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Les furocoumarines sont essentiellement des composés dori-
gine naturelle. Ces substances sont extraites de plantes appazrtenan: princi-

palement a deux familles (1) :

~ Les Ombelliféres (céleri, persil, angélique,...).

- Les Rutacées (oranger, citronnier,...).

Le méthoxy-5 psoraléne (5MOP) ou bergapténe 1 se trouve
par exemple dans les essences de citron, de pamplemousse et de bergamote.
En outre un certain nombre de furocoumarines a été obtenu par synthése.

Ce sont des composés hétérocycliques oxygénés. On distingue deux classes:

M

#*
- Les furocoumarines linéaires ou psoralénes :

R,=R_=H Psoraléne

R, =0CH R2:H Méthoxy-5 psoraléne (5MOP)

[

R, =H R2=OCH3 Méthoxy~8 pscraléne (8MOP) 2

- Les furocoumarines angulaires ou angélicines :

Angélicine

Furo(3,2-g)-1 bes wopyranne one-7 ou furo(3,2-g)-coumarine.



PROPRIETES PHOTOBIOLOGIQUES :

La photosensibilisation de la peau est la principale pro-
! *

priété bien connue de ces composés. De nombreux cas de photodermatites

apparaissant aprés une exposition au soleil de la peau ayant été au contact

de certaines plantes, sont connus depuis longtemps. Des ‘érythémes d'inten-

sité variable, suivis de pigmentation se développent aprés une certaine

période de latence. Cette propriété était déja mise a profit chez les

égyptiens qui utilisaient les fruits de Amni majus pour soigner des leuco-
¥* %

dermies . De méme chez les indiens les graines de Psoraléa caryfolia

¥* ¥ #
étaient employées dans le traitement du vitiligo .

Ces substances actives furent isolées dans les années 1930
par H. KUSKE (2). Les structures de ces furocoumarines furent é&lucidées,
d'autres dérivés furent isolés, ce qui amena un développement rapide des
recherches sur l'activité photobiologique, notamment en Egypte par E. MOFTY

" (3) et en Italie par L. MUSAJO (4).

Progressivement ces substances furent utilisées en associa-

tion avec les rayons UV pour soigner les maladies de la peau telles que
3#HH#
le vitiligo et le psoriasis

* Photodermatite :  Affection cutanée dGe & l'action conjointe de la lumiére
(solaire) et de certaines substances.

* Leucodermie Décoloration de la peau par absence ou disparition du pigment
(vitiligo, lépre, radiadernmite).

x Vitiligo : Anomalie de coloration de la peau, caractérisée par l'appafi-
tion de plaques décolorées, limitées par une zone ol la pigmentation est, au
contraire, plus accusée.

W33

Psoriasis : Affection  cutanée, caractérisée par l'apparition de squames
blanchdtres, recouvrant des plaques rougedtres dlies 3 une prolifération anormale

de 1'épiderme. Cette maladie atteint environ 2 % de la population.



C'est en 1974 que J.A. FaRRISH et Coll. (5) développent
ce qu'ils ont appelé la PUVA thérapie, c'est a dire le traitement utilisant
conjointement les dérivés du psoraléne (essentiellement 8MOP 2, SMOP 1 et
triméthyl-4,5',8 psoraléne) en prise orale et l'exposition de la peau aux
rayons UV A (320-400 nm). La PUVA thérapie constitue actuellement le princi-

pal traitement de ces maladies (6).

De part leurs propriétés udlanogénes, les psoralénes sont
également trés utilisés dans certains parfums, eaux de cologne et crémes
solaires ; le bergapténe 1 (5MOP), contenu dans les essences de bergamote

est le plus employé .

De récents travaux ont cependant montré que certains dérivés
(en présence de lumiére) é&taient tumorigéres sur différentes souches de
cellules (7) et provoquaient dans certaines conditions des cancers de la

peau chez la souris (8MOP 2, 5MOP 1, angélicine) (8, 9).

Chez 1l'homme, les résultats concernant ces effets mutagénes
et cancérogénes sont contradictoires (6). Ils semblerait qu'il soit trop
t8t pour évaluer de maniére précise les risques de cancer de la peau chez
les malades traités par la '"PUVA thérapie' et chez les utilisateurs de

crémes ou autres parfums additionnés de furocoumarines.

Bien qu'étudié depuis de trés nombreuses années, le mode
d'action photobiologique des furocoumarines n'est actuellement pas encore
bien élucidé : il y aurait une photomodification de 1'ADN et/ou de 1'ARN

(7) et peut-&tre des protéines (10, 11, 12).

Photoréactivité des furocoumarines vis-a-vis des bases nucléiques.

Mode d'action présumé des furocoumarines.

Jusqu'en 1962, on ne connaissait rien du mode d'action des
furocoumarines ; seules des études concernant leurs effets photobiologiques
avaient été réalisées essentiellement par les équipes italiennes (L. MUSAJO
et Coll. (13) et américaines (J.A. PATHAK et Coll.(14). Les premiéres recher-
ches de relations structure-activité débutérent a cette époque (4,15).Des
travaux portant sur la photecdimérisation des furocoumarines (16, 17) se

développérent également, . Quelques  annéss  plus  tard L. MUSAJO et



G. RODIGHIERO décrivirent les interactions entre furocoumarines et ADN
(18, 19, 20). Les furocoumarines actives ou inactives (dané ce sens qu'elles
provoquent ou non des effets photobiologigues) sont capables de s'intercaler
en absence de lumiére dans 1' ADN et certains ARN (20). De nombreuses
recherches débutérent alors sur les interactions entre les furocoumarines
et les acides nucléiques. L. MUSAJO et Couil. constatent, qu'aprés irradia-
tion 3 365 nm d'une solution aqueuse d'ADN et de furocoumarines actives,
une modification du spectre de fluorescence de 1'ADN (non observée dans
le cas d'irradiation effectuée en présence de furocoumarines non actives)

(19). D'autres auteurs mirent également en évidence une photoréaction entre
1'ADN et des furocoumarines actives, par la mesure du Tm (température de
fusion) de 1' ADN , qui augmente lorsque 1'ADN a été préalablement irradié.
en présence de turocoumarines actives (18). De méme, il fut montré (sans
preuve absolue) que les furocoumarines semblaient plutét photoréagir avec
les bases pyrimidiques qu'avec les bases puriques (travaux de C.H. KRAUCH
sur des polynucléotides (21)). Les effets photobiologiques des furocoumari-
nes semblent dés lors pouvoir é&tre expliqués par leur photoréactivité

vis-a-vis des bases pyrimidiques des acides nucléiques.

L. MUSAJO mit en évidence la formation de photoproduits
correspondant & l'addition de la double liaison 4',5' du psoraléne sur la
double liaison 5,6 de la thymine (22). Il put isoler quelques photoadduits
(32 1'échelle du mg) aprés avoir irradié des solutions aqueuses gelées de

thymine et de psoraléne.

Les adduits en 4',5' obtenus en trés faibles quantités ne

furent pas complétement caractérisés.

Exemples :
Cyt 5,6<> 4',5'Pso (analyse élémentaire, UV)
Thy 5,6>4',5' 5MOP (UV)

Des photoadduits correspondant a l'addition de la thymine
sur la double liaison 3,4 du psoraléne furent également mis en évidenqe
par chromatographie, spectrométrie UV (comparaison avec les spectres UV
de psoralénes hydrogénés en position 3,4 et de diméres de psoraléne en 3,4)

et par la réirradiation & 254 nm qui redonne les produits de départ (23):

mais ces produits ne furent pas isolés.



A partir de ces résultats, un mécani=we moléculaire de
ltaction  photochimique des furocoumarines dans 1'ADN, fut proposé par

L. MUSAJO et Coll (22, 23).

Le mécanisme comporte deux étapes

1) Complexation du psoraléne dans 1'ADN,

2) Phrinoréaction avec les bases pyrimidiques.

1) COMPLEXATION DU PSORALENE DANS L'ADN : INTERCALATION DU PSORALENE:

Le complexe moléculaire ADN-psoraléne est formé par 1'inter-
calation du chromophore psbraléne (qui est plan) entre deux paires de bases
consécutives de l'ADN*. On obsefve un complexe d'interactions verticales
entre les différents noyaux aromatiques (scnéma 1 ). Cette étape d'interca-
lation est fondamentale, car suivant la géométrie du complexe formé, il
peut y avoir ou non formation du pont cyclobutane entre le psoraléne et

une base pyrimidique dans ure étape ultérieure.

2) PHOTOCYCLOADDITION DU PSORALENE AVEC LES BASES PYRIMIDIQUES

Lz psoraléne intercalé, sous irradiation dans 1'UV proche,
s'additionne soit par sa double liaison 3,4, soit par sa double liaison
4',5" sur la double liaison 5,6 de la base pyrimidique en formant un cyclo-
butane (Base 5,6<>3,4 ou 4',5' psoraléne : monoadduit 3,4 ou 4',5'). Dans
un premier temps il y a donc Tormation de liaison covalente avec un brin
de 1'ADN. La réaction peut aller plus loin, le psoraléne peul photoréagir
par son autre double liaison, les deux brins de 1'ADN sont alors liés de

facon covalente (réticulation) (schéma 1 ).

Le nombre de sites d'intercalstion dans 1'ADN pour le psoraléne s'échelonne de 2 3 6
b : e 4 4

psoralénes par 100 nucléotides. Ce ncwmbre »st trds variable oL fpend de DiADN, des

psoralénes étudids et du milieu (7).



(1) INTERCALATION (2) PREMIER PONT (3) DEUXIEME CYCLOBUTANE

CYCLOBUTANE RETICULATION DE L'ADN

CH,

Saema 1 : d bisadduit

Bien que depuis 1967, de nombreuses études portant sur 1la
photoréactivité des furocoumarines vis-a-vis des bases pyrimidiques (libres
ou dans 1'ADN) aient confirmé la possibilité de ce mécanisme {7, 10), ce
n'est qu'en 1981 que des photocycloadduits base pyrimidique - psoraléne
ont été isolés et complétement caractérisés (24, 25} voir détails p. 10 a
12). '

Ce n'est d'ailleurs qu'en 1982 que l'équipe de H. RAPOPORT

/E?E> (26) a isolé et caractérisé pour la premiére fois un bisadduit.
1
!
\‘LILLE



En fait les trés nombreux travaux réalisés représentent
un ensemble indirect de preuves du mode d'action supposé des furocoumarines.
De nombreux points restent a é&claircir quanc & la nature et au mécanisme

exact des réactions photochimiques des psoralénes avec les bases nucléiques.

APPROCHE DU PROBLEME

Teous les photoproduits thymine-psoraléne, isolés jusqu'a
ce jour, sont des composés d'addition de type 2+2 entre la double liaison
-5,6 de la thymine et la double liaison 2,4 ou 4',5' du noyau pSoraléne,

formant ainsi un cyclobutane.

Huit photoadduits thymine<> psoraléne isoméres sont

envisageables

1)  Tout d'abord la double liaison 5,6 de la thymine peut
s'additionner soit sur la double liaison 3,4 (mono-
adduit-3,4) soit sur 1la double liaison 4',5' {(mono-

adduit-4',5') du psoraléne.

4 3
' \\ o \ 3
s |

2) Chaque monoadduit (-3,4 ou -4',5') peut présenter une
stéréochimie cis ou trans, définie par la position des no-

yaux thymine et psoraldne par rapport au plan du cyclobutane ).



Pso Pso

Thy Thy

trans cis

3) Enfin pour chaque monoadduit cis ou trans, une configu-

ration syn ou anti définie par 1l'orientation téte- queue

des deux noyaux l'un par rapport & l'autre, est possible.

H. RAPOPORT et Coll. (25, 26 , 27) ont défini ainsi les

termes syn et anti.

Dans la configuration syn, l'azote N-1 de la thymine
et le carbone C-2 du psoraléne sont liés a deux atomes de

carbone (e ) adjacents du cyclobutane.

Dans la configuration anti, ces mémes atomes sont liés
a deux atomes de carbone ( e ) diagonalement opposés du

cyclobutane.

Exemple : isomére trans
X
v
(o]
L
0”0
anti
Remarque :

Dans la nomenclature officielle, le composé trans syn par

exemple serait appelé 'cis anti cis téte a tate".




Différentes approches conduisant aux cycloadduits base pyri-

midique<> psoraléne ont été utilisées

1) PROTOREACTION INTERMOLECULAIRE ENTRE UNE BASE ET UN PSORALENE :

Les études des réactions photochimiques entre une base et
un psoraléne en solution ont montré qu'on observait en fait, principalement
des réactions de photodimérisation du psoraléne, méme en présence d'un trés
grand excés de base : en effet les psoralénes ont la propriété de photodimé-
riser trés rapidement (28 & 31 ). Afin de minimiser les réactions de photo-
dimérisation, l'irradiation de mélanges base psoraléne en phase solide (solu-

tion gelée, poudre) est donc utilisée.

Les premiers adduits thymine <> psoraléne furent isolés par
L. MUSAJO et Coll. en 1967 (22) dans des conditions expérimentales diffi-
ciles : seuls des monoadduits 4',5' furent obtenus par irradiation de solu-
tion aqueuse gelée (10 litres) de psoraléne (10_3M) et de thymine en grand
excés (cent fois par rapport au psoraléne). Ces différents monoadduits
-~ isolés & 1'échelle du mg (Rdt 0,5 %) - n'ont pas été complétement carac-

térisés
Exemple : Thy 5,6<>4',5' B5MOP caractérisé seulement par son spectre UV.

I1 fallut attendre 1981 pour que des premiers résultats

«

complets soient obtenus.

-~ En 1981 S.Y. WANG et Coll. (24) ont irradié des solutions
gelées de diméthyl-1,3 thymine et de 8MOP 2 dans 1'acétonitrile. Ils ont
isolé et caractérisé deux photoadduits diméthyl-1,3 thymine-5,6 <> 3.4 8MOP

cis anti et cis syn ; pour chaque adduit le rendement est faible, infé-

rieur & 10 %.
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¥*
- En 1982, pour la premiére fois, un adduit Thymine 5,6 <>4',5'
8 MOP (cis syn) fut obtenu et complétement caractérisé (RX) par 1'équipe

de E.J. LAND (32). Le rendement est de l'ordre de 3 %.

- Récemment J. CADET et Coll. (33) ont isolé et caractérisé
des adduits en 3,4 entre le 8MOP 2 et la thymidine (Thd) : six diastéréo-

isoméres (cis anti, cis syn et trans syn) Thd 5,6<33,4 8MOP ont été obtenus.

Cette équipe a également isolé et caractérisé deux adduits

en 4',5' (34) entre le carbéthoxy-3 psoraléne et la thymidine (structure

cis syn).
Tous ces photoadduits ont été obtenus par irradiation en phase solide.

—~ Des monoadduits 3,4 et 4',5' Thd 8MOP ont également été iso-
1lés par S.C. SHIM et Coll. (35) : deux monoadduits 4',5' (cis syn et trans

syn) et un monoadduit 3,4 (cis anti) ont été caractérisés.

_ - . Nous pouvons citer également les résultats de F. DALL'ACQUA
et Coll (36) qui ont isolé des monoadduits 3,4 et 4',5 entre la thymine
et la diméthyl-4,5' angélicine ; ces composés ont été obtenus avec des ren-

dements trés faibles ( <0,05 %).

En résumé divers types d'adduits ont pu &tre obtenus mais

toujours en trés faibles quantités et en opérant en phase solide.

2) PHOTOREACTION DES PSORALENES AU NIVEAU DE L'ADN :

L'étude de la photoaddition des psoralénes dans 1'ADN est
par ailleurs trés difficile. En raison du faible taux de photoréaction ,

de la diversité des photoproduits formés et du travail délicat de dégrada-

tion de 1'ADN pour isoler 1les photoadduits, les premiers résultats trés

Irradiation de film de lmm de solution gelée contenant le 8MOP (2 x IO_AM), la thymine
(2 x 10—2M) et de la benzophénone (6 x 10-3M).
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complets ne furent obtenus qu'en 1981 par 1'équipe de J.E. HEARST et H.
RAPOPORT (25, 27).

Aprés irradiation d'ADN et de dérivés tritiés du psoraléne
(8MopP 2, triméthyl 4,5',8 psoraléne) ils purent isoler et caractériser diffé-
rents monoadduits 3,4 et 4',5'. Les quantités de produit obtenu sont de
l'ordre du microgramme. Dans le cas du 8MOP 2 par exemple les adduits cis

syn suivants furent isolés :

Cytidine 5,6 < 4',5'8MOP
Thymine 5,6 <> 4'5'8MOP
Thymidine 5,6<> 3,4 8MOP

D'autres adduits furent également caractérisés par cette
équipe (27, 37), en particulier un monoadduit 4',5' (Thd<>8MOP) dont la

structure faite par RX a été déterminée : ce composé posséde la structure

cis syn.

Par cette approche les rendements en photoadduits sont
encore plus faibles. D'autre part, il est possible qu'un certain nombre de
photoadduits formés se décomposent dans les conditions de 1'hydrolyse enzy-

matique et acide de 1'ADN.

En conséquence tous les résultats obtenus a ce jour sur
la photoréactivité entre la thymine et les psoralénes résultent d'expérien-
ces dans 1lesquelles la nature des photoproduits est imposée beaucoup plus
par des contraintes géométriques que par la photoréactivité en elle méme:
en effet que ce soit en phase solide (poudre ou gel) ou dans 1'ADN, les chro-

mophores sont "bloqués".
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APPROCHE INTRAMOLECULAIRE

Neus avons. choisi une approche intramoléculaire pour é&tudier
4 la fois les interactions et les photoréactions entre une base nucléique

¥*
et un psoraléne .

Cette approche consiste & préparer des molécules modéles
dans lesquelles une base est reliée & un psoraléne par une chaine polymé-
thylénique souple Base—(CHz)n—Psoraléne. Cette méthodologie consistant en
la synthése et 1'étude physicochimique’ de telles molécules modéles, est’
classiduement utilisée dans notre laboratoire pour étudier les interactions
d'empilement base nucléique - composé d'intercalation dans 1'ADN (interca-

lant).

Ces systémes sont capables de se replier, s'il existe des

interactions attractives entre les noyaux aromatiques.

l Intercalant R [ Intercalant

forme ouverte forme repliée ou complexe

La position de 1l'équilibre formes ouvertes z=xformes repliées

constitue une mesure directe de 1l'interaction.

Les nombreux résultats d'études physicochimiques déja obte-
nus dans les séries de la chloroquine (38), de la quinacrine (39), et de
la proflavine (40) ont montré que le complexe (forme repliée) formé en solution

aqueuse est de méme nature que le complexe d'intercalation dans 1'ADN.

