétylé 3 et 56 mg
(0,37 mmole) de méthyl-9 adénine 38 sont dissous dans 8 cm3 de trifluoro-
éthanol. La solution est gardée a température ambiante et & 1'obscurité.
Au bout de 24 heures, la solution qui a pris une coloration rouge foncé

est concentré sous vide a 40°C et chromatographiée sur colonne de silice

(20 g).
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Les produi*s isolés par ordre d'élution sont
a} Nitroso-4 quinoléine 6 :

Elle a été identifiée par comparaison (CLHP) avec un échan-~

tillon de syntheése.

b) Azo ou azoxydiquinoléine 51b :

Ce produit a été identifié par comparaison (CLHP) avec 1le

produit 51b isolé dans le trifluorocéthanol (p. 104).

c) Acétylamino-4 hydroxy-3 quinoléine 58 :

Ce produit a été identifié par comparaison (CLHP) avec le
produit déja isolé dans 1'éthanol (p. 103).

d) Amino-lfz méthyl-3 quinolino [2',3' : 5,4] 1midazof‘],2-_1‘}
purine 68 :

CLHP = 5,5 cm R = 0,92

Masse haute résolution : m/e = 289 (M+)
103.

C.,_H _N

15117 ‘
Masse moléculaire calculée : 289,107587

; 247 5 157 ;3 133 ; 129 ;

trouvée : 289,1084-

3. REACTION DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC L'ADENOSINE 69 DANS LE
TRIFLUOROETHANOL :

On dissout 75 mg (0,28 mmole) d'adénosine 65 dans 18 cm3
de trifluoroéthanol. La solution est chauffée & 30°C pour dissoudre
l'adénosine avant d'ajouter 75 mg (0,28 mmole) de dérivé diacétylé 3. La
solution est gardée a lé température ambianfe et a l'obscurité, Elle prend
une coloration rouge foncé, La réaction est suivie par CLHP. Au bout de
24 heures la solution est évaporée sous vide a 40°C puis séparée sur

colonne de silice (30 g).



Les produits isolés par ordre d'élution sont

a) Nitroso-4 quinoléine 6 :

Ce produit a été identifié par comparaison (CLHP) avec un

échantillon de synthése.

b) Azo ou azoxy diquinoléines 51b :

Ce produit a été identifié par comparaison (CLHP) au produit

isolé dans le trifluoroéthancl (p. 104).
c} Acétylamino-4 hydroxy-3 quinoléine 58 :

Ce produit a été identifié (CLHP, masse, RMN) au produit
58 déja isolé dans 1'éthanol (p. 103).
d) Amino-12 ribofuranosyl-3 quino]ino(Z',3' : 5,4J imidazo
h,Z—inurine 70 :

la fraction éluée avec un mélange d'acétate d'éthyle-éthanol
9:1 contient l'adénosine et un nouveau produit 70.
Une cristallisation fractionnée dans le mélange acétate

d'éthyle-méthanol 6:4 ou méthanol-eau 6:4 nous a permis d'obtenir un pro-

duit pur.
CLHP = 5,1 cm R = 0,93
F : 300°C
Masse haute résolution : m/e = 407 (M+); 275 ; 247 ; 157 ; 144 ; 129;
103.

RMN (DMSO d6, 270 MHz, 60°C) : 9,41 (1H, s, C'2—§) i 8,54 (1H, s,
C'B—E) ; 8,37 (1H, d, J = 8,5 Hz, 05—5) ; 7,91 (1H, d4, J = 8,5 Hz,
Cg-H) ; 7,60 (1H, t, Co-H ou C_-H) 5 7,44-7,28 (3H, m, C-H ou C-H
et Ngg) i 6,05 (1H, d, C"l—g) ; 5,34 (1H, 4, c"g—og) 5,00 (1H, d
c"3*05) ; 4,86 (1H, t, 0"5—05) ; 4,53 (1H, m, 0"2-5) ; 4,16 (1H, m,