A !'époque ol nous avons commencé ce travail, aucun photoadduit base<¢> psoraléne n'avait pas

encore été décrit. La premidre publication de H. RAPOPORT et Coll. date de 1981.
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‘I:H’ CH,~CH
H H—(CH,)-NZ %
\N/c 27y \CHz"’CH;
| AN
c NP

Chleroqui ne

10
H,N NZ NH,

Proflavine

CH

[’ CH~CH
My CHCHIEN T

NCH,—~CH,

Quinacrine

Hy, AACH:);- BASE

Modéle de l'intercalation de la Quinacrine

Les modéles Base—(CHz)n—Psoraléne envisagés devraient donc

nous permettre :

1) D'étudier 1l'interaction intramoléculaire d'empilement entre

la base et le psoraléne, telle qu'elle peut se faire dans

1'ADN.

2) D'étudier les réactions photochimiques base psoraléne en

solution. Il sera possible également d'étudier 1la photo-

réactivité en fonction de la complexation et du solvant.

Choix du psoraléne et de la base :

1) La base nucléique tout d'abord retenue est la thymine

car d'aprés les résultats de la littérature, celle~ci semble &tre la plus

photoréactive vis-a-vis des psoralénes.
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2) Nous avons choisi les méthoxy-5 1 et -8 psoraléne 2 pour

plusieurs raisons

- Ils constituent les molécules de base et les composés majeurs
dans la série, si 1l'on en juge par leurs utilisations en théra-

peutique et en cosmétologie.

- Les sites de fixation de la chalne sur le noyau psoraléne,
a savoir les atomes d'oxygéne 5 et 8, se trouvent placés de ma-
niére quasi symétrique par rapport a chacune des deux doubles
liaisons photoréactives du psoraléne (schéma 2 ) : dans les
modéles la double liaison photoréactive 5,6 de la thymine peut
donc recouvrir avec une égale probabilité la double liaison 4',5'
du cycle furane ou la double liaison 3,4 du cycle pyrone. Ces
systémes permettent donc d'étudier de maniére compétitive la
photoaddition de la double liaison 5,6 de la thymine sur les

doubles liaisons 3,4 et 4',5'.

- Il .est intéressant de noter également que les modéles du 5MOP 1
et du 8MOP2sont complémentaires : comme on peut le voir sur le
schéma ci-dessous et a partir de modéles moléculaires, les deux
systémes pefmettront la formation des adduits en 3,4 ou 4',5',
en cis ou en trans, par contre les modéles de la série 5 ne
conduiront qu'a des adduits anti et ceux de la série 8 a des

adduits syn.

Schéma 2

Pour chaque série de modéles, quatre adduits isoméres peu-

vent donc se former.
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Choix de la nature de la chalne

Etant données les études envisagées, nous avons choisi de
relier les deux chromophores par un pont hydrocarboné (chaine polyméthylé-
nique ;(CHZ)n~) de préférence & une chafne portant des hétéroatomes,
oxygéne ou azote : en effet la chafne polyméthylénique ne présente que
peu d'interactions avec le solvant et elle est inerte photochimiguement.
Par ailleurs il est possible de faire varier facilement et progressivement
sa longueur. Nous avons ainsi préparé des molécules dont la longueur de
la chaine varie de n=2 a n=12. Comme nous le verrons par la suite ceci nous
permet d'exclure tout effet de contrainte géométrique de la chaine sur les

propriétés observées.

1

La synthése des modéles Thy-(CHz)n— 5 ou 8 psoraléne a
donc été entreprise. Par analogie avec les nucléosides de 1'ADN, la chalne

carbonée —(CH2)n— sera fixée sur l'azote N-1 de la thymine.

Ur modéle dans lequel la thymine est reliée & un noyau de type méthoxy-8 psoraléne 2
par une chafne polyoxyéthylénique a été préparé et étudié par A. CASTELLAN et
J.P. DESVERGNE (41),
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Ce type de molécule devrait nous permettre d'étudier 1la
réaction photochimique base-psoraléne en solution. En effet dans son princi-
pe, l'utilisation de systémes intramoléculaires doit limiter sinon éliminer
totalement les réactions intermoléculaires de photodimérisation de psora-
lénes qui masQuent la réaction base-psoraléne dans 1'approche intermolécu-

laire usuelle.
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Les travaux concernant la série du 8MOP 2 ont été réalisés

par J.L. DECOUT et ont fait 1l'objet de sa thése d'Etat (42).

Nous avons personnellement réalisé 1'étude dans la série

SMOP 1.

Nous avons également préparé des modéles comportant un pso-
raléne hydrogéné en 4',5' afin de limiter le nombre de photoréactions. En
outre les dihydro 4',5' psoralénes sont considérés comme de bons modéles
des monoadduits 4',5' base-psoraléne (43).En effet ces derniers, en raison
de leur agsorption entre 4OC et 300 nm, peuvent photoréagir une deuxiéme
fois dans 1'ADN et conduire & la formation de bisadduits. Les composés
Thy—(CHz)n—4',5'dh 5 ou 8 pséraléne 15 et 15' seront donc des modéles pour

1'étude de cette deuxiéme photoréaction.

/////’{CHJ:\\\\O

N~_.O
A
| \17 Thy—(CHZ)n~4',5'dh5Pso 15
H,C ~H o 0 o

Des moddles comportant 1'adénine ont été également synthétisés en série du 8MOP,

1'adénine étant lide par son atome d'azote N-9.
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Dans ce chapitre, nous décrivons la synthése des composés

modéles et de référence.

Le composés modéles :

* 'l'hymine—(CHZ)n—SPsoraléne 0
Thy—Cn—SPSO 8 b n=2
c n=3
d n =4
e :n=256
f:n=286
l:n=12
* Thymine—(CH? )n-—5, dihydro--4',5'Psoraléne
O
H\N l CH,
o¢L\T
Thy-C_-4',5'dhSPso 15 (cHy),

Seul le composé ou n est égal & quatre, a été préparé :
en effet les études réalisées par J.L. DECOUT (42) dans la série des modéles
hydrogénés du méthoxy-8 psoraléne* ont montré que la longueur de la chalne
avait peu d'importance sur la photoréaction. Nous avons opté pour une chaine
constituée de quatre méthylénes (et non 3, 5, 6 et 12) pour des raisons

de meilleure solubilité dans 1'eau.

modéle hydrogéng du méthoxy-8 psoraléne 15'
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Les composés de référence :

Ccomme nous le verrons dans 1l'étude physicochimique, nous
avons besoin de composés de référence représentant les deux '"moitiés' des

molécules modéles.

Les composés suivants ont donc été préparés.

* Propyl-1 thymine
o
H\N CH,
Thy-C, 16 o ’
: (?Hz)z |
CH,
* Propoxy-5 psoraléne
O’(CHZ)z—CHJ
5Pso—C3 17 /4 =
0~ "o
* Propoxy-5 dihydro-4',5' Psoraléne
OI(CHZ){.CH:i
4',5'dhSPso-C, 18 N

3
0" "o
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I, SYNTHESE DES COMPOSES MODELESTuy-C -5Pso 8 :

A, CHOIX DE LA VOIE DE SYNTHESE :

o)
H\N I CH,
OJ\T
CH
(l s Thy-C -5Pso 8
n 8
o)
Y A
0 Yo

La condensation finale conduisant au modéle désiré

peut-&tre envisagée de deux fagons :

- Soit par condensation du phénate 'de 1'hydroxy-5 psoraléne

4 sur une (w-halogénoalkyl)-1 thymine 6 Thy—(CHZ)n-X

0~ 0
J X . Hay l CH, . 8
0o 07N
(61,
X \
6

- Soit par condensation de 1la thymine protégée 5 sur

1'(w-halogénoalcoxy)-5 psoraléne 7 5Pso—(CH2)n—X

o-{eHy)i-x OR
AN - CH,
/ v 0 8
0" Yo RO” N

7 3

v
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Dans tous les cas il faudra protéger les groupements car-
bonyles de la thymine pour éviter les réactions de O-alkylation. Les groupes

triméthylsilyles (39) sont souvent utilisés.
(BN
(0] 3 o

| —_— N
OJ\N (CH,)JSi—O/kN

L'encombrement stérique apporté par ces groupes protecteurs
aura par ailleurs, pour effet d'orienter la N-alkylation de la thymine
sur l'azote N-1 : en effet si 1l'on utilise la thymine directement, c'est

d'abord 1'atome d'hydrogéne porté par 1l'azote N-3 qui est arraché en milieu

basique.
o] o] o
H CH + CH, _y*
\N/uj/ 3 -H \ eN)j 3 H eN)‘E/CHs
AT o+ .
04L\N +H 04L\N +H 04L\N
X | =
H
Deux voies de synthése Thy—Cn—SPso 8 sont ainsi envisa-
geables :
lére voie : Passage par 5Pso—(CH2)n—X 7 :
{CH,)—X
o ¢ OH g
| 1 ]
Pso —— Pso ——— e Pso Thy
1
1 4 1 «':Hz)n
(0]
|
Thy ~——————— | Thy protégée Pso
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Le bergapténe* (5MOP) 1 est déméthylé en bergaptol (hydro-
xy-5 psoraléne) 4. L'action d'un o ,w-dihalogénoalcane sur le phénate du
bergaptol 4 conduit a 1'(w-halogénoalcoxy)-5 psoraléne 7. Le modéle attendu
8 est obtenu par une réaction de substitution nucléophile entre la thymine

protégée 5 et le composé 7.

2&me voie : Passage par Thy—(CH2l{— X 6 :

Thy —————— |Thy protégée | —— Thy F(CH)X Thy
|
§ § - ) (?Hz)n
gt OH 0
1 ! |
Pso —_——— Pso Pso
1 4 8

La thymine 3 tout d'abord protégée par silylation est
traitée avec un o,w-dihalogénoalcane pour former une (w-halogénoalkyl)-1
thymine 6. Le bergaptol obtenu par déméthylation du bergapténe réagit sous

la forme phénate sur le composé 6 pour conduire au modéle désiré 8.

Quelle que soit la voie de synthése retenue, il nous faut
déméthyler le bergapténe. Cette réaction est assez bien décrite dans la
littérature mais les rendements cités sont faibles. Nous avons donc choisi
la deuxidme voie de synthése car le bergapt@ne est un produit colteux et
dans cette voie, le produit de déméthylation n'intervient qu'a la derniére

étape.

OCH,

est représenté par
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Par ailleurs, la synthése des composés du type Thy-(CHz)n-x
6 est bien décrite dans la littérature dans le cas ou X est égal a Br et
pour n égal a4 3,4 et 6 (44, 45). De plus, les rendements sont bons et la

thymine commercialement accessible est peu cofliteuse.

B, SCHEMA IE SWTHESE RETENU :

o o)
H\N CH, ﬂHMDS/A H\N CH,
)\ I 2)Br-—(CH)-Br //l\ I
° 7 3)H,0 - ° h|J o
H 2
(?Hz)n H\N CH,
3 o A,/
6 o T
K2C03
DMF (clﬂ’)"
(0]
OCH, OH / N
/i AN PyH* CI” Y, RN (o)
0 Yo 0 0" o 8

1 4

Cette séquence réactionnelle a été suivie pour les modéles
Thy-C,,-5Pso 8, ¢, d, e, f et 1. Nous n'avons pas pu accéder au modéle
Thy—Cz—SPso 8b de cette maniére : en effet dans la derhiére étape, nous
n'observons pas la condensation entre 1'hydroxy-5 psoraléne 4 et 1'(w-bro-
moéthyl)-1 thymine 6b ; le composé 6b semble réagir de maniére intraholé~
culaire : en effet le produit de cyclisation se forme également en absence
de psoraléne par chauffage du composé 6b dans la diméthylformamide en pré-
sence de carbonate de potassium. Deux types de produits peuvent &tre envi-

sagés : les composés 9 et 9'



Quelques résultats préliminaires laissent a penser que ce

produit pourrait &tre le sel d'aziridinium 9 :

- Le test au nitrate d'argent, caractérisant la présence

d'halogénure, est positif.

- La spectrométrie de masse montre un pic a 153 qui pourrait

correspondre a cet ion 9.

- Le point de fusion, trés élevé (supérieur a 300°C) est

également en faveur d'un sel.

Des é&tudes plus complétes (RMN) seront nécessaires pour

confirmer cette structure.

La synthése du modéle Thy~02—5Pso 8b a donc été réalisée

_ par l'autre voie (voie 1).

C. OBTENTION DES MODELES THy-C-5Pso 8c. b, E, F ET L :

1) PREPARATION DES (w-BROMOALKYL)-1 THYMINES Thy—Cn-Br 6 :

a) Protection de la thymine 3 : Préparation de 1la
bis(triméthylsilyl) thymine 5 :

Il est nécessaire de protéger les fonctions carbonyles de
la thymine afin d'éviter des réactions de O-alkylation. L'agent protecteur
choisi est 1'hexaméthyl-1,1,1,3,3,3, disilazane (HMDS). Ce groupe protecteur
est facilement hydrolysable. Ce procédé a été mis au point par T. NISHIMURA
et I. IWAI (46) pour la synthése de nucléosides. La réaction, conduite a
1'abri de 1'humidité, est réalisée en présence de sulfate d'ammonium, cata-
lyseur de la réaction, et A reflux de 1'HNDS. Aprés évaporation de 1'HMDS,
le résidu blanc obtenu (peu stable & 1'iumidité) est utilisé sans autre

purification pour préparer les dérivés N-alkylés de la thymine.
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b) Obtention des dérivés Thy—Cn—Br 6 :

La thymine silylée 5 est mise en réaction avec un grand

excés d'a,w -dibromoalcane.

(cH) S'\ o 6b :n=2
c n =3
Br- (CHz) -Br  H\y CH, -
x Ly g
(cu,) Si—0 (o) P'd e:ns=5
- ((I:Hz)n f:n=6
Br _l_ n =12
6

Dans ces conditions et & température ambiante, la réaction
est propre mais lente, plusieurs jours de réaction sont nécessaires. En
effectuant la réaction dans la diméthylformamide et & des températures plus
élevées (50°C & 80°C), la réaction est plus rapide (1 & 2 jours) mais la
proportion des réactions secondaires est plus grande. La purification du
produit final brut aprés hydrolyse est alors plus difficile. Nous avons
donc choisi des conditions plus douces : température de 50°C, en absence
de DMF et en présence d'un excés de dibromoalcane. Cet excés de dibromo-
alcane est nécessaire pour limiter les réactions secondaires qui conduisent
A4 la formation de polyméthyléne-1,1' bis thymine (Thy—-Cn—Thy) (47, 48).

Dans ces conditions, peu de réactions secondaires ont été
observées. La purification des composés désirés s'est effectuée par chroma-
tographie sur colonne de silice, puis cristallisation.

Les composés 6d, e, f et 1 ont été ainsi obtenus avec des
rendements d'environ 80 % et leur structure a été confirmée par les diverses

méthodes habituelles (masse, RMN, analyse élémenta:re).
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Remarque :
a) Dérivé Thy-C,-Br 6b :

Au cours de la préparation du composé Thy—Cz-Br 6b effectuée
dans des conditions légérement différentes, c'est & dire & 100°C pendant
24 heures, a c8té du produit attendu 6b (obtenu avec un rendement de
50 %), on cbserve la formation d'un produit secondaire en quantité non né-
gligeable (rendement =~ 10 %). Il s'agit d'un composé bisalkylé de la thymine
sur l'azote N-1 et l'azote N-3 : Thy—(CeBr)2 10 (schéma 1 ).

(cH,) s.\
o 0
/ﬁ/ 1) Br 1(;}(4) CCH ~Br Hay | CH, Br_(CH,)z\N | CH,
+
I |
5 (6Hy), (6),
Br Br
6b 10

Schém 1 : Bisalkylation de la thymine.

La structure de ce composé bisalkylé 10 a été établie a
partir de son spectre de masse = 340), de son spectre de RMN (ol l'on
constate la disparition du proton porté par l'azote N-3 et 1l'apparition

des protons de la chaine w-bromoéthyle) et de son analyse éléméntaire.

b) Dérivé Thy—Ca—Br 6c :

Dans le cas de la préparation du dérivé Thy—CB—Br 6c, en
effectuant la réaction & une température de 50°C, nous avons constaté un
pourcentage assez élevé de réactions secondaires : certains auteurs (49)
postulent une cyclisation intramoléculaire conduisant a la formation de

composés du type :



{&5

-~

Nous n'avons pas cherché a les identifier. En effectuant
la réaction a température ambiante pendant un temps plus long, le nombre
de produits secondaires diminue fortement. Néanmoins aprés purification

le rendement en produit pur 6c ne dépasse pas 55 %.

2) DEMETHYLATION DU BERGAPTENE 1 :

Différents réactifs de déalkylation d'arylalkyl éthers sont
décrits dans la littérature (50) mais peu d'exemples de déméthylation du

bergapténe sont rapportés.

Les réactifs acides HBr, HI, sont dans notre cas peu utili-
sables, ils toucheraient aux fonctions oxygénées présentes dans la molécule
par protonation de la lactone, ouverture de celle-ci et possibilité de re-

fermeture sur l'oxygéne en 5 (schéma 2 ).

OH

A
O, — L e —
o 0~ Yo ) on®

1 ) 11

Schéma 2 : Isomérisation du bergaptol 1.

Avec les iodures alcalins utilisés en solvant protique,

les rendements donnés sont pour 1a plupart assez faibles.

L'utilisation de nucléophiles tels que 1les hydroxydes,
méthoxydes, éthoxydes, sulfites nécessite des conditions opératoires trés
dures (température éievée, durée longue de réaction) qui risquent de décom-

poser notre produit. Ces nucléophiles peuvent ¢&galzment attaquer au niveau

de la lactone.
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OCH,4 0

Yo+ ( L y-cu, +

L'iodure de magnésium (MgI.) dans 1'éther (50) ou le chlo-

2
rhydrate de pyridine (52) sont en général utilisés pour la déméthylation

du bergapténe.

Avec MgI, les rendements donnés sont de l'ordre de 40 %.

2

La méthode utilisant le chlorhydrate de pyridine trés em-
ployé par R. ROYER et Coll. (52b; ¢, d), fournit des rendements nettement
plus élevés (80 %). La déméihylation du bergapténe par le chlorhydrate de
pyridine a &té brevetée par une équipe allemande en 1977 (47a) et sera la
méthode que nous utiliserons. La déméthylation du 5MOP 1 s'effectue dans
le chlorhydrate de pyridine a reflux. A c6té du produit attendu 4 (largement
. majoritaire) on observe par analyse chromatographique (CCM) quelques sous
produits minoritaires. La purification finale s'est avérée difficile. Le
solvant de cristallisation cité dans le brevet (éthancl) ne nous a pas donné
des résultats satisfaisants. En effet aprés plusieurs cristallisations,
la CCM nous montre qu'il reste toujours un sous produit fluorescent. Tous
les essais ultérieurs (cristallisations dans une série de solvants, chroma-
tographies diverses...) ne nous ont pas permis de purifier davantage le
produit., Nous 1l'avons donc utilisé tel quel, sachant que 1l'impureté fluores-
cente est présente en trés faible quantité (<5 %) comme on peut 1'évaluer

par RMN : aucun pic '"parasite'" n'est observé.
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Spectre de BMNIH du Bergaptol (60MHz ; DMSO d6).

H-5’ H-3
H-4’
H-4
H-8 1
-OH
A
[ ] ‘
v W \ M"W T “m
T T Y ] Y ] ]
pPpm 1 10 9 8 7 6 5

Remarque : Nature de 1'impureté fluorescente.

Selon la littérature (53), le bergapténe 1 est capable de
se réarranger dans certaines conditions. E. SPATH et G. KUBICZEK (53) furent

les premiers & convertir le bergapténe 1 en isobergapténe 12 en utilisant

le sulfate de méthyle en milieu alcalin.

OCH, 0

/ N (CHQZSO} /4
© oS0 OH ° OCH,
1 12

Nous verrons plus loin (p.33) les quelques données qui
nous aménent & penser que l'impureté présente est un isomére du bergaptol

4 : 1l'isobergaptol 11.
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3) PREPARATION DES MODELES Thy*Cn-—SPso 8c, d, e, fetl:

Les composés Thy—Cn—SPso 8 ont é&té obtenus par réaction
entre le bergaptol 4 et les (w-bromoalkyl)-1 thymines respectives 6. La
substitution a été menée dans la diméthylformamide en présence de carbonate

de potassium.

CH,);
0 OH /( )\\o

H CH, N (@]
N N X,CO
| + 273 . | \f 74
04[\ T (o) 0 g DMF H,C N\H o
((l:Hz)n 4 o]
Br — 8

Dans tous 1les cas, le mélange réactionnel brut contient,
outre une faible quantité du produit de départ, quelques produits secon-
daires. Parmi ceux-ci il en est d'ailleurs un qui fluoresce fortement et
qui sur couche mince (CCM) se trouve trds proche des modéles. La purifica-
tion des composés préparés a posé quelgues problémes en raison de leur trés
faible solubilité dans la plupart des solvants organiques. Nous avons
utilisé principalement la chromatogiraphie sur colonne de silice. Le dépdt
et 1'élution des produits ont été réalisés avec de l'acétate d'éthyle bouil-
lant sur une colonne a double enveloppe thermostatée & 50°C par un courant
d'eau chaude. Cette technique permet d'éviter la précipitation des produits
qui a lieu & froid durant 1'élution, 1'acétate d'éthyle étant le seul sol-
vant qui sépare de fagon satisfaisante sur la silice, les impuretés des
composés modéles recherchés. La purification des modéles s'est achevée par

une cristallisation.

Les spectres de masse et de RMN confirment bien la structure
des modéles Thy—Cn—SPso 8 attendus. Les spectres de masse indiquent en effet
l'addition entre les fragments alkyl-l.thymine et bergaptol. Les spectres
de RMN montrent également, outre la disparition du proton de 1'hydroxyle

en 5 du bergaptol, la présence des protons du fragment alkyl-1 thymine.



- 33 =

Acétone

Spectre de RMN'H du moddle 8c (60MHz ; CDClS).

(pris comme exemple)
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Isolement et caractérisation de 1'impureté fluorescente :

L'impureté fluorescente a été isolée dans le cas du modéle
Thy—C4—5Pso 8d. Seule une trés faible quantité a €té recueillie. Ce produit

a été caractérisé par ses spectres de masse et de RMN du proton.

Le spectre de masse indique le méme pic moléculaire que
celui du modéle Thy-C,-5Pso 8d (M" = 382). On retrouve aussi les mémes cou-
pures caractéristiques (m/e = 202, 174) et l'ion butyl-1 thymine (m/e =

181, 139, 96, 55). Nous avons donc un produit isomére du modéle 8d.

Le spectre de RMN confirme cette hypothése et permet d'at-
tribuer une structure probable. Le spectre comporte trois parties comme

dans le composé Thy—C4—5Pso 8d :

~ Les protons du noyau thymine : inchangés par rapport a ceux du

modéle 8d.

- Les protons de la chaine polyméthylénique : parmi ces protons,

-

seul est 3 remarquer le blindage (0,4 ppm) du méthyléne 1lié &
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1'oxygéne sur le carbone C-5 du noyau psoraléne.

Les protons du noyau psoraléne : ces protons sont tous trés légé-
rement blindés (0,05 ppm). Mais il est & noter surtout le blin-

-~

dage du proton H-8 (0,2 a 0,3 ppm).

Ces résultats ont été comparés avec les spectres de RMN
du bergapténe 1 et de l'isobergapténe 12 décrits dans la littérature (54)

et relevés dans le méme solvant (CDClB)

OCH, Y
5 4

7
0 0~ OCH,

1 12

On trouve lorsqu'on passe du bergapténe 1 a 1l'isobergapténe
12 des blindages analogues a ceux observés lorsqu'on passe du modéle

Thy-C,-SPso 8d a l'impureté 13 :

Blindage du méthyle (0,3 ppm) (analogue au blindage du méthyléne

noté précédemment : 0,4 ppm).

Blindage important du proton H-8 du noyau. bergapténe (0,25 ppm)
(analogue au blindage du H-8 noté précédemment : 0,2-0,3 ppm)

et trés léger blindage ( 0,05 ppm) des autres protons du noyau.

Nous pensons que 1l'impureté isolée a la structure suivante:

Ce modéle isomére a probablement pour origine une isoméri-
sation du bergaptol 4 en isobergaptol 11 lors de la déméthylation du

bergapténe 1 (cf. p. 30).
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D. OBTENTION DU MODELE THY—C2-5Pso 88

Comme nous l'avons signalé précédemment, nous n'avons pas
observé la condensation entre le bergaptol 4 et 1' (w -bromoéthyl)-1 thymine
6b en présence de carbonate de potassium dans la diméthylformamide. Nous
avons donc utilisé l'autre voie de synthése consistant & passer par l'inter-

médiaire de 5Pso—(CH2)n—X 7.

1) PREPARATION DE L'(w-BROMOETHOXY)-5 PSORALENE 5Pso—C2-Br b :

a synthése de composés comparables (n = 3, 4, 5) a déja été
décrite (55). Le bergaptol 4 est condensé avec un ao,w-dibromoalcane en excés
dans l'acétone A reflux en présence de carbonate de potassium. Dans ces
conditions, la réaction est lente et les rendements sont inférieurs a

50 %.

Nous avons donc utilisé des conditions de réactions analo-

'gues 3 celles utilisées lors de la préparation des modéles Thy—Cn—SPso 8:
le composé 7b est obtenu par condensation dans la diméthylformamide du
bergaptol 4 et du dibromoéthane en présence de carbonate de potassium

(schéma 3).

La purification est réalisée par chromatographie sur colon-

ne de silice puis cristallisation.

Le produit pur obtenu avec un rendement de 60 %, caracté-
risé par ses spectres de masse et de RMN correspond bien au composé désiré

7b.

OH o—ACH,)—8r
Y, Yy Br-CH, CH,~Br V. XN
0 Yo K2CO, /OMF ) 00
4 7b

Schéma 3 : Préparation de 5Pso—02—Br 7b.
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2) OBTENTION DU MODELE Thy—CZ—SPsa 8b :
La condensation entre le 5Pso~C2~Br‘ 7b et la thymine
préalablement silylée 5, conduisant au composé 8b, a été conduite dans

le sulfolane (schéma 4 ). Dans ces conditions peu de réactions secondaires
ont lieu. Aprés une étape rapide de purification (précipitation, lavage
du précipité, cristallisation), le modéle Thy-—Cg—SPso 8b est obtenu avec
un rendement de 70 %. Le spectre de masse indique bien le pic moléculaire
attendu (MJr = 354) et les coupures caractéristiques déja rencontrées pour
les autres modéles Thy—-Cn—SPso 8. Le spectre de RMN de ce composé montre
bien également la présence des protons aromatiques du noyau psoraléne, des
protons du noyau thymine et des prctons méthyléniques de la chatne ; ©on peut

constater de méme 1l'absence du proton de 1l'hydroxyle en 5 du bergaptol 4.

o oACH);

sulfolane
—_ 7 8
(CHJ)JSiQOJ\\N (m —E

3 7b

Schéma 4 : Obtention du composé Thy- 02—-5Pm 8b.

Les modéles Thy—Cn—SPso 8b, ¢, d, e, f et 1 doivent avoir
une excellente pureté pour permettre les études physicochimiques par spectro
photométrie UV et les é&tudes photophysiques et photochimiques. Cette pureté

a donc été vérifiée par plusieurs techniques

~ Chromatographie couche mince (CCM).
— Chromatographie liquide analytique a hautes performance (CLHP).

- Analyse élémentaire sur un échantillon représentatif de la

totalité du produit préparé.
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IT, SYNTHESE DU MODELE DIHYDRO Tny-Cy-4'.5"pH5Pso 15D :

¥*
La synthédse de ce composé a été réalisée par la voie 1 . Une

étape éupplémentaire d'hydrogénation en 4',5' du noyau psoraléne est tout

d'abord nécessaire.

1) PREPARATION DE L'HYDROXY-5 DIHYDRO-4',5' PSORALENE-4',5'dh5HP 14:

Selon des conditions mises au point dans notre laboratoire
“dans la série du méthoxy-8 psoraléne 2 (50), nous avons réalisé 1'hydrogéna-
tion du bergaptol 4 dans 1l'éthanol avec du palladium sur charbon sous pres-

sion atmosphérique et a température ambiante.

OH

/ X H;,Pd/C Q
0o " Eon

Dans ces conditions la sélectivité est excellente et le
rendement en produit pur apfés purification est bon (65 %). La RMN confirme
bien la structure du produit 14 : en effet les protons 4' et 5' en position
vinylique dans le composé 4 sbrtant sous la forme de deux doublets (J=2,2Hz)
a 7,90 ppm (C -H) et 7,25 (CA,~E) sont dans le composé 14 fortement blindés
(étant donnee la saturation de la double liaison 4',5')} et apparaissent
a 4,65 ppm (C5,—ﬁ) et 3,15 ppm (C4,—§) sous la forme de deux triplets
(J=9Hz).

* I} a été montré dans notre laboratoire par J.L. DECOUT (42) en série méthoxy-8 psoraline

2 que les modéles Thy-C -8Pso 8' pouvaient &tre hydrogénés sélectivement en &4',5' (>80 %)
sur le noyau psoraléne ; cependant les tris faibles solubilités des moddles et les difficultés

de purification nous ont amenés 3 abandonner cette pe.zibilivc.
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2) OBTENTION DU MODELE Thy—C4—4'q55dh5Pso 15d -

Sclon les conditions utilisées pour la synthése des modéles
Thy—Cn—SPso 8 (sauf 8b, n=2) la condensation des composés 14 et 6d conduit
bien en présence de carbonate de potassium dans la diméthylformamide au

modéle recherché 15d.

o OH /(CH24\0

Hw CH, N~_.O
N R K,CO AN
| + 2, [ Y
OJ\?‘ o) o DMF H,C N\H o o
(CH1L : o
B L 15d
&4

Aprés purification par chromatographie sur colonne de silice, le composé

~est cristallisé dans 1'éthanol.

Les spectres de masse (M+=384 : pic moléculaire) et de RMN
du proton (disparition du proton de l'hydroxyle porté par le C-5 du noyau
psoraléne ; présence des protons du noyau psoraléne et des protons du frag-
ment butyl-1 thymine) indiquent que ce composé posséde bien la structure
désirée du produit 15d. La pureté de ce modéle a également été vérifiée par

CCM, CLHP et analyse élémentaire.

ITI, SYNTHESE DES COMPOSES DE REFERENCE :

Les composés de référence suivants ont été préparés :

- La propyl-l thymine : Thy-C, 16.

3

— Le propoxy-5 psoraléne : 5Pso~C3 17.
— Le propoxy-5 dihydro-4',5' psoraléne : 4',5'dh5Pso—-C3 18.
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1) Thy-Cy 16 :

Ce composé a été préparé suivant une méthode analogue a

celle décrite par N.J. LEONARD et Coll. (44) en traitant la thymine silylée
5 par un excés de bromo-l propane. Dans notre cas, nous avons utilisé la
diméthylformamide comme solvant {au lieu de 1l‘'acétone) ce qui augmente le

rendement de la réaction (80 % au lieu de 50 %).

o (cHy) si o
NCHz{CH ) Br CH,
Hx, I OME j\ l
2) H,0 o} N
o) r'« ¢ |
: o
3 - 3
- 16
2) 5Pso-C, 17 :

3 =

La synthése de ce composé a été décrite par une équipe
italienne (56). Le bergaptol 4 est O~a1kylé; soit par l'iodure de n-propyle
dans 1l'acétone anhydre en présence de carbonate de potassium, soit par le
diazopropane dans l'éther. Dans ces conditions, la réaction est lente, elle
conduit a des rendements faibles.

Nous avons donc utilisé les conditions opératoires mises
au point pour la synthése des modéles Thy—Cn—SPso 8. Dans ces conditions,
la condensation entre le bergaptol 4 et le bromo-l1 propane conduit apreés

purification au composé attendu 17 avec un rendement de 50 %.

OH o-{CH2)~cH,
7 N} CHyCHyCHsBr | NN
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3) 4',5'dh5Pso-C, 18 :

Ce composé de référence a été obtenu par hydrogénation cata-
lytique du produit 17 décrit précédemment, dans les conditions opératoires

utilisées pour 1l'hydrogénation du bergaptol 4.

o-{CH)~CH; o-A{CH2)~cH,
7 AN H, Pa/C l\ N
o 0o EtOH oA g 5
17 18

Le produit est purifié par chromatographie sur colonne de

silice puis cristallisé dans 1l'hexane (rendementa 50 %).

Ces composés de référence ont été caractérisés par leur
spectres de masse et de RMN. Servant de références dans les études physico-
chimiques envisagées, ces composés comme les modeles décrits précédemment,
doivent &tre trés purs. Le contrfle de leur pureté a ainsi été effectué
par CCM, CLHP et par analyse élémentaire d'échantillons représentatifs de

la quantité totale de produit préparé.

—0—0~0~0—0~0~0=0~0~0~
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» Ncus avons préparé une série de modéles Thy—Cn—SPso 8-
dans lesquels la thymine est reliée au psoraléne par une chalne polyméthy-
lénique de longueur variable (n = 2,3,4,5,6 et 12). Un moddle comportant

le psoraléne hydrogéné en 4',5', a également été synthétisé (n=4) 15d.

Nous allons dans ce chapitre étudier les interactions

thymine-psoraléne au niveau de ces modéles.

INTRODUCTTION

Notre objectif est, en étudiant les interactions molécu-
laires d'empilement thymine-psoraléne, d'apporter une contribution a 1la

connaissance du processus d'intercalation du psoraléne dans 1'ADN.

I1 a été montré dans notre laboratoire que des composés
analogues reliant une base nucléique a un intercalant (quinoléine (38),
acridine (39 )) pouvaient adopter dans l'eau des conformations dans les-

quelles les deux noyaux aromatiques sont empilés.

l Intercalant — [ Intercalant

L'étude physicochimique des composés préparés permet ainsi
d'étudier en solution aqueuse, l'interaction entre la thymine et le psora-
léne. Elle devrait par ailleurs apporter des renseignements quant a la

nature et & l'intensité des forces attractives.

Dés lors, il sera possible en fonction du degré de comple-

xation d'étudier leur photoréactivité.



Deux techniques a la fois ftrés sensibles et complémen-

taires, seront employées pour étudier 1'équilibre forme ouverte ;—4’forme
repliée, et les interactions qui le régissent : la spectrophotométrie UV

et la spectroscopie de RMN.

[. ETUDE DANS L'EAU DES MODELES 8 ET 15p :

A. Etupe UV :

1) PRINCIPE DE LA METHODE :

La formation d'un complexe d'interaction verticale entre deux
noyaux aromatiques conduit & une diminution de l1tintensité d'absorption de ces

deux chromophores : c'est 1'effet hypochrome,

‘ Cette propriété est classiquement utilisée pour étudier
le comportement de macromolécules biologiques en solution, surtout 1'ADN.
Lt'intensité d'absorption UV & 260 nm de 1'ADN natif considéré dans un
arrangement en double hélice (empilement des Bases nucléiques) est plus
faible que celle de 1'ADN dénaturé (séparation des deux brins) ou des
nucléotides seuls (monoméres de 1'ADN) : une augmentation de 40 % de

1l'absorption a 260 nm est observée lors de la dénaturation de 1'ADN.

Pour tenter d'expliquer ce phénoméne, une théorie a été
établie par I. TINOCO et W. RHODES (57) : le moment de transition électro-
nique d'un chromophore serait perturbé par le champ électrique créé par
les électrons du chromophore voisin, sans qu'il ¥y ait de transfert élec-

tronique.

. Ce phénoméne peut-&tre quantifié et la valeur du pourcen-
tage de 1l'effet hypochrome (%H) se calcule & partir des forces d'oscilla-

teur f.

f polymére

%H = (1 - ) x 100

z: f monoméres



- 44 -

La force dfoscillateur f correspond a l'intensité de la

bande d'absorption considérée.

1 .
- A
f=4,32x10#‘ e () ga
)\2 A2

e()A) est le coefficient d'extinction molaire a la lon-

gueur d'onde A considérée,
Outre 1'ADN, d'autres polyméres tels que certains ARN

(58) et polynucléotides {59 ) ainsi que des systémes plus simples reliant

deux chromophores ont été étudiés.

Application de 1l'effet hypochrome a 1'étude de

bichromophores

Des effets hypochromes ont été mis en évidence lors
+*
d'études de dinucléosides monophosphates dans 1l'eau (tableau 1) : ces

résultats permirent aux auteurs (60) de conclure a l'existence de forme

repliée résultant d'interaction base-base.

Des effets hypochromes comparables furent également
observés lors de 1l'étude de systémes analogues reliant deux bases nucléi-
ques par une chaine triméthylénique (44 ) (tableau 1). L‘'observation de
ces effets a permis 1'étude de 1'équilibre forme ouverte=forhe repliée
et fut utilisée pour classer 1'aptitude des bases & se complexer entre
belles ¢ les interactions purine-purine sont nettement plus fortes que les

interactions pyrimidine-pyrimidine.

Exemple de dinucléoside monophosphate : UpA

HO— O
NH,
O OH N X
N
o A
o—P= N N/
PEEPION
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Dinucléotides %H Analogues %H
ApA 6,8 Ade—C3—Ade 16,5
GpG 9,1 Gua~CS—Gua 15,8
CpC 4,9 Cyt—Cs-Cyt 4,3
UpU -3,6 Ura—CB—Ura / 1,3
ApC 7,3 Ade—CS—Cyt 9,9
ApU 1,6 Ade-Cs~Ura 8,0
GpC 7,2 Gua—Cs—Cyt 13,9
GpU -1,2 Gua—Cs—Thy 11,1
GpA 6,0 Gua—CB—Ade 14,9

Tableau 1 :

Valeurs de %H mesurés

(60) et leurs analogues (44).

dans 1l'eau a 20°C pour les dinucléotides

rentes molécules Base~(CH.)

par la mesure d'effets hypochromes (tableau 2)

De méme dans notre laboratoire, le repliement de diffé-

2

ailleurs par des études RMN).

n—Intercalant (38b,39 , 40) fut mis en évidence

(résultats confirmés par

Modéle %H Modéle %H
Thy—C3Acr 14  (39) Ade-C_-Acr 20 (39)
Thy-C 3—PF 6,8 (40) Ade—CS-—PF 11,5  (40)
Thy-C,~Q 10 (38b) Ade~C-Q 25,5  (38b)

Tableau 2 :

Valeurs de %H mesurés

dans notre laboratoire (eau- 20°C).

pour différents modéles synthétisés

Acr : Acridine PF

: Proflavine Q :

Quinoléine
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En conclusion, bien qu'il n'y ait pas de formulation

théorique rigoureuse de l'effet hypochrome, les nombreux résultats obtenus
pour des systémes simples liant deux noyaux aromatiques plans ont montré
que cet effet traduisait bien les interactions moléculaires entre les deux
chromophores considérés. La mesure de %H est donc représentative de 1l'état

d'équilibre conformationnel forme ouverte z=forme repliée.