C's-H) ; 3,95 (1H, m, C",-H) ; 3,7-3,51 (2H, m, -C" -H,).
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4. REACTICN DU DERIVE DIACETYLE 3 AVEC L'AMINO-2 PYRIDINE 71 DANS
LE TRIFLUOROETHANOL

On dissout 400 mg (4,25 mmoles) d'amino-2 pyridine 71 dans
20 cm3 de trifluoroéthanol puis on ajoute 100 mg (0,384 mmole) de dérivé
diacétylé 3. La réaction est gardée & la température ambiante et & 1'obs-
curité , elle est suivie par CCM et CLHP., Au bout de 24 heures tout le
dérivé diacétylé 3 a disparu, la solution est évaporée sous vide & 40°C;
le résidu est chromatographié sur colonne de silice (60 g). La colonne
est é€luée au chloroforme, puis a 1'acétate d'éthyle avec un gradient crois-

sant d'éthanol absolu.

Les produits isplés par ordre d'élution sont :

a) Amino 12 quinolino 2',3' : 5,4 imidazo 1,2-a pyridine 75 :

Avec un mélange d'acétate d'éthyle-~éthanol absolu 9:1 une
solution de couleur orange est éluée ; aprés évaporation sous vide on
obtient un poudre rouge.

CLHP : 5,8 cm R = 0,2
Masse : m/e = 234 (M) ; 233 ; 220 ; 184 ; 170 ; 145 f 144 ; 128 ;
117 ; 101.

b) Azo ou azoxydiquinoléines 5lc :
La colonne est éluée avec un mélange d'acétate d'éthyle
9:1 ; aprés évaporation de la solution orange, on obtient une poudre de
couleur orange.
CLHP = 5,8 cm R =0,20
Masse haute résolution : m/e = 332 (M+) ; 316 (M+—O) ; 300 (M+—2XQ);
284 (M"-3x0) ; 271 ; 255 ; 158 ; 144 ; 132 ; 128 ; 116 ; 01,
C18H12N4O3
Masse moléculaire calculée : 332,090932
trouvée : 332,0916
RMN (DMSO d6’ 270 MHz) : 9,03 (1H, 4 ) ; 8,78-8,48 (8H, m) ; 8,25

(1H, @ ) ; 7,97-7,75 (4H, m).



C. N-oxyde de 1'amino-4 amino-2 pyrimidyl -3 quinolé&ine 72 :

La colonne est ensuite éluée avec un mélange d'acétate

d'éthyle-éthanol 6:4. La solution jaune obtenue est évaporée sous vide

a 40°C. Une poudre jaune est recueillie.

Son étude par CLHP montre que cette fraction est un mélange.

Une cristallisation fractionnée avec un mélange é&éthanol-acétate d'éthyle

permet d'isoler un produit unique, c'est une poudre jaune verd&tre.

CLHP = 2,9 cm R = 0,6
F : 260°C (décomposition)
Masse haute résolution : m/e = 252 (M+) 7 236 (M*-0) ; 235 ; 234
220 (M+—Q-NH2) ; 131, 118 ; 89 ; 78.
Spectre MIKE : m/e 252 — 235
236 —» 220 ; 209
220 —> 193 ; 78

C14H12N40

Masse moléculaire calculée : 252, 101105

trouvée : 252,1016
RMN (DMSO d, 270 MHz) : 8,56 (1H, s, C,-H) ; 8,42 (1H, s, 05-5) ;
8,26 (1M, s, C',-NH) ; 8,22 (1H, d, C-H) ; 8,00 (1, d, J = 5 Hz,
C'6~§ ou C‘3—§) ;7,63 (1H, £, C6—§) s 7,57-7,45 (2H, m, Q7fé et
C'5—E ou C’A-E) ; 6,73 (1H, 4, J = 9 Hz, C! -H ou C’6~E) ; 6,66 (1H,

3
B & LI . Q —
t, C',~Hou C'.-H) ; 6,47 (2H, s, C,-NH,).
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