L I~ ] : i

2)  RESULTATS :

En raison de la trés faible solubilité des composés dans
1'eau pure, nous avons utilisé un mélange eau-é&thanol (95:5). Les spectres
d'absorption des différents composés en solution diluée ont été enregistrés

entre 400 et 205 nm, 3 20°C,

Lorsqu'on compare (figures 1, 2) le spectre d'absorption
d'un modéle (Ex : Thy-C -5Pso 8d) avec la somme des spectres d'absorption

16 + 5Pso-C

4

des composés de référence (Thy-C 17) aux mémes concentra-

tions, on constate une diminutiogade l'intensiéz d'absorption des modéles
et un léger décalage (3nm) des maxima d'absorption vers les plus grandes
longueurs d'onde (effet bathochrome) : cette diminution correspond a
1'effet hypochrome ce qui est 1l'indice de l'existence d'interactionsmolé-

culaires d'empilement.
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THY-C3 + 4, 5dh5PS0-C3

Figure 1 Figure 2 =~ - THY-C4-4, 54h3PSO
—_— e THY-C3
——ee THY-C3 + 5PSO—C3 —mn 4' SthPSO'Ca
Sl THY-C4-5PS0
THY-C3 &
, . SPS0-C3 S |
200001 : = qggeal \
. b
><
wd
=
10000} =1
8 T 3 1 1 g T . T
200 250 300 350 400 220 278 323 373
LONGUEUR D" ONDE rm LONCUEUR 0’ CNCE rm
Figures 1, 2 : comparaison des spectres d'absorption des modéles Thy—C4-5Pso
8d et Thy—04—4',5'dh5Pso 15d avec la somme des spectres des
composés de référence correspondants Thy—C3 16, 5Pso—C3 17 et

4',5'dh5Pso—C3 18. Eau-éthanol (95:5), 20°C.
Résultats semblables pour les modéles Thy-C -5Pso 8c, e et f.
Les composés 8b et 8l, en raison de leur insolubilité dans

-~

1'eau-éthanol a cette concentration, n'ont pu €tre étudiés.

Ce phénoméne est tout a fait comparable a celui que 1l'on

observe dans 1'ADN lors de l'intercalation des psoralénes (7).

Afin de savoir si cet effet résulte d'interactionsd'empi-
lement intramoléculaires thymine-psoraléne comme dans 1'ADN (des interac-
tions thymine-thymine, psoraléne-psoraléne et thymine-psoraléne intermolé-

culairessont envisageables) nous avons contrdlé

-

a) qu'a la concentration a laquelle nous avons travaillé,
les composés suivent bien la loi de Beer-Lambert (é&tude entre
5 x lO—eM et 8 x 10_5M dans 1l'eau-éthanol (95:5) & 20°C),

b) qu'a cette concentration, un mélange équimoléculaire des
composés de référence (SPso—C3 17 + Thy—C3 16 ; 4',5'dh5Pso-C3
18 + Thy—C3 lé) présente une absorption UV égale a la somme

des absorptions des deux composés de référence pris séparément

en solution (eau-éthanol (95:5) a 20°C).
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Par conséquent les effets hypochromes observés pour tous
les modéles 8¢, d, e, f et 15d, attribués & des interactions intramolécu-
laires thymine-psoraléne, traduisent donc 1l'existence de conformation

repliée de nos composés dans 1l'eau.

A partir des spectres d'absorption, nous avons calculé

les valeurs de %H.

*® Calcul de %H :

Dans notre cas %H est défini de la maniére suivante

f modele
%H = (1 - )} x 100

f Base*C3 + £ Pso—C3

D'un point de vue pratique la force d'oscillateur f d'un
chromophore entre deux longueurs d'onde Al et A2 se détermine & partir
des spectres d'absorption UV de ce chromophore, par le calcul de 1l'aire

sous la courbe €/A2 = f()) entre Al et x2.

Dans le tableau 3, nous avons reporté les %H calculés

dans différents domainesd'absorption.

Toutes ces valeurs de %H sont significatives et notables
et sont & peu prés du méme ordre de grandeur que celles obtenues dans l'eau
pour différents dinucléosides monophosphates et modéles analogues

Base—(CH2)n—Base (voir tableau 1 ).
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8c 8d ge 8f 154
400-300° 4,0 4,0 5,5 5,0 7.9
400—235b 8,5 8,5 7,0 7,0 8,5
400-230 8,0 8,5 7,0 6,5 8,0
400-205° - 8 - - -
320—-240d 9,5 9,5 7,5 7,0 10,5

Tableau 3 : Effets hypochromes %H mesurés pour les composés Thy—Cn—SPso
8c, d, e, f et Thy~C4—4',5'dh5Pso 15d dans différents domaines
d'absorption.  Eau-éthanol (95:%5) , 20°C.
dans ce domaine, l'absorption de la thymine est négligeable,.
minimum dfabsorption commun aux modéles et composés de
référence.
longueur d'onde limite dans nos conditions expérimentales.
d : domaine d'absorption de la thymine.
Nous pouvons remarqguer une légére influence de la longueur
de la chafne : %H diminue sensiblement lorsque la chaine s'allonge. Une

diminution du pourcentage de formes repliées due a 1l'augmentation des degrés
de liberté par allongement de la chaine ou/et une géométrie différente
des complexes induite par une augmentation du nombre de méthylénes peuvent

expliquer probablement cette baisse de %H.

Les valeurs de %H des modéles Thy—C4~5Pso 8d et
Thy—04—4',5'dh5Pso 154 sont tout a fait comparables : 1'hydrogénation de
la double liaison 4',5' du noyau psoraléne ne semble donc pas avoir d'in-

fluence au niveau des interactions moléculaires thymine-psoraléne.

Ces résultats sont tout & fait comparables a ceux obtenus

en série du méthoxy-8 psoraléne 2 (61) (tableau 4).
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Modéle
Domaine 8'c 8'd 8'e 8'r 15'd
en nm
400-3007 7,0 7,0 4,5 4,0 7,0
400-260 10,0 8,5 8,5 , -
400~-230° 9,5 9,0 9,0 9,0 8,0
400-205° - 9,0 - - ,

Tableau 4 : Effets hypochromes %H mesurés pour les composés Thy—Cn—SPso

8'c, 4, e, f et Thy—C4f4'95'dh8Pso 15'd dans différents domai-
nes d'absorption.

a, b, ¢ : voir tableau 3.

*  Valeur calculée entre 400-240 nm.

Les différences sur les valeurs de %H observées pour les

modéles Thy—C4—5Pso 8d et Thy—C4—8Pso 15d, au sein des mémes domaines

d'absorption (Ex : 400-300 nm) peuvent s'expliquer par les différences

d'absorption des noyaux méthoxy-5 psoraléne 1 et méthoxy-8 psoraléne 2

(transitions électroniques différentes (figure 3).

\ s

I\ A THY-C4-5PS0
wi / \;” |
= ooee0l |
5 T/ O\ .. THY-C4-8PSO
o // 4
= a ‘
— "\:J’ \“.\
w  19000_| TN N
% \\\ \\‘\
~l
e
) , : .
225 275 325 375

, LONGUEUR D’'ONDE nm
Figure 3 : Comparaison des spectres UV Thy—04—5P50 8d et Thy~08—8Pso 8'd.

Ethanol, 20°C.
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Les valeurs, ainsi calculées, de l'effet hypochrome sont
précieuses pour comparer différents bichromophores entre eux. Par contre
elles ne permettent pas d'accéder aux valeurs du degré de repliement ou
de la constante d'équilibre forme ouverte —forme repliée pour un composé
donné. Pour ce faire il est nécessaire de connaitre la valeur de %H corres-
pondant & 100 % de formes repliées. En agissant sur un paramétre tel que
la température, nous pouvons espérer jouer sur cet équilibre et atteindre
100 % de complexation, résultat observé pour des composés analogues en
série 8MOP 2 (42, 62) (Adénine—Cn—B Psoraléne 19 ; n=3)*(figure 4).
La valeur de %H (17 %) est constante de -5°C a 10°C et correspond donc

a un repliement total.

Figure 4 : Ade-C_=8Pso : 19

3
Variation de l'effet

15+ hypochrome %H (mesuré
£ entre 400 et 230 nm)
ﬁlﬁ_. avec la température ;
&
[~~]
~
T sl eau-&thanol (95:5).

()

| 1 1 1 ) T H T 1 1
-1 @ 10 20 3% 40 SO 60 70 88 99
TEMPERATURE °C

Variation de %H en fonction de la température

Degré de repliement :

Nous avons étudié 1'influence de la température (de 7,5°C

a 75°C) sur %H pour le modéle Thy—C4—5Pso 8d (pris comme exemple) en raison

de sa meilleure solubilité dans l'eau-&thanol (95:5).

Sur la figure 5, nous avons représenté la variation de
la valeur de 1l'effet hypochrome en fonction de la température: nous consta-—

tons une décroissance rapide de la valeur de l'effet hypochrome (de9 & 4% )

* Modéle Ade—Cn—SPso 19
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lorsque la température augmente de 7,5°C a 75°C. Nous n'observons pas la

formation d'un palier au voisinage de 0°C. Ce résultat est semblable a

celui obtenu pour le modéle Thy—CA—SPso 8'd (figure 6).

Figure 5 THY-C4-5PS0 Figure 6 THY-C4-8PS0
181 10 4
[~}
™
%S5
5] _ 3
X
e
g T T v T L LU ¥ ¥ 1 8 i U U k] T T T T 1
8 18 28 38 490 S@ 68 780 B8 9@ 8 18 28 38 490 58 63 79 88 98
TENPERATURE, °C TEHPERATURE, °C

Figures 5, 6 : Variation de 1l'effet hypochrome %H avec la température ;

eau-éthanol (95:5) , 20°C.

Figure 5 : Thy—CdePso 8d (%H mesuré entre 400-235 nm).

Figure 6 : Thy—C4—8Pso 8'd (%H mesuré entre 400-230 nm).
* La faible solubilité de nos produits ne nous a pas permis d'obtenir
des valeurs de %H entre 0°C et 7,5°C, températures auxquelles les composés

précipitent.

L'interprétation en terme de degré de repliement (%R),
qui nécessite la connaissance de la valeur de %Hmax correspondant a 100% de
complexation, n'est donc pas possible. Néanmoins on peut raisonnablement
en situer 1l'ordre de grandeur :

%R = %H x 100

%H
max

En effet en supposant que la valeur de %Hm L1 correspon-
dant & une complexation totale pour le modéle Thy~C4—5Pso 8d, scrait com-
prise entre 9 , la valeur la plus grande observée & 0°C pour ce composé
et 15 la valeur maximale observée pour les composés Ade—CA—SPso
19d (figure 4), nous trouvons un degré de repliement de l'ordre de

90 %> %R > 50 % & 20 °C. Une valeur proche de 50 % semble plus probable,
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B. Etupe par RMN :

1) PRINCIPE

La RMN du proton permet d'étudier le repliement intramolé-
culaire de nos modéles : en effet dans la forme repliée, 1l'anisotropie
diamagnétique d'un cycle aromatique provoque un blindage des protons du

cycle opposé par rapport aux signaux observés pour chaque composé isolé

py

(composé de référence).

[ }"\v/“\/{:::::] T

Cette méthodologie, déja utilisée dans notre laboratoire
pour 1l'étude de systémes comparables base-intercalant (base-quinoléine
(38d), base-acridine ( 39)) availt été décrite auparavant pour 1l'étude de

composés tels que les dinucléotides (63, 64) ou les bis-intercalants
(65).

2) ENREGISTREMENT DES SPECTRES :

N-ous nous sommes attachés essentiellement a étudier le

comportement des modéles T‘ny—Cd—Pso 8d et Thy—CA:—-ll' ,5'dhbPso 15d.

Les spectres de ces composés ont été enregistrés dans
le mélange D20~DMSO d6 (95:5) étant donné leur insolubilité dans l'eau
lourde pure. Malgré cela nous n'avons pas pu travailler & des concentra-

tions supérieures a 5 x 10™°wm,
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Le spectre du composé Thy-—C3 lﬁ a été pris dans les mémes

conditions.

Par contre, la référence 5Pso--C3 17 (de méme

4',5'dh5Pso—C3 18) est totalement insoluble & cette concentration dans

le mélange DZO—DMSO d6 (95:5). L'utilisation du 5MOP 1 (& la place du

#
5Pso—-C3 17) ne nous a pas non plus fourni de spectre interprétable

3) RESULTATS :

Nous avons représenté sur la figure 7, les spectres des

modéles 8d et 15d, ainsi que de la molécule Thy—C3 16,

—CH,T

-—CH3T

ppm 85

N
—_
[Sa}
-3

Figure 7 : ©Spectres de RMN1H 80 MHz des composés Thy—CA—SPso 8d,

Thy—04—4',5'dh5Pso 15d et de la référence Thy-C
DZO—DMSO dg (95 : 5) : ¢ =5%x 10—5M ; 27°C.

3 18

5MOP 1 : ¢ = 5 x 107N D,0-DMSO d (95:5)

aprés 60 000 scans : obtention d'un spectre mal défini.



Nous constatons des différences de déplacement chimique
des protons H6 et CH
16.

3 de la thymine entre les moddles 8d et 15d et la

référence Thy--C3

Dans le modéle Thy—CA~SPso 8d, les protons H6 et Cﬂ3 de
la thymine sont blindés respectivement de 0,19 et 0,27 ppm, des blindages
plus faibles (0,11 et 0,15 ppm) sont également observés pour le composé

Thy—C4—4',5’4h5Pso 15d (tableau 4).

l Tableau 4 :
H6 CH3 e
Valeurs des blindages
modéle 8d 0,19 0,27 As (ppm) des protons
H6 et CH3 de la thymine
mod&le 15d 0,11 0,15 observés lors du replie-
ment intramoléculaire
s {(ppm) = 6§ (reférence) — §(modéle) des modéles 8d et 15d.

Ces valeurs de AS sont significatives et ne peuvent &tre
liées & une interaction intermoléculaire ; en effet :

— Le composé de référence Thy-C. 16, ne montre aucune

3
variation de déplacement chimique lorsqu'on fait varier

~

sa concentration (lO-AM a5 x 10~5M)(tableau 1 p.126).

- Dans cette gamme de concentration les résultats UV
ont montré qu'il n'y avait pas d'autoassociation des

modéles (voir p. 47 ).

Ces valeurs notables de blindage (AS8) sont en fait dues
#*

a un important effet de courant de cycle du psoraléne empilé sur la

* L» manque de solubilité des références 5Pso—C3 17 et 4',5'dh5Pso—C3 18 a rendu impossi-
ble de ce fait la détermination de la variation des déplacements chimiques (AS&) pour
les protons aromatiques du noyau psoraléne. Cependant il faut souligner que mEme en
cas de complexation totale, 1'effet attendu sur le noyau psoraléne doit €tre quasiment

nul dans la mesure ol le courant de cycle de la thymine est négligeable (66).
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thymine : ceci témoigne donc de l'existence de formes repliées de ces molé-

cules dans le mélange D_0-DMSO d6 (95:5).

2

Ces résultats peuvent &tre comparés & ceux obtenus dans

la série du 8MOP 2 (tableau 5).

Composé H-4 H-5' H-5 H-4" H-3 H-6T CH,T
8'd 0,03 0,01 0,07 0,02 -0,02 0,22 0,23
15'd 0,01 0,05 0,01 0,12 0,13
Tableau 5 : Valeurs des blindages A8 (ppm) observés lors du repliement
intramoléculaire des modéles 8'd et 15'd. D20~DMSO d6 (95:5)
c = 107 ; 27¢c.

Les valeurs de Aé sont semblables dans les modéles de la
série thymine. Par contre elles sont plus faibles que celles du modéle com-
portant 1l'adénine : ceci semble raisonnable quand on sait que le modéle

Ade—Ca—SPso est complexé & 80 % a 20°C.

Toutes ces données confirment les résultats obtenus lors

de 1'étude UV.

IT.  NATURE DES INTERACTIONS - INFLUENCE DU SOLVANT :

Nous avons constaté une complexation noyau-noyau importante
dans l'eau : de l'ordre de 50 % des molécules existent sous la forme repliée.
De maniére & préciser la nature des interactions responsables du repliement,
nous avons étudié par UV et par RMN le comportement des modéles en solvant

organique.
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A. Etupe UV«

* Nous avons suivi la variation de l'effet hypochrome
pour le modéle Thy—C4—5Pso 8d en solution dans le mélange eau-&thanol,

lorsqu'on augmente progressivement le pourcentage d'éthanol.

Sur la figure 8, nous avons représenté cette variation.
Nous observons une décroissance rapide de l'effel hypochrome lorsque le pour-
centage d'éthanol augmente. Dans l'éthanol pur, cet effet est voisin de O
(aux erreurs expérimentales prés), le modéle est sous forme ouverte, les

interactions d'empilement ont donc pratiquement disparu.

10 _ Figure 8 : Thy—CA-SPso 8d :
841
8 ! Variation de 1l'effet hypo-
To
71 \ chrome %H (mesuré entre
T 6 400-230 nm) en fonction
c + (o]
% 51 o du pourcentage d'é&thanol
é 41_ dans des mélanges
I 3 eau-éthanol & 20°C.
dr o
s 24
L o
© o
9 T T T ! ] T 1 L ¥ 1
@ 18 20 30 48 580 68 70 B84 S8 160

X ETHANOL

Des valeurs de %H proches de zéro ont également été obtenues
pour les modéles Thy—Cn—-SPso 8c, Be, 8f et Thy—CA—-/l' ,5'dh8Pso 15d en solution

dans 1'éthanol pur.

* Une é&tude semblable a été menée dans l'acétonitrile
pour le composé Thy-C4—4‘,5'dh5Pso 15d. Les résultats obtenus (figure 9)
révélent également une disparition du repliement dans 1l'acétonitrile pur

(%H = 1).
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Figure 9 : Thy—C4—4',5'dh5Pso 15d :

Variation de l'effet hypochrome
ST
)
% (mesuré entre 400-310 nm) en
4 1
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<
=
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i .
S \O o L
N/ 24 \\\\‘~\\\‘~\\ eau-acétonitrile a 20°C.
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B. ETtupe par RMN :

La disparition des interactions d'empilement thymine-psora-
léne en solvant organique pur est confirmée par la nmsure* des spectres
de RMN (DMSO d6 et CDClS) des modéles 8d et 15d et ceux des références 16,
17 et 18, ou 1l'on constate dans tous les cas que le spectre du modéle est

la somme des spectres des composés de référence correspondants (A8=0).

Tous ces résultats indiquent que le repliement disparait
en solvant organique pur (éthanol, acétonitrile DMSO d6, CDClS). Nous pouvons
conclure que les interactions mises en jeu lors de l'empilement base-psora-
léne dans les composés modéles et vraisemblablement lors de 1'intercalation

du psoraléne dans 1'ADN sont essentiellement de nature hydrophobe.

Les valeurs des déplacements chimiques mesuréssont indiquées dans le tableau 2 p. 127.
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CHAPTTRE - T

ETUDE PHOTOCHIMIQUE
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INTRODUCTTON

Dans le but de mettre au point les conditions d'irradiation
des divers modéles, nous avons été amenés a réaliser un certain nombre
d'essais préliminaires en faisant varier différents paramétres tels que

le solvant d'irradiation, la durée, la concentration.

* Méthodologie :

En raison du trés grand nombre d'essais a mener a haute dilu-
tion en particulier, nous avons mis au point une méthodologie d'identifi-

cation rapide des photoproduits formés :

L'analyse des solutions irradiées se fait par chromatographie
liquide hautes performances (CLHP). La détection des photoproduits est
réalisée par spectrophotométrie UV simultanément & deux longueurs d'onde

254 nm et 365 nm (ou 280 nm).

Les solutions irradiées seront 'réirradiées" & 254 nm : dans
ces conditions, les photoproduits de type cyclobutane doivent conduire aux

composés de départ (22,23) et seront ainsi rapidement identifiés.

Enfin parmi ces composés, nous pourrons facilement distinguer
les adduits en 3,4 des adduits en 4',5' : en effet d'aprés les résultats
de la littérature (23, 24), les adduits en 3,4 n'absorbent pas & 365 nm
tandis que les adduits en 4',5' absorbent beaucoup plus a 365 nm que les
modéles de départ. Dans le cas de la formation d'adduitsen 3,4 nous utilise-
rons le filtre 280 nm (ils absorbent la lumiére & cette longueur d'onde)

pour les caractériser.

Remarque : Nous ne pourrons pas par cette méthode, distinguer

les diméres du psoraléne des adduits intramoléculaires thymine-psoraléne.
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* Essais préliminaires :

Nous avons choisi le modéle Thy—CA—SPso 8d pour nos premiers
essais, en raison de sa meilleure solubilité dans les solvants organiques et

mélanges eau-solvant organique.

. Recherche de solvant :

Les essais d'irradiation menés dans différents solvants ont
révélé une photoréactivité importante du composé 8d : en général un ou
deux photoproduits majoritaires (sauf dans le chloroforme ot l'on observe

un trés grand nombre de produits). Les temps d'irradiation sont apparemment

variables.

. Choix de la concentration pour les études ultérieures:

Nous avons irradié a 365 nm le modéle Thy—C4—5Pso 8d dans
le mélange eau-diméthylformamide (50:50), & différentes concentrations.
Nous avons choisi 1la diméthylformamide car, étant un bon solvant de nos
produits il nous permet de travailler dans une gamme étendue de concentra-
tion (jusqu'a 5 x lO—4M). Plus de 80 % du composé de départ a disparu aprés
trois heures d'irradiation (figure 1). Nous pouvons remarquer é&galement
que quelle que soit 1la conceﬁtration, la disparition du modéle évolue de

la méme fagon (figure 1).

Figure 1 :
Irradiation de Thy—C4—5Pso

~N
wn

8d (eau-DMF (50:50)

disparition du composé 8b

n
(S

en fonction du temps
d'irradiation,.

A:c=1,3x 10~M

—
wu

HAUTEUR DU SIGNAL CLHP A 254nm

19 B : c = 2,6 x 10_4M
C:c=3,9%x 10"
S ] S
_ e ] &
RN - S - . oB
B ¢ S .__8A
@ T T T T Y L )

6 1 2 3 4 5 6 1
TEMPS 0 IRRADIATION EN HEURE
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En ce qui concerne les photoproduits, on constate (figure 2)

qu'a faible concentration un produit unique est obtenu ; aux fortes concen-

trations on obtient

un autre photoproduit (temps de rétention (tR) et

rapport d'absorption A(254) différents). Pour les concentrations intermé-

280 .
diaires, nous pouvons observer un mélange des deux composés.

A

8d

I

B

8d

L

i

-

C

w

8d

g

Figure 2 : Chromatogrammes
CLHP : Ir;adiation du modéle
Thy—C4—5Pso 8d a différentes
concentratiors dans 1'eau-DMF
(50:50) .

A:c=52 x107M; irradié 1h
1,3 x 10" ; irradié 1h
1,1 x 10 °M ; irradié 1h.

o]
(¢]
I

Q
¢]
i

Nous avons donc étudié la photoréactivité des composés

Thy—Cn—SPso 8 en solution diluée puis en solution concentrée.

\



- 63 ~

I. PHOTOREACTIVITE DES MODELES Tuy-C,-5Pso 8 :

AI

ETUDE EN SOLUTION DILUEE :

1) OBTENTION DU PHOTOPRODUIT  DANS LE CAS DU MODELE

Thy-C4-5Pso 8d. DETERMINATION DE SA STRUCTURE :

Ncus avons irradié & 365 nm le modéle Thy-C,-5Pso 8d en solu-

4

* —_
tion diluée dans 1'eau-éthanol (95:5) (140 mg dans 20 1 ; ¢ =2 x 10 5M).

Aprés 22 heures d'irradiation (état photostationnaire), on obtient le photo-

produit 20dnettement majoritaire (> 90 %) qui est identique & celui mis

en évidence dans un mélange eau-diméthylformamide (50:50) (tR et A sembla-

bles). Ce composé a été isolé et sa structure a été déterminée :

- L'irradiation & 254 nm du composé 20d fournit le modéle
Thy—CA-SPso 8d: ceci est indicatif de la présence d'un cyclo-

butane.

- L'absence d'absorption & 365 nm (CLHP) laisse & penser
qu'il s'agit d'un composé dont le noyau psoraléne posséde

une double liaison 3,4 saturée (7).

- Le spectre de masse indique qu'il s'agit d'un produit
d'addition intramoléculaire : le pic moléculaire (M* = 382)
est identique & celui du modéle 8d . Nous retrouvons égale-
ment la coupure classique des modéles conduisant aux frag-
ments (Thy—(CH2)n—)+ (Thy—(CH2)4+ 181) et (PsoOH)' (202)
et les coupures caractéristiques des noyaux thymine (139,

126, 96, 55) et psoraléne (173).

- Les résultats de RMN montrent que la double liaison 3,4
du psoraléne ainsi que la double liaison 5,6 de la thymine

sont saturées : en effet on observe des blindages

* Avant de

procéder 3 1'étape de purification (chromatographie et cristallisation},

1'élimination des 20 1 a été réaliséepar "filtration” sur colonne de CLHP préparative.
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importants (supérieurs a 1,5 ppm) pour les protons H-3
et H-4 du noyau psoraléne ainsi que pour le proton H-6 (su-
périeur a 2 ppm) et le méthyl-5 (0,3 ppm) du noyau thymine.

par rapport aux valeurs du composé Thy—C4—5Pso 8d.

Ces différentes analyses  indiquent que le photoadduit 20d
est un composé d'addition intramoléculaire (2+2) - de type cyclobutane-
de la double liaison 3,4 du psoraléne sur la double liaison 5,6 de la thy-

mine. Deux isoméres sont possibles cis anti et trans anti. L'étude radio-

¥*
cristallographique par RX a permis de préciser la stéréochimie : il s'agit

d'un adduit de géométrie cis anti (figure 3 ).

0
W | Hy
L) i
|
VY
¢ f mmy-N/L\N/M
{CHy) hv H
I a4
0 —_— <>b
CHy
4 N 7 "
o AN
0 N o} 0
0 \\0
8d 20d

Figure 3 : Vue en perspective du photoproduit_ 20d .

*
Le travail a été réalisé par J.P. BIDEAU, G. BRAVIC, C.. COURSEILLE et R. EL COUHEN

dans le laboratoire de Cristallographie de Mr. HOSPITAL (Université de Bordeaux).
Les structures RX d'autres photoproduits décrits plus loin sont actuellement en cours

de détermination dans ce laboratoire.
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2) SELECTIVITE DE LA PHOTOREACTION :

Afin d'étudier la photoréaction, nous avons examiné 1l'in-
fluence du solvant et de la longueur de la chaine reliant la thymine au

psoraléne.

a) Influence du solvant :

Nous avons irradié le composé Thy—qa—SPso 8d en solution
dans différents solvants organiques (éthanol, diméthylformamide, acétonitri-
le, méthanol, diméthylsulfoxyde) et mélanges eau-solvant organique (eau-

diméthylformamide , eau-éthanol, eau-acétonitrile).

On constate que dans tous les cas le photoadduit 20d est formé
(caractérisation par A et tR) (tableau 2 p. 131) avec un degré de pureté

comparable.

Par contre ces essais ne permettent pas de conclure de fagon
précise quant & i‘*influence du solvant sur la vitesse de la photoréaction.
Une étude plus systématique et plus compléte serait nécessaire. Cependant

on peut en donner un ordre de grandeur :

DMSO S acétonitrile éthanol
Vitesse dans . :> DMF t:> . <
eau-DMF (50:50) eau-éthanol (95:5) méthanol
Remarqug : L'irradiation a 365 nm de diverses solutions de

modéle Thy—C4-5RK>§g (¢ = 2,5 x lOCSM) dans 1'eau-diméthylformamide, avec
des pourcentages variablesd'eau, a permis de mettre en évidence 1l'influence
de l'eau sur la vitesse de la photoréaction (tableau 1) : celle-ci augmente,

lorsque le pourcentage d'eau passe de 95 a 50 %.

Mélange
eau-DMF 95:5 80:20 50:50

Temps d'irradiation

ih . 0,03 : 0,07 0,4
4h 0,1 0,3 1,5

Tableau 1 : Influence de l'eau sur la formation du photoadduit
hauteur signal photoadduit 20d
hauteur signal composé 8d

évolution du rapport R . R =
a 254 nm
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b) Influence de 1a longueur de la chaine :
Les composés Thy-—C —5Pso 8 (n=2, 3, 4,56 et 12) en

ont été irradiés a 365 nm.

Dans chaque cas, il se forme un produit largement majoritaire
(figure 4).

8f

8c

84

|
|
8e \
|
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Figure 4 : Chromatogrammes CLHP | programme d'élution : gradient linéaire

de deux solvants eau et mélange méthanol-eau (95:5), temps
d'élution égal a 10 mn. Début de programme : 50 % méthanol-eau
(95:5). 50 % eau pure ; fin de programme : 100 % méthanol-eau
(95: 5—} de solutions de modéles Thy—C -5Pso 8 irradiés a
365 nm (2 x 10 M) ; eau-diméthylformamide (50:50) ; 4h30

d'irradiation). A = photoproduit majoritaire.

En raison des conditions difficiles d'isolement des produits

aux dilutions utilisées, nous nous sommes limités & les comparer entre eux

et notamment avec 1l'adduit isolé et caractérisé 20d pour n égal a 4. Pour

cela nous avons mesuré les temps de rétention (tR) et calculé les rapports

d'absorption (A 254) (tableau 1 p.130).
280

Eau-diméthylformamide (50:50) ¢ = 2 x IO-SM.
Eau-Ethanol (95:5) ¢ = 107°M

Nous avons utilisé ce programme d'élution pour tous nes produits (sauf indication

contrairc).
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A partir de ces caractéristiques chromatographiques nous
avons tenté d'établir une relation montrant qu'il s'agissait dans chaqﬁe

cas du méme type de composé.

- Nous remarquons qu'en représentant pour les différentes
longueurs de chaine, le tR du photoproduit majoritaire 20 en
ordonnée en fonction du tR du modéle de départ correspondant
en abscisse, les points sont alignés (figure 5). Le résultat
indique que ces composés sont vraisemblablement de méme

nature.

- De méme si l'on compare les rapports d'absorption A, nous
constatons qu'ils sont peu différents (2,6 a 3,2) (tableau 1

p.130 .

E

= 8.5_

N

[@V]

- 7.51

B

.g 6.5._ Onz-12

c

2 554

-

C

- 4,51

[+F)

C

L 351

g— 2.51

; 1.5 T T T T 1
3.0 4.0 5.0 b. @ 7.0 8.0

VxTemps de retention modele 8 (cm)

Figure 5 : Influence de la longueur de la chaine sur la nature du photo-
produit : tR du protoproduit 20 en fonction du tR du modéle

de départ 8 correspondant.

Les valeurs reportées correspondent 3 la mesure directe en
cm du déplacement des pics sur le chromatogramme ;V = 0,5 cm/mn

#
rend compte de la vitesse d'enregistrement.

- % Il en sera de m€me pour tous les temps de rétention mentionnés dans ce chapitre.
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Qutre leurs caractéristiques chromatographiques comparables,
par irradiation & 254 nm ces photoproduits fournissent les modéles corres-
pondants 8 :ils sont donc tous de type cyclobutane. Par ailleurs comme
1'adduit Dd, ils n'absorbent pas & 365 nm. Par conséquent il est fort proba-
ble que tous ces composés sont des adduits intramoléculaires thymine 5,6

<>3,4 psoraléne.

En ce qui concerne leur configuration, il est vraisemblable
qu'elle soit cis de par les caractéristiques CLHP analogues au photo-

adduit 20d.

Remarque : Dans le cas du modéle Thy-CZ—SPso 8b, ce photopro-
duit est formé trés rapidement et de maniére quantitative. Ceci nous a donc

#*
incités & l'isoler .
Nous avons déterminé sa structure :
La spectrométrie de masse indique la nature intramoléculaire
de cet adduit (M" = 354) : fragments Thy—(CH2)2 T (153) et (PsoOH)™  (202)

caractéristiques des modéles ainsi que les coupures attendues pour la

thymine et le psoraléne.

La spectrométrie de RMN montre, comme dans le cas du photo-
adduit 20d (correspondant & n=4) des blindages analogues des protons H-3
et H-4 du psoraléne ( A8 > 1,5 ppm) et des protons H-6 et méthyl-5 de la
thymine (figure 6).

Une étude plus précise sur la cinétique de la photoréaction a été réalisée en solution
concentrée (p.76) ol seul (CLHP), cet adduit est formé quelle que soit la concentration

en moddle Thy-Cz—SPso 8b.
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Figure 6 : Spectre de RMN'H 80MHz du photoadduit 20b ; DMSO dG.

La configuration de ce composé sera définitivement établie

par la structure RX qui est en cours de détermination.

Ce résultat justifie et confirme 1'approche indirecte, basée
notamment sur les caractéristiques chromatographiques, utilisée précédem-
ment pour établir la structure de photoproduits. Cette approche nous avait

-

en effet amenés & écrire la structure avant de procéder a son isolement.

Conclusion :

Quelle que soit la longueur de la chafne, un photoadduit
intramoléculaire se forme trés sélectivement. Ce composé a été isolé et

caractérisé pour n=2 et 4,
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3} PREMIERES INDICATIONS SUR LE MECANISME

- Rendement quantique "

Nous avons déterminé les rendements quantiques de disparition
| ¢D ) pour les modéles 8b, 8d et 8l. Ils ont été calculés a partir de don-
nées spectroscopiques UV mesurées dans 1l'eau-diméthylformamide (50:50) et

¥*¥#
dans 1'eau-éthanol (95:5) ; il sont trés faibles - : inférieurs a 0,05.

- Influence de 1'oxygéne :

Afin d'approcher le mécanisme de la photoréaction, nous avons
étudié 1'influence de 1l'oxygéne en irradiant des solutions diluées de
Thy—CA-SPso 8d aérées ou non (barbotage O2 ou Ar). Nous avons suivi 1' ayan-—

cement de la réaction par CLHP et par spectrométrie UV.

En présence d'oxygéne, on note une inhibition pratiguement

totale de la photoréaction (tableau 5 p. 134).

Ces résultats indiquent 1l'intervention trés probable de

1'état triplet du psoraléne dans la photoréaction conduisant a 1'adduit

intramoléculaire 20d.

Nous avons réalisé ce travail dans le laboratoire de R. BENSASSON (PARIS).

Ces résultats sont trés approximatifs en effet : dans le calcul de .+ intervient la
valeur de la densité optique & 365 nm qui est trds faible et qui est la cause d'une
erreur importante possible (détails p.136).

3 3t
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4) IRRADIATION A 254 nm DU PHOTOADDUIT 20d:

OUVERTURE DU CYCLOBUTANE :

La transformation du composé 20d en modéle Thy~C4—5Pso

a été suivie par CLHP, UV et RMN.

—~ CLHP :

L'irradiation & 254 nm dans 1l'eau-diméthylformamide (50:50)
conduit essentiellement au composé 8d ; quelques produits minoritaires sont
également visibles. Nous pouvons considérer qu'aprés trente minutes d'irra-

diation, environ 75 % du photoadduit 20da été transformé (figure 7).

- UV

Nous avons suivi 1'évolution du spectre UV du photoproduit
irradié & 254 nm dans 1l'eau-éthanol (95:5). Nous pouvons remarquer la pré-
sence d'un point isobestique (figure 8) caractéristique de deux composés
en solution. En fin d'irradiation le spectre correspond a celui du modéle

Thy—C4—5Pso. ad.

8d
Figure 7 Figre8 509
20868 \ \ i
\ t !
/\/ ! '; ’
4 \ 84 I z
10008 | P e T
/ I |
20d i |
_ | 204
| ‘i r [
; R S —— lf i
205 255 305 35 N LlJ\fu/

LONGUEUR 0'ONDE en r

Figure 7, 8 : Irradiation & 254 nm du photoadduit 23 suivie par UV (figure 7

-5
eau-&thanol (95:5), ¢ 5 x 10 °M) et par CLHP (figure 8
eau~diméthylformamide (50:50), ¢ & 2 x 105M).
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- RMN :

Nous avons irradié 3 254 nm, le photoadduit 20d , in situ,
dans le tube (DMSO d6) et nous avons enregistré les spectres de RMN a diffé-
rents temps : aprés réaction, le spectre de RMN est tout a fait semblable

(figure 8) a celui du composé 8d.

Figure 9 : Irradiation & 254 nm du photoadduit 20d suivie par RMN. Spectres
1H 80 MHz dans le DMSO d6 : A : photoadduit20d; B : méme solution
irradié a 254 nm ; C : Thy—C4—5Pso 8d.

Conclusion :

L'ouverture du cyclobutane par irradiation a 254 nm est quan-
titative et semble indépendante du solvant (eau-diméthylformamide, eau-

éthanol, diméthylsulfoxyde).

Pour les photoproduits 20 non isolés, les irradiations a

254 nm ont été suivies uniquement par CLHP.
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B. ETUDE EN SOLUTION CONCENTREE :

Les essais avaient montré une forte influence de la concen-
tration sur la nature du photoproduit formé. Nous avons donc irradié a 365nm
le modéle Thy—C4-5Pso 8d en solution concentrée {c >5 x 104M). La réaction
conduit a la formation d'un composé majoritaire (figure 10 ) différent par
ses caractéristiques chromatographiques de 1'adduit intramoléculaire

20d isolé en solution diluée.

Le composé est instable thermiquement : lorsque la solution
irradiée est portée a 95°C pendant quelques minutes, le produit se décom-

pose en plusieurs produits (figure 10).

P
A B

20d
204

y 8d

ul

Figure 10 : ChromatbgrammesCLHP de seclutions.de Thy—C4~5Pso &d (c=4xlO'4M
eau~-diméthylformamide (40:60)).

L e —

.
’

A : Solution irradiée a 365 nm, 3 heures.

B : méme solution chauffée 30 minutes a 90°C.

Aprés quelques essais infructueux d'isolement en raison de
cette instabilité, nous avons préféré étudier 1'influence du solvant et
de la longueur de la chaine, sur la photoréaction avant de poursuivre les

tentatives d'isolement.
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1) INFLUENCE DE LA LONGUEUR DE LA CHAINE :

Afin de savoir si la longueur de la chaine reliant la thymine
au psoraléne, pouvait jouer un r8le au niveau de la formation et de l'insta-
bilité du photoproduit, nous avons irradié a 365 nm les modeéles Thy—Cn—SPso

8 en solution concentrée dans les mémes conditions.

Ces essais ont été menés dans la diméthylformamide pure et

dans le mélange eau-diméthylformamide (50:50) (tableau 1 p. 130).

Dans la diméthylformamide, on observe la formation d'un photo
produit majoritaire ayant un temps de rétention supérieur & celui du modéle
correspondant pour toutes les longueurs de chafne (sauf n=2 dont 1'étude

sera détaillée aprés) (figure 11).

Dans 1l'eau-~diméthylformamide (50:50), les résultats sont

semblables.

8l

8c 8e

8d

/
\B/b\_ VAN L ,_j\/\ J ../\-/\‘ ._/\—n—‘\J /-—f:}\l

\

A
1’\./\___‘,« .

Figure 11 : Chromatogrammes CLHP de solutions de Thy—Cn—SPso 8 irradiées

34 365 nm dans la diméthylformamide , c= 10N sauf 8l : c=6x10—4m.

Par conséquent, dans tous les cas (sauf n=2) un photoproduit
majoritaire est formé : il reste & savoir s'il s'agit ou non du méme type
de composé., Pour cela. nous avons utilisé la m&me méthode que celle employée
précédemment pour les adduits intramoléculaires 20, en portant sur un gra-

phique les valeurs de tR des modéles et des photoproduits pour les diffé--
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rentes longueurs de chaine : nous constatons que ces points sont situés

sur une droite (figure 12) sauf pour n=2.

}

565

F\EI’IS., o n= 12

C

g

§ 3 S*L o/ﬁ?f "ot

E 451L o{_C;n_4

8 -

. 351

e

2 2.51 ‘

QEJ 0O nz2

; 1.5 T T T T |
3.0 4.0 5.9 6.8 7.0 8.8

VxTemPs de retention modele 8 (cm)

Figure 12 : Influence de la longueur de la chaine sur la nature du photo-

produit : TR du photoproduit 21 en fonction du tR du modéle

de départ 8 (V = 0,5 cm/mn, vu précédemment dans figure 5 ).

De plus si 1'on compare les rapports d'absorption A(254):

280
ils sont semblables et égaux a 2 (+ 0,05) (sauf pour n=2 : A=3,15).

Ces résultats constituent une indication forte en faveur
d'un méme type de structure. Ces indications sont confirmées par d'autres

caractéristiques

- Ils sont tous instables thermiquement.

- Ces produits n'absorbent pas la lumiére a 365nm.

- Par irradiation a 254nm, ils donnent dans tous les cas,
un produit majoritaire qui posséde les caractéristiques

chromatographiques du modeéle de départ correspondant 8.

Cet adduit 21 , semblable quelle que scit la longueur de

la chaine est de type cyclobutane,
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Cas du modéle Thy-C,-5Pso 8b :

Comme nous l'avons déja noté, le comportement photochimique

l'irradiation en milieu concentré fournit

le méme photoproduit qu'en milieu dilué, a savoir l'adduit intramoléculaire

20b  déja is

et quantitati

en évidence d

Figure 13 :

olé et caractérisé.

Dans ce cas, le photoadduit 20b est formé rapidement (5 heures)
vement : disparition totale du composé Thy-C2—5Pso 8b et mise

e ce seul adduit par CLHP (figure 13).

g 25 IRRADIATION DU MODELE 8b
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<
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Irradiation a 365 nm du composé Thy—Cz—SPso 8b (eau-diméthyl-
formamide (50:50), ¢ = 5 x 10~3M). Représentation. graphique
de la disparition du composé 8b et de la formation du photo-

adduit 20b en fonction du temps d'irradiation.

Sa structure RX est en cours de détermination.

2) INFLUENCE DU SOLVANT :

Ncus avons recherché un solvant susceptible de nous permettre

d'isoler le photoadduit 21 ou de 1'étudier "in situ" (RMN).

de la chaine,

Dans la mesure ol il ne semble pas y avoir d'effet de la longueur

1'étude de 1l'influence du solvant a seulement &té menée sur

’
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les modéles Thy-C,-5Pso 8d et Thy-C,,-5Pso 81, deux longuews trés diffé-

12
rentes,
I
Les divers solvants utilisés ont été 1l'éthanol, le méthanol,
le diméthylsulfoxyde, l'acétonitrile, la diméthylformamide, 1'eau-diméthyl-
formamide (50:50) et l'acétone. Dans tous les cas, il se forme le photopro-

duit 21 (tR et A identiques : tablewu 3 p.131) (figure 14).

8d

8d

d 211
2 21d

81

!
l

| |
| o |
LNA_,*,A"J L”/ J\pa\~«ﬁvj QLV~ A_____MN_wwﬁ)f\/\*Jﬂ -~_,~,“_~WA»$J

21

Figure 14 : Chromatogramme CLHP de solutions de Thy—C4—5Pso 8d et Thy-C_ _-5Pso

12
81 irradiées a 365 nm dans différents solvants

: 8d, éthanol, 5x10 M, 1h30 d'irradiation ;

A
B : 8d, diméthylformamide, 5x10_4M, 1h30 d'irradiation ;
C : 81, acétone, 2x10'3M, 5h d'irradiation ;
D : 81, diméthylformamide, 6x10 "M, 1h30 d'irradiation.
Si le solvant n'intervient pas sur la nature du composé
211 , par contre il semble jouer un r8le important sur sa vitesse de forma-

tion (tableau 4 p.132 :plus R est grand, plus la vitesse est élevée pour
des conditions analogues d'irradiation). Ces calculs trés approximatifs

nous permettent cependant de donner un ordre de grandeur :

De par la trés faible solubilité des modeles, le mélange eau-éthanol {95:5) n'a pu 8tre

utilisé & ces concentrations élevées.
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- Cas Thy-C4—5Pso 8d :
: éthanol ; DMF eau-DMF (50:50)
Vitesse dans DMSO> ’ . > . L > méthanol
chlorure de méthyléne / acétonitrile

- Cas Thy-C,,-5Pso 81 :

12

Vitesse dans DMSO > eau-DMF (50:50) } DMF j> acétone

Dans les deux cas, le diméthylsulfoxyde (DMSO) est le solvant

dans lequel la photoréaction est la plus rapide.

Remarque : Bien que le photoproduit 21 soit majoritaire
dans tous les solvants cités, nous pouvons noter cependant la formation
d'autres composés minoritaires. Par contre dans le cas du modéle Thy-C_-5Pso

2
8b seul le photoadduit intramoléculaire 20best formé.

3) ETUDE DE LA STRUCTURE DU PHOTOPRODUIT 21 :

En raison de son instabilité thermique, il n'a pu étre encore
isolé. Afin de déterminer sa structure, des é&tudes de RMN '"in situ" ont
été réalisées.

~

Nous nous sommes limités & étudier les photoproduits2ldet2ll,

D'aprés 1les résultats précédents {concernant 1'influence

du solvant) nous avons choisi le diméthylsulfoxyde d6 comme solvant de RMN.

Nous avons irradié directement, dans des tubes en quartz,

les solutions concentrées de Thy-C,-5Pso 8d et Thy-C._,-5Pso 8l dans le

4 12

diméthylsulfoxyde d6'

Nous avons représenté sur les figures 15 et 16, les spectres
correspondant & la région aromatique des photoproduits 21d,211 , et des modé-
les correspondants 8d, 8l, ainsi que les chromatogrammes des solutions irra-

diées.
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Figure 15 : Spéctres de RMN 1H 80MHz dans le diméthylsulfoxyde d6 :

(c:lO—ZM) : B méme solution irradiée

: photodimére 2id obtenu in situ.

A : Thy—C4—5Pso 8d

2 heures environ ; C

———
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‘ Figure 16 : Spectres de RMN 1H 80MHz dans le diméthylsulfoxyde d6 :

A Thy-Cl2—5Pso 81 (c=2x10~3M) ; B : photodimére 211

obtenu insitu.




Nous constatons que les protons H-4', H-5' et H-8 du noyau
pscraléne sont pratiquement inchangés ; par contre les protons H-3 et H-4
sont trés affectés par rapport a ceux du modéle de départ correspondant:
ils sont fortement blindés (plusieurs ppm), ce résultat indique donc que

la double liaison 3,4 du psoraléne a été saturée.

Remarque : Les déplacements chimiques des protons H-4',
H-8 du psoralé&ne et H-6 de la thymine ont pu &tre attribués par irradiation

des protons H-5' H-8 et CH3—5 de la thymine (figure 17).

e

p— ¥ . — ;

Figure 17 : Attribution des protons H-4', H-8 et H-6 (thymine) dans le photo- -

dimére 214 Spectres RMN 1H 80MHz dans le diméthylsulfoxyde d6:
A : photodimére 21d; B : irradiation du H-5' ; C : irradiation

du H-8 ; D : irradiation du CH3—5 {thymine).
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En ce qui concerne la partie thymine, les déplacements chi-
miques ( 6 ppm) des protons H-6 et du méthyl-5 sont reportés dans le ta-

bleau 2.

Composés § H-6 8 CH3—5

Photoproduit 21d 7,15 1,70

Modéle 8d N 7,50 1,70
AS 0,35 0

Photoproduit 21d ‘ 7,45 1,70

Modéle 81 7,50 1,70
AS 0,05 0

Tableau 2 : Déplacements chimiques en ppm du proton H-6 et méthyl-5 thymine
(diméthylsulfoxyde d6):calcul de A5 = g(modele)- §(protoproduit)

Dans les deux cas (n=4, n=12), nous constatons que le dépla-

cement chimique du méthyl-5 est inchangé.

Le proton H-6 dans le composé 211 n'a subi également aucun
changement, par contre dans le cas de 2ld on note un blindage notable

(0,35 ppm).

Conclusion :

Dans ces deux photoadduits, la double liaison 5,6 de la thy-
mine n'a pas été affectée. Les deux composés sont probablement des diméres
dans lesquels les deux molécules sont liées par un cyclobutane formé par

les doubles liaisons 3,4 des deux noyaux psoralénes.




- 82 -

Information sur la configuration de ces photodiméres :

Afin de tenter d'établir la configuration de ces composés,

nous avons examiné les déplacements chimiques des protons H-4', H-5' et

H-8 du psoraléne.

correspondants (tableau 3).

Ces déplacements sont & comparer avec ceux des modéles

Composés ¢ H-5" s B-4' s H-8
Photoproduit 21d 7,80 7,10 7,00
Modéle 8d 8,00 7,25 7,30
Ag 0,20 0,15 0,30
Photoproduit 211 7,85 7,10 7,00
Modéle 81 8,05 7,30 7,35
AS 0,20 0,20 0,35

(diméthylsulfoxyde d6): calcul deas = g(modéle)- g (photoproduit).

Tableau 3 : Déplacements chimiques des protons H-5', H-4' et H-8 psoraléne

Les protons H-4',

H-5'

et H~8 sont légérement blindés dans

les photodiméres par rapport aux modéles respectifs. Ces valeurs de blindage

sont équivalentes pour chaque proton des deux adduits.

I1 est possible

d'expliquer ces blindages par un recouvrement des deux noyaux psoralénes.

Les composés 21d et 2llseraient donc des photodiméres de configuration cis

téte & téte (si les noyaux psoralénes étaient cis téte & queue, il n'y

aurait plus de recouvrement total).




Ccnclusion :

Nous pensons que ces photodiméres possédent la géométrie

cis téte a téte.

Dans le cas du composéggi(n=12) : les deux thymines n'intera-
gissent ni entre elles, ni avec les noyaux psoralénes ( 6H~6 et GCH3—5 iden-
tiquesdans photoadduit et modéle de départ : tableau 2 p.81).

Pour le composé 21d (n=4), il reste a savoir pourquoi on
observe un blindage de 0,35 ppm pour le proton H-6 de la thymine (et non
du méthyl-5) (tableau 2 p.81) : la chaine plus courte, dans ce cas, induit

probablement des interactions.

4) PREMIERES INDICATIONS SUR LE MECANISME :

*  Influence de 1'oxygéne :

Les modéles Thy—Cd—SPso 8d et Thy-C, ~5PSO 81 en solution

12
dans le diméthylsulfoxyde (c=1,2x10_3M) ont été irradiés en présence et

en absence d'oxygeéne.

Nous constatons une certaine inhibition de la formation de
ces photodiméres par 1'oxygéne (tableau 5 p. 134): 1l'état triplet du psora-

léne pourrait &tre responsable de la photodimérisation.

*
*  Photolyse éclair :

Des études préliminaires de photolyse éclair ont été menées
sur le composé Thy—CA—SPso 8d. Le spectre d'absorption triplet-triplet a
été enregistré dans 1'éthanol & deux concentrations : on constate une forte
influence de la concentration sur la durée de vie de l'état triplet. Une
désactivation rapide par des molécules restées a 1l'état fondamental a donc

lieu :

* L'é\tude a été rédisée par J.R. RONFARD-HARET dans le laboratvire de R. BENSASSON
(laboratoire de Biophysique du Museum National d'Histoire Naturelle).
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3 *
Thy-CA—SPso + Thy—C4—5Pso-——§ diméres ou Thy—C4—5Pso

c=2x10% = 4 us

110 ps

1]

c'=¢/3 1

Cette propriété de desactivation de 1'état triplet des psora-
lénes par des molécules restées a 1l'état fondamental est d'ailleurs bien

connue ( 72) .

Ce résultat serait également un indice de la formation des

photodiméres 21 & partir de 1'état excité triplet du psoraléne.

La durée de vie de 1l'état triplet en présence d'oxygéne a

été déterminée : 1 = 0,320 us.

II. PHOTOREACTIVITE DU MODELE THY—CM-Q'.S'DHSPSO 15p

Les composés comportant un noyau psoraléne hydrogéné en 4',5'
sont généralement considérés comme de bons modéles des photoadduits thymi-
ne-psoraléne cyclobutaniques en 4',5', ce qui nous a amenés a envisager

1'étude des modéles correspondants 15.

Seul le composé avec n égal & 4 15d a été synthétisé : en
effet toutes les études précédemment réalisées (série 5 : Thy—Cn—SPso 8;
série 8 :Thy—Cn—BPso 8' et Thy—Cn—4‘,5'dh8Pso 15') ont montré que la lon-
gueur de la chaine n‘avait pratiquement pas d'influence sur la photoréacti-
vité. Par ailleurs la chaine & 4 atomes de carbone permet le recouvrement
des deux noyaux thymine et psoraléne ; enfin nous avons constaté que la

solubilité était en général la meilleure pour cette longueur.

Nous avons donc effectué 1l'irradiation & 365nm du composé

15d en solution; comme dans le cas du modéle 8d, la nature du photoproduit



- 85 -

varie avec la concentration du modéle de départ

22d

T |

o

(figure 18),

23d

22d

B——

Figure 18 :

différentes concentrations.

Irradiation de Thy—C4—4',5'dh5Pso 15d dans 1l'eau-DMF (50-50) a

A:co=10M

B:c=2,5x 10;5M

C:ec=10"M

D:c = 10_3M 22d, 23d : photoproduits

Les irradiations ont donc été menées

A. ETUDE EN SOLUTION DILUEE :

1) INFLUENCE DU SOLVANT :

Le photoproduit 224

en solution diluée
(¢ 2,5 x lO-SM), puis en solution concentrée (c>5 x lO-AM).

est formé dans de nombreux solvants

organiques : éthanol, diméthylsulfoxyde,

benzéne (tR identique).

Dans le chlorure de méthyléne par contre,

sa formation.

diméthylformamide,

acétonitrile,

on n'observe pas

\ 22d ( :‘.
A
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Dans les mélanges eau-solvant organique la formation de 22d
a été 8galement mise en évidence : eau-éthanol (95:5), eau-~diméthylformamide

(50:50) et eau-acétonitrile (50:50).

Il ne semble donc pas y avoir d'influence du solvant sur

la formation du composé 224.

Le solvant, cependant, joue un rdle au niveau de la vitesse

de la réaction : en effet la présence d'eau augmente fortement celle-ci.

Vitesse : eau-diméthylformamide (50:50)> diméthylformamide

de méme : eau-éthanol (95:5)> éthanol.

Remarque : Des solutions de Thy—C4—4' ,5'dhSPso 15d, irradiées
dans différents solvants organiques purs ou en présence d'eau, ont é&té
chauffées a une température de 100°C : le photoproduit 22d.est stable thermi-
quement, Nous avons donc effectué 1l'irradiation dans des conditions

préparatives.

2) OBTENTION ET CARACTERISATION DU PHOTOPRODUIT 22d:

Nous avons irradié le modéle Thy—CA-A',S'thPso 15d en solu-
tion dans 1l'eau-éthanol (95:5) (124 mg dans 201 ; ¢ = 1,6 x 10_5M). I1 est
intéressant de noter que l'avancement de la réaction photochimique peut

N *
étre suivi en regardant la disparition de la fluorescence bleutée .

Aprés purification, le photopraduit 22d est obtenu sous la

forme de cristaux.

Ce composé, par irradiation & 254 nm, conduit au modéle
Thy—C4—4',5'dh5Pso 15d : il s'agit donc probablement d'un adduit de type
cyclobutane. Sa structure a été précisée par spectrométries de RMN (figu-

re 19) et de masse,

Le temps nécessaire a la formation du photoproduit 22d est d'environ 5 heures (ce qui

comparé au photoproduit 20d en série non dihydro, est 5 fois plus faible).
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- RMN :

Les spectres de RMN montrent dans la région des protons.aro—

matiques la disparition des protons H-3 et H-4 du noyau psoraléne ainsi

que du proton H-6 de la thymine : ces protons par rapport au modéle de
départ 15d sont fortement blindés ( 46>1,5 ppm). Le méthyle en 5 de la thy-
mine est également blindé ( Aé= 0,35 ppm).

Spectre de RMN1H 80MHz de 22d (DMSO d6)

-CH3T
Figure 19 : , HOD
H-8 DMSO
N-HT
;ji;ii
Aan — 3 \ A A A n i 1 |

ppm 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Ces résultats indiquent que la double liaison 3,4 du psora-
léne et la double liaison 5,6 de la thymine sont saturées dans le photopro~
duit 22d.

- Masse :

Lex résultats de spectrométrie de masse sont en faveur d'un
produit d'addition intramoléculaire : le pic moléculaire (M+ = 384) du photo
produit est identique & celui du modéle Thy~04—4',5'dh5Pso 15d ; on reléve

également les coupures caractéristiques des noyaux psoraléne et thymine.
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I1 se forme donc, comme dans le cas du modéle Thy—C4—5Pso

8d et dans des conditions semblables d'irradiation, un photoadduit inuvramo-
léculaire. Sa configuration ne peut-&tre établie sans ambiguité & partir
de ces résultats, mais il est possible de faire quelques remarques par réfé-

rence au composé 20d de configuration cis (RX).

- Si 1'on compare les rapports R dans les deux séries (8d

et 20d; 15d et22d)

R étant défini ainsi

R = tR photoadduit intramoléculaire

tR modéle de départ correspondant

On constate qu'ils sont semblables.

3,1

Série psoraléne : R = = 0,738
A 4,2
. N 2,95
Série 4',5'dh 5 psoraléne: R = 5 = 0,737
L

Nous pensons, de ce fait, que ces deux adduits intramolé-

culaires 2det22dpossédent 1a méme configuration c'est & dire cis.

La structure RX de ce composé est en cours de détermination.
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3) PREMIERES INDICATIONS SUR LE MECANISME :

* Rendements quantiques :

Les valeurs des rendements quantiques de disparition (p )
sont supérieures a 0,1 : elles sont beaucoup plus fortes que celles obtenues

pour le modéle Thy—C4~8Pso 8d ( o inférieure & 0,05) (détails p. 136).

* Effet de 1'dxygéne :

Nous avons suivi par CLHP et UV, l'irradiation de solutions

de Thy—Cd-4;5'dh5Pso 15d en présence et en absence d'oxygéne.

Les irradiations ont été menées dans 1'eau-diméthylformamide

(50:50) : on constate que 1l'oxygéne inhibe la formation du photoadduit 22d
(tableau 5 p.134).

Ces premiers résultats sont en faveur d'une participation

de 1'état excité triplet du psoraléne.

B. PHOTOREACTIVITE EN SOLUTION CONCENTREE :

La formation d'un photoproduit 23d de nature différente de
celui isolé en solution diluée (A et tR différents) a été observée en solu-
tion concentrée, Celui-ci se forme majoritairement lorsque la concentration

en modéle de départ 15d est au moins supérieure a 7,5 x 10_5M.

1) INFLUENCE DU SOLVANT :

Ncus avons mis en évidence par .CLHP la formation du photopro-
duit 23d dans de nombreux solvants organiques purs (diméthylformamide, di-

méthylsulfoxyde, benzéne, acétonitrile, éthanol, chlorure de méthyleéne) et
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dans les mélanges eau-diméthylformamide (50:50) et eau-acetonitrile (50:50)
(tableau 4 p. 133). Dans le cas de l'acétonitrile (ou eau-acétonitrile)

d'autres photoproduits sont observés également.

Si le solvant n'agit pas sur la nature du photoproduit formé,
il intervient par contre au niveau de sa vitesse. de formation
celle-ci, trés basse dans l'éthanol, devient trés élevée dans le diméthyl-
sulfoxyde et dans 1lleau-diméthylformamide (50:50) (tableau 4 p.133). Nous
pouvons releverl'influence de l'eau qui accélére fortement la réaction
(tableau 4 p. 133) : dans les mélanges eau-diméthylformamide (50:50) et
eau-acétonitrile (50:50) pour un méme temps d'irradiation, il y a environ
dix fois plus de photoproduit 23d formé que dans la diméthylformamide et

l'acétonitrile purs.

Nous avons remarqué en outre que, lorsque les solutions irra-
diées contenant le photoproduit23d étaient chauffées, on observait parfois
une décomposition de celui-ci. Il est stable dans le diméthylsulfoxyde &
100°C ou a 1l'ébullition du chlorure de méthyléne, par contre dans 1'éthanol
A la température de 95°C, il est instable : il se forme au moins un produit
de décomposition (tR = 1,65). Dans 1l'eau-diméthylformamide (50&50) dans
les mémes conditions de température, il est é&galement instable (produit
de décomposition & tR = 2,0). Dans l'eau-acétonitrile (50:50) lorsqu'on
poursuit l'irradiation jusqu'a disparition totale du Thy—C4—4',5'dh5Pso
15d, 1le photoproduit 23d formé se décompose. Grdce A ces renseignements,

nous avons pu isoler ce composé,

2} ISOLEMENT - CARACTERISATION DU PHOTOPRODUIT 23d :

Nzus avons choisi d'irradier le composé Thy—C4~4',5’dh5Pso
rapide et surtout parce que les essais préliminaires avaient montré que

le photoproduit formé précipitait au cours de 1'irradiation.

Le modéle 15d en solution dans 1'eau--diméthylformamide (50:50\
(c=lOU3M) a été irradié quelques heures. Le photoproduit 23d recueilli (aprés

précicitation) est pur (CLHP).
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Nous avons déterminé sa structure par les diverses méthodes

déja employées.

Par irradiation a 254 nm, il  conduit au modéle
Thy—C4—4',5'dh5Pso 154 : il posséde probablement également une structure
de type cyclobutane.

Les spectres de RMN (diméthylsulfoxyde d6; chloroforme deu-
térié) (figure 20) de ce composé indiquent un blindage important des protons
H-3 et H-4 du psoraléne par rapport au produit de départ 15d : la double
liaison 3,4 du noyau psoraléne est donc saturée. Les déplacements chimiques
du proton H-6 et du méthyl-5 de la thymine sont représentés dans le tableau
ils sont & comparer avec ceux du modéle 15d : le déplacement du méthyle en
5 est inchangé, tandis que 1l'on note un légér blindage pour le proton H-6

(0,1-0,2 ppm). D'aprés ces résultats, la double liaison 5,6 de la thymine

n'a pas été saturée et n'est donc pas mise en jeu.

ppm CH3 HG
composé CDCl3 : DMSO d6 CDCl3 DMSO d6
Modéle 15d 1,87 1,69 6,90 7,50
Photoproduit 1,88 1,70 6,80 7,30
AS -0,01 -0,01 0,10 0,20

Tableau 4 : Déplacements chimiques (§) des protons H-6 et méthyl-5 thymine

dans le modéle 15d et le photoproduit 23d. Spectres de RMN'H
80Mhz, diméthylsulfoxyde d6.

L Hoo |  bmso
Spectre de RMN'H 80MHz de 23d (DMSO d6)
CH3 T
H-8
Figure 20 :
N-HT H-6T

A
ppm M 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
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Deux types de photoproduits sont envisageables

- dimére par 1l'intermédiaire d'un cyclobutane entre les

doubles liaisons 3,4 des deux noyaux psoralénes.

~ oxétane entre un des deux carbonyles de la thymine et la

double liaison 3,4 du psoraléne.

O
Lc\@rﬁ -
A
%
0" "o

Bien que trés peu probable, 1l'hypothése d'un oxétane ne peut
8tre rejetée complétement (67 ) : la solubilité de ce photoadduit dans
le chloroforme est élevée ce qui est étonnant quand on sait que des diméres
trans anti des modéles de la série du 8MOP 2 (42) sont trés insolubles dans
les solvants organiques ; la spectrométrie de masse nous indique un pic
moléculaire (M* = 384) égal a celui du modéle Thy—C4—4',5'dh5Pso 15d et
non & celui d'un dimére. Ces spectres de masse montrent en outre que le

photoadduit n'est pas un produit d'addition de solvant sur le modéle 15d.

Afin d'éliminer de fagon certaine 1l'hypothése d'un oxétane,
nous avons enregistré le spectre 13C (diméthylsulfoxyde d6) de ce composé.
Par comparaison avec 1les spectres 130 de Thy—C3 16 et Thy—C4—4;5'dh5Pso
15d, on ne note aucune différence : les déplacements chimiques des atomes
de carbone de la thymine dans 16 et 15d se retrouvent dans le spectre 13C
du composé 23d. (tableau 6 p.135. Il est donc fort probable que ce produit
soit un dimére de modéle 15d bien que le pic moléculaire ne soit pas visible
dans le spectre de masse : il est possible que ce dimére se coupe dans les

conditions utilisées en spectrométrie de masse.

Remarque : Nous ne pouvons pas, comme dans le cas du dimére
obtenu en série Thy—Cn—5Pso 8, nous référer aux déplacements chimiques des

protons H-4' et H-5' du noyau psoraléne (ces protons ne sont plus détectés



dans la région aromatique a cause de 1l'hydrogénation de la double liaison
4',5') pour proposer une configuration. Notons cependant que le proton H-8
est blindé de 0,30 ppm, valeur observée pour ce méme proton dans le photodi-

mére 21d en série non dihydro (n=4).

Par ailleurs si l'on compare de la méme fagon que précédem-

ment les rapports R, on constate qu'ils sont semblables

Série psoraléne : R = 1,1

Série 4',5'dh psoraléne : R = 1,1

Ces résultats indiquent qu'il est fort probable que le com-

posé 23d posséde également une géométrie cis.

(CHf—
G 8
Y

CH
H,C Nk o ;
(o]
15d
Remarque : Il serait intéressant d'hydrdgéner le photodimére 21d
formé a partir de solution concentrée de Thy—Cn—SPso 8d , afin de voir

si effectivement il se formerait le photodimére 23d.

3) PREMIERES INDICATIONS SUR LE MECANISME

Comme dans les cas précédents, nous avons étudié 1'influence

de 1l'oxygéne sur la formation de ce photodimére (23d) postulé (tableau 5 p.134).
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Le modéle 15d en solution dans 1'eau-diméthylformamide (50:50
(ca 5x104M) a été irradié en présence et en absence d'oxygéne. L'évolution
de la réaction a été suivie par CLHP et UV. Nous constatons un effet inhi-

biteur de 1'oxygéne. Il est possible également que 1'état excité triplet

du psoraléne soit mis en jeu.

~0=0=0—=0=0=0~0—0~0=0—
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CONCLUSTION



Les modéles Thy—Cn—SPso 8 et Thy—C4-4',5'dh5Pso 15d pré-
sentent une photoréactivité importante. La nature des produits de photo-

réaction dépend fortement de la concentration du modéle irradié.

A faible concentration (lO_SM), l'irradiation du composé

Thy—CA—SPso 8d conduit uniguement (90 %) a l'addition intramoléculaire
[2+21 thymine-psoraléne.

- Cette réaction présent? une régio et stéréosélectivité

remarquables

- ltaddition de la double liaison 5,6 de la thymine est
seulement observée sur la position 3,4 du noyau pyrone

du psoraléne.

- seul l'isomére cis (caractérisé par RX) est obtenu.

La formation du mé&me type d'adduit Thy 5,6<3>3,4 5Psoraléne 8
est également observée lors de 1'irradiation des composés Thy—Cn—SPso
8b, c, e, £ et 1 & faible concentration. Nous pensons que ces adduits

possédent également la stéréochimie cis. Dans le cas ou n est égal a 2;

cet adduit a été isolé, sa structure RX est en cours de détermination.

n=23,4,5612. 8

——

Ce résultat indique, en premiére analyse que la double
liaison 3,4 du psoraléne serait plus réactive vis-&-vis de 1la double
liaison 5,6 de la thymine, que la double liaison 4'{5' ¢ tout effet con-
formationnel d0 & la chafne qui favoriserait la réaction sur le cycle
pyrone peut donc &tre exclu, dans la mesure ol la réaction est la méme

pour toutes les longueurs de la chafne (n = 2, 3, 4, 5, 6 et 12).



Le comportement photochimique a faible concentration du

modéle Thy—C4—4‘,5'dh5Pso 15d est semblable : un composé d'addition 3,4
intramoléculaire Thy 5,6<C> 3,4 4',5'dh5Pso a été isolé. La stéréochimie
de cet adduit est actuellement en cours de détermination (RX). Comme dans
la série Thy—Cn—SPso 8 la photoréaction est trés sélective (95 %)}. La
formation trés sélective de cet adduit montre clairement que les mono-
adduits 4',5' formés dans 1'ADN peuvent donc photoréagir une seconde fois
et conduire & la formation de bisadduits. Ce résultat montré bien
1'intérét porté aux composés dihydro 4',5'-psoraléne considérés géncirale-

ment comme de bons modéles des adduits Thy<> 4',5'dh5Pso.

Il est également intéressant de noter que la formation
de 1'adduit intramoléculaire Thy <> Pso en série dihydropsoraléne 15d est
beaucoup plus rapide que dans la série psoraléne (8d) (¢D 15d = 0,15

¢, 8d = 0,05).

Notons par ailleurs que dans les deux séries de modéles
8 et 15d la photocycloaddition intramoléculaire thymine-psoraléne a lieu
quelle que soit la nature du solvant d'irradiation utilisé. Le solvant
influe seulement au niveau de la vitesse de la photoréaction. Dans 1l'eau,
les modéles ne présentent pas un comportement photochimique particulier
sauf pour le composé 15d (dihydropsoraléne) ol la présence d'eau augmente
fortement la vitesse de la photoréaction. Ces résultats en fait semblent
montrer qu'il n'existerait pas de relation entre la complexation a 1'état

fondamental et la photoaddition thymine-psoraléne.

L'approche intramoléculaire choisie permet donc d'obtenir
des quantités importantes d'adduits thymine 5,6 <> 3,4 psoraléne. Elle
ouvre la voie a 1l'étude mécanistique de la photoréaction en raison de

\

la sélectivité observée.

En solution concentrée () 5x10~4M),l'irradiation des com-
posés 8¢, d, e, f et 1 conduit dans tous les cas a la formation de photo-
diméres de modélesrésultanf de 1'addition de deux doubles liaisons 3,4
du psoraléne : ces adduits’en raison de leur instabilité thermique n'ont
pas été isolés mais des études de RMN "in situ" (réalisées pour n = 4

et 12) ont permis de proposer une configuration cis syn.
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Cette photoréaction est‘également indépendante du solvant.
Remarqhons que cette photodimérisation n'a pas lieu lors de l'irradiation

du composé Thy-C_-5Pso 8b méme en solution trés concentrée : seul 1l'adduit

2
intramoléculaire thymine 5,6<> 3,4 pPsoraléne décrit précédemment est

formé pratiquement quantitativement.

L'irradiation du modé&le (dihydro) Thnyn~4',5'dh5Pso 15d
en solution concentrée conduit (comme dans le cas de 8d) & la formation
d'un photodimére en 3,4. Ce composé isolé, n'a pas encore été complétement
caractérisé. Par comparaison au photodimére obtenu en série Thy—C4—5Pso,

il est fort probable que sa structure soit cis.

Comme dans le cas précédent, nous n'avons pas noté

d'inflﬁence du solvant sur la photodimérisation,

¥ (Comparaison de la série 5 et de la série 8 :

. Dans la série des modéles du 8MOP 2 (Thy—Cn~8Pso 8'),
il n'a pas été isolé d'adduit entre la thymine et le psoraléne. L'irradia-

tion dans 1l'eau et dans 1'éthanol des composés Thy—Cn—8Pso 8' a faible

concentration conduit principalement a des produits d'ouverture du cycle

pyrone et d'addition du solvant, cela quelle que soit la longueur de la

chaine carbonée (n = 3, 4, 5, 6 et 12).

O
: CH COOH
H\N CH, X ) H\N 3 7 X
4L\ | [ H,0 4L\ |
07N oo ° N\ "
[o]

\(CHJ;-’/O cH)—

n=3,456,12



I1 est peu probable, en raison des différentes longueurs
de chaine (n=3, 4, 5, 6 et 12) étudiées dans cette série, que la diffé-
rence de photoréactivité soit liée & des contraintes stériques empéchant
les doubles liaisons (4',5' ou 3,4 du psoraléne et 5,6 de la thymine)
de se recouvrir. Elle pourrait peut &tre &tre interprétée sur la base
d'une plus grande sensibilité de la lactone & l'ouverture en série 8, que
la liaison 3,4 soit saturée ou non. En effet divers auteurs ont montré
que des adduits (thymine ou diméthyl-1,3 thymine)'5,6 <> 3,4 8MOP cis

syn isolés récemment s'ouvraient dans l'eau (24, 27).

(0] 0O
R\ /U\N/H R\N*N/H
(o} o
CH, CH,
7 e ,
o) 00 H,0 o o COOH
OCH, OCH,

CADET et Coll. (résultats non publiés) citent également

cette ouverture qui provoquerait un retour aux produits de départ.

En ce qui concerne 1la photoréactivité du composé
Thy—Cn—4',5' 8Pso (série 8MOP), en solution diluée des adduits de type
[2+€](adduit thymine-psoraléne, ou dimére psoraléne-psoraléne) ont été
mis en évidence, mais ceux-ci, instables, n'ont pu &tre encore isolés.
Néanmoins il faut noter 1'influence de l'eau qui comme dans le cas des
composés modéles Thy~C4—4',5'dh5Pso (série 5) augmente trés fortement
leur photoréactivité. [En 1'état actuel des résultats nous n'avons pas

d'interprétation a ce phénoméne.

Dans la série des composés Thy—Cn8Pso 8', l'augmenta-
tion de la concentration en modéle irradié provoque surtout une diminu-
tion de la photoréactivité. Les photoproduits formés, probablement des
diméres, comme dans la série Thy—Cn—SPso 8', sont également instables

thermiquement.
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Photocycloaddition thymine-psoraléne

Seuls des produits d'addition (20 et 22d) de la double
liaison 5,6 de la thymine sur la double liaison 3,4 du psoraléne (ou
4',5'dh psoraléne) ont é&té obtenus et caractérisés : en effet nous
n'avons pas observé par CLHP la formation d'adduit en 4',5', La photo-
réaction régiosélective (uniquement en 3,4) est également stéréosélec-

tive : isomére cis seulement.

D'autre part les résultats de la littérature semblent
indiquer une grande diversité des adduits obtenus : des adduits en 3,4
cis syn ou cis anti (24, 27, 33) et trans syn (33, 43), ainsi que des

adduits 4',5' cis syn (25, 26, 32, 34, 35, 37) ont été caractérisés.

Tous ces adduits formés dans des systémes "organisés"
(ADN, film, poudre, gel) montrent en fait que 1l'on n'cbserve pas
la photoréactivité intrinséque entre la base pyrimidique et le psora-
léne : en effet la stéréochimie et 1la régiosélectivité des adduits
obtenues résultent a la fois de la photoréactivité entre les deux

chromophores et de la géométrie imposée pour ces systéme "figés".

Par contre, 1l'approche intramoléculaire que nous avons
suivie, traduit en fait la photoréactivité intrinséque entre la thymine
et le psoraléne : quelle que soit la longueur de la chafne (n=2,
3, 4, 5,6 et 12) seul 1l'adduit en 3,4 est mis en évidence et seul

l'isomére cis est formé.

Remarque : BSeul le modéle Thy-C._-5Pso 81 possédant

12
une assez longue chafne peut permettre la formation d'adduits de

type anti ou syn, (d'aprés les modéles moléculaires) : les autres

composés (n=2, 3, 4, 5,6) ne peuvent conduire qu'ad des adduits anti.

La régiosélectivité que nous avons observée est tout
4 fait en accord avec les résultats de la littérature (68, 69, 70,
72). En effet d'apréds des calculs théoriques, SONG et Coll. (68)
ont montré que 1l'état excité triplet photoréactif de nature L *
était localisé plus particuliérement sur la double liaison 3,4. Des

résultats préliminaires nous ont indiqué que 1'oxygéne inhibait la
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photoréaction et sont donc en faveur de la participation de 1'état

excité triplet du psoraléne (71).

Remarque : D'autres résultats de la littérature (73)
semblent par contre montrer que 1l'état excité singulet situé sur
la double liaison 4'5' réagirait d'abord, puis ce serait 1'état excité
triplet localisé sur la double liaison 3,4. Soulignons que nous avons
également obtenu cet adduit intramoléculaire a partir du modéle compor-

tant un psoraléne hydrogéné en 4',5'.

La stéréosélectivité cis ou trans pourrait peut-&tre

s'expliquer de la maniére suivante : le groupe méthyle de la thymine
orienterait 1'approche des deux doubles 1liaisons (5,6 thymine et

3,4 psoraléne) de maniére & éviter tout encombrement stérique.

Dans le cas du modéle Thy~C2~5Pso 8b seul 1'adduit
intramoléculaire 20b est formé quelle que soit la concentration de
départ du modéle 8b irradié c'est a dire que l'on n'observe pas de

réaction de dimérisation du modéle 8b.

Une explication possible pourrait &tre le passage
par un exciplexe. Dans ce cas la formation d'uh exciplexe serait
favorisée par la chafne trés courte (2 carbones + 1 oxygéne) qui
relie ces deux chromophores (74). Il scrait intéressant d'étudier
ce modéle en photolyse éclair (un tel exciplexe n'ayant jamais été

mis en évidence).

Photodimérisation de psoraléne :

L.'étude photochimique en solution concentrée a permis
de mettre en évidence 1la formation de photodiméres. Ces composés
sont instables thermiquement cependant nous avons isolé un photodimére
dans le cas du modéle Thy—C44';5'dh5Pso 15d. Selon les spectres de

RMN, ces derniéres posséderaient une configuration cis syn.
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L'obtention de diméres de psoraléne n'est pas surprenante
en effet ceux~ci photodimérisent facilement & 1'état solide (16,
17, 29) en solution aqueuse gelée (75, 29) ou en solution organique
(28, 29). Cependant peu d'auteurs ont déterminé leur stéréochimie.
La configuration d'un dimére 3,4 du 8MOP 2 - formé sélectivement en
solution - a été établie : il présente une configuration trans syn
(28, 3C). Dans le cas du méthoxy-8 dihydro—4',S'psoraléneNdeux diméres
trans syn et cis anti ont été obtenus en solution (dichlorométhane)

(31). La structure cis syn du dimére de dérivés du 5MOP 1 que nous

avons obtenu n'a pas & notre connaissance, été décrite.

D'aprés les résultats de la littérature 1l semblerait
que 1'état triplet du psoraléne localisé sur la double liaison 3,4
du psoraléne (68) soit responsable de la dimérisation  dans certains

cas (4',5' dihydro furocoumarines).

Les états excités triplet et singulet seraient impliqués
(31) : 1'état triplet conduisant, dans le cas des diméres de 1l'acétoxy-8
psoraléne, a une stéréochimie trans syn, 1l'état singulet & une stéréo-

chimie cis anti.

Dans le cas de la photodimérisation des modéles 8d,
8l et 15d, nous avons constaté une inhibition partielle par 1'oxygéne

ce qui dans 1'état actuel des résultats ne peut &tre interprété.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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A. INDICATIONS GENERALES :

La silice KIESELGEL 60 0,063-0,200 mm MERCK a été utilisée

pour les purifications de produits par chromatographie sur colonne.

Les contrdles de pureté ont été effectués par chromatographie

sur couche mince (CCM ; gel de silice F MERCK) et par chromatographie

254
liquide & hautes performances (CLHP ; phase inverse RP 18 MERCK ; appareil
WATERS). Nous avons également utilisé une CLHP CHROMATO SPEC PREP JOBIN

YVON.

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

TOTOLI et sont donnés sans correction de colonne émergente.

Les spectres de RMN ont été enregistrés sur les spectrométres
BRUKER WP 60 (lH) et WP 80 (lH et l3C) transformée de FOURIER. Les déplace-
ments chimiques § sont exprimés en ppm avec pour référence interne 1'hexa-
méthyldisiloxane. Les valeurs des constantes de couplage J sont données
en Hz. Dans la description des spectres, on utilisera les abréviations
suivantes s, d, t, m pour désigner respectivement les mots : singulet,

doublet, triplet, multiplet.

Les spectres d'absorption infrarouge (IR) ont été enregistrés

sur les spectrométres BECKMAN IR 18 et PERKIN-ELMER 237.

Les spectres d'absorption électronique (UV) ont été enregis—
trés sur les spectrom@tres BECKMAN DB-GT (spectre de caractérisation) et

BECKMAN ACTA M 5270 (étude UV).

Les spectres de masse ont été réalisés sur un spectrométre

RIBER MAG 10-10.

Les analyses élémentaires ont été effectuées par le Service

Central de Microanalyse du C.N.R.S.
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B. SYNTHESES :

0,0'bis(triméthylsilyl) thymine ; 5 :

Une solution d'hexaméthyl-1,1,1,3,3,3 disilazane (HMDS) (30ml
large excés) et de thymine (5 g ; 39 mmol) est agitée en présence de sulfate
d'ammonium (0,1 g). La suspension, placée dans un appareillage protégé de
l1thumidité par 1'intermédiaire d'un piége de chlorure de calcium (CaC12)
ou de silicagel, est chauffée a reflux de 1'HMDS (t°C == 140°C ; 5 a 6 h)
jusqu'a dissolution compléte de la thymine. On laisse revenir a la tempéra-
ture ambiante et on distille sous pression réduite 1'HMDS en excés. Le

résidu blanc, liquide, obtenu est utilisé sans autre purification pour pré-

parer les dérivés N-1 alkylés de la thymine.

n=4:§_d_, n=5 : 6e, n=6:_6_f_, n=12:ﬂ:

( w-bromoalkyl)-1 thymine : Thy-Cn-Br ; 6 : n=2 : 6b, n=3 : 6c,

* Composés 6b, 6¢, 6d, 6e, 6f :

A la solution de thymine silylée 5 obtenue précédemment (a
partir de 5 g de thymine), on ajoute un large excés d' o ,s -dibromoalcane
(> 400 mmol). Le mélange porté a 50°C,est agité pendant plusieurs jours
sous atmosphére d'azote sec, sauf pour les dérivés Thy—Cz—Br 6b (100°C,
1 jour) et Thy—CS—-Br 6¢c (température ambiante, 10 jours). L'évolution de
la réaction est suivie par chromatographie sur couche mince (CCM). Le
brut réactionnel est ensuite versé daris l'eau (100 ml). La solution est

~salnues minutes & une température de 90°C. I1 se forme un

A%.iminé par filtration. Le
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phases organiques sont rassemblées puis séchées sur du sulfate de magnésium.

Le chloroforme est ensuite distillé sous pression réduite.

Dans le cas du dérivé 6b, l'excés de dibromoéthane est éva-
poré sous pression réduite (Eb = 131°C). Le résidu obtenu qui est un mélange
de Thy—CZ—Br 6b et Thy--(C2Br)2 6b' (thymine bis w-bromoalkylée sur N-1 et
N~3) est chromatographié sur colonne de silice. L'éluant utilisé est le
chloroforme., Aprés évaporation du chloroforme, ces deux dérivés sont cris-
tallisés dans 1l'acétate d'éthyle. Les deux produits 6b et 6b' sont obtenus

sous forme de cristaux incolores.

. Dans le cas du dérivé 6¢c, on élimine également l'excés de
dibromopropane par distillation sous pression réduite (Eb760 = 167°C). Le
solide jaune orangé, résiduel est lavé avec l'hexane. Il est ensuite cris-
tallisé (sans autre purification au préalable, peu de sous produits) dans
le mélange acétate d'éthyle-hexane (1:1). Il est obtenu sous forme de cris-—

taux incolores.

Pour les dérivés 6d, 6e, 6f, le dibromoalcane en excés n'a
pu &tre éliminé par évaporation sous pression réduite (points d'ébullition
élevés). Il a donc été séparé par chromatographie sur colonne de silice
en éluant avec du chloroforme puis de l'acétate d'éthyle. Les fractions
contenant le produit pur sont rassemblées, 1l'acétate d'éthyle est évaporé
sous pression réduite. Le résidu sec est cristallisé dans le mélange acétate

d'éthyle-hexane (1:1).

Les dérivés 6c, 6d, 6e et 6f sont obtenus purs (CCM) et sont
caractérisés par leur point de fusion (ces produits ayant déja &té synthé-

tisés et complétement caractérisés dans notre laboratoire) (45).

ﬂw£ﬂ£r n=38: 6c | n=4:6d in=5: 6¢ n=6:6f¢f
Rendement 55 % 85 % 80 % 80 %
FeC 137-138 140-141 119-120 123-124

F:Litt.°C (réf)| 136-138 (36)| 134-135 (37) 111-113 (36)

(Les rendements ont été calculés a partir de la thymine).
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Rappels des caractéristiques physico-chimiques.

RMN (CDCL ):

Cycle thymine : 6¢c, 6d, 6e, 6f : 6 = 8,8 a 9,8 (s large, 1H, N3H);
7,00 (d, 1H, J¢ltz ; C6H) ; 1,90 (d, 3H, J<LHzZ; C5-CH,) .

Chaine polyméthylénique :

Nl‘CI_'_l2 : B6¢c 8= 3,85 (t, 24, J
6f : 3,65 (t large, 2H, J =7 Hz).
Cﬂz—Br : 6¢c : §= 3,40 (m, 2H, J = 6Hz) ; 6d : 3,40 (m, 2H) ; Ge,
6f : 3,35 (t large, 2H, J = 7Hz).

-(CH,) - : 6c :86=2,02a 2,5 (m, 2H, J = 6Hz) ; 6d : 1,6 & 2,1

2 ' n-2
(m, 4H) ; 6e : 1,0 & 2,0 (m, 6H) ; 6f : 1,0 a 2,0 (m, 8H).

1

6Hz) ; 6d : 3,70 (m, 2H) ; Ge,

Masse (impact électronique)

81)

6c : M = 247,12 ; mfe : 248 (14,7 ; (Ms1)T, Broo), 246 (16,7 ;

(m-1)" Br’%) , 167 (35, Thy(CH2)3+).

6d : M = 261,15 ; m/e : 262 (4,8 ; m+1)F), 260 (5,3 ; (M-1)7),
o+

181 (70, Thy(CHz)n ).

Be : M = 275,18 ; m/e : 276 (3,1 ; (M+1)), 274 (3,2 ; (M-1)T),
195 (55, Thy(CH,) ).
6f : M = 289,20 ; m/e : 290 (3,5 ; (M+1)*), 288 (3,8 ; (M-1)"),

+
209 (100, Thy(CH2)6 ).

Thy—CZ—Br ; 6b :

Rendement : 50 % (calculé par rapport & la thymine).

F : 204-205°C (Litt. : 197-198°C (37))

BMN (CDC1,) : 8= 7,10 (d fin, 1H, J<1Hz ; C6H) ; 4,10 (t, 2H,
J = 6Hz ; NI-CH,) ; 3,60 (t, 2H, J = 6Hz ; -CH,-Br) ; 1,90 (d fin,
3H, J <lHz ; CS5-CH,).

2
3

(DMSO d6) : 8= 11,40 {s large, 1H ; N3§) ; 7,60 (4 fin, 1H, JlHz;
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C6H) ; 4,2-3,2 (m intégrant pour 4H ; CH,~CH
J iHz ; C.-CH,).

, Br);1,70 (d fin, 3H,

rin 23¢ (DMso dg) :6=162,1 (C4) ; 148,8 (C2) ; 139,6 (C6) ; 106,3
(C5) ; 46,6 (N1-CH,) ; 28,6 (-CH,Br) ; 9,93 (C5-CH,).

Masse !impact électronique): M = 233,07 ; m/e : 234 (14,7; (M+1)+,
88y, 232 (14,5; (M-1)%, Br’Y), 126 (37,8 ; Thy'), 110 (12,8), 109
(10,1), 107 (9,3; C.H,Br), 9 6 (100), 82 (19,4 ; Thy+—H2NCO), 80 (12,7)

23
55 (22,6), 54 (19,7; Thy -H,NCO-CO), 41 (17,5).

2

IR (KBr) : 2940, 2860, 1690, 1640, 1470, 1430, 1350, 890, 770,

720 cm'l.

L\ EtOH : Anm (e) : 268 (9950) ; 211 (8200).

Analyse, C_H_ N_,O_Br :

7922
Calc. % : C 36,07 H 3,89 N 12,02 Br 34,29
Tr. % : 36,20 3,72 11,89 34,88

v - . 1
Thy (CZBr)2 ; 6b
Rendement : 10 % (rendement calculé par rapport a la thymine).

F : 90-91°C.

!
RMN (CDC1,) : 6= 7,10 (d fin, 1H, J<1Hz ; C6H) ; 4,35 (t, 2H, J= 7Hz;
N3-CH,) ; 4,10 (t, 2H, J=6Hz ; N1-CH,) ; 3,60 (t, 2H, J = 6Hz ;
~CH,Br) ; 3,50 (t, 2H, J = 7Hz ; -CH,-Br) ; 1,90 (d fin, 3H, J<I1Hz;

2
C5-CH,) .
Masse (impact électronique) ; M = 340,03 ; m/e : 342 (10,1 ; (M+2)+,
prly. 340 (18,7 ; M%), 338 (7,3 ; (M-2)"), Br’Y), 261 (18,1 ;

Thy(cgsrfé-Br), 232 (31,0 ; Thy(CzBr)2+—C H,Br), 126 (59,3 ; Thy "),

2
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81

110 (32,1), 109 (22,3 ; C,HBr, Br '), 107 (18,5 ;C °

Br, Br'’), 82

oty
(100 ; Thy+—H2NCO), 81 (61,8), 80 (95,1), 79 (57,9), 70 (42,7), 68

(19,9), 56 (18), 55 (35,2), 54 (32,2 ; Thy+—H2NCO—CO), 53 (10,5).

IR (KBr) : 3100, 3000, 2950, 1835, 1790- 1540, 1450, 1380, 1355, 1270,

-1
1220, 1195, 1105, 920, 770, 725 cm .

uv : EtOH :anm (e) : 270 (8890) ; 211 (8070).
max

Analyse C_H. _N,O.Br

910 p Yo o
Calc. % : C 31,79 H 3,56 N 8,24  Br 47,00
Tr. % : 32,08 3,51 8,39 47,21

*  Composé Thy-C, ,-Br ; 61

Une solution de thymine silylée 5 (obtenue & partir de 5g
de thymine) et de dibromo-1,12 dodécane (26g ; 80 mmol) dans la diméthyl-
formamide (DMF) (75 ml) est chauffée a 100°C, sous atmosphére d'azote sec
et sous agitation pendant 5 heures. La DMF est ensuite distillée sous pres-~
sion réduite. Le résidu obtenu est hydrolysé et traité suivant le mode opé-
ratoire utilisé lors de l'isolement et de la purification des composés 6d,
6e et 6f.

Ce composé a déja été synthétisé dans notre laboratoire (45).
Rendement : 70 % (& partir de la thymine).

Rappel des caractéristiques (RMN et masse)

RMN (CDClg) 18 = 9,80 a 8,80 (s large, 1H ; N3H) ; 7,00 (d, 1H, J <{1Hz;
CoH) ; 3,65 (L large, 21, J = 7Hz ; NI=CIL,) 5 3,35 (L larpe, 20, J Vila;

CQZUr) 7 Lyuo (d, s, J iz g Ub—Uﬂs) i 1,25 (s Lrés large, 20ll).

Masse ( impact électronique) ; M = 373,34 ; m/e : 374 (1,7 ; (M+l)+),
+ )
372 (1,7 ; (M~1)"), 293 (38,5 ; Thy(CH9)+12), 126 (100, Thy™).
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Hydroxy-5 psoraléne ; 4 :

-

Dans un ballon & 3 cols (thermomé&tre interne, réfrigérant

muni d'un piége & CaCl arrivée d'azote sec) contenant du chlorhydrate

de pyridine (PyH+, Cl_,zlavé avec de 1l'éther éthylique puis séché)(3 g ;
26 mmol) porté a 170-180°C, on ajoute du SMOP 1 (3g ; 13 mmol) en une seule
fraction. Le mélange est agité pendant 1 & 4 heures a cette température.
L'évolution de la réaction est suivie par CCM (élution éther éthylique puis
méthanol-chloroforme (1:8)).La réaction terminée, on verse le brut réaction-
nel dans de la glace (250 g) et on laisse reposer la solution. Le précipité
jaune clair formé est filtré, lavé plusieurs fois avec de l'eau froide puis
séché (rendement 90 %). Le produit obtenu est cristallisé deux a trois fois

dans 1'éthanol absolu sous courant d'azote sec.

L'hydroxy-5 psoraléne 4 est alors recueilli sous la forme
d'une poudre de couleur variable (jaune clair au brun rouge). Comme nous
1'avons vu précédemment (voir p.30), le produit est utilisé sans autre puri-

fication (impureté fluorescente trés minoritaire {5 %).
Rendement : 50 % (aprés cristallisation).
F : 270-280°C (Litt. : 275°C (47a)).

RMN (CF,CO0D) : 6= 8,85 (d, 1H, J = 10Hz ; CAH) ; 7,90 (d, 1H, J = 2Hz;
C5'H) ; 7,40 (s, 1H ; C8H) ; 7,25 (d, 1H, J = 2Hz ; C4'H) ; 6,75 (d,
1H, J = 10Hz ; C3H) ; 2,50 (s, 1H, C5-OH).

(DMSO d6) : §= 11,20 (s, 1H; C5—Oﬂ) ; 8,30 (d, 1H, J = 10Hz
C4ﬁ) i 7,90 (4, 1H, J = 2Hz ; C5'ﬂ) ; 7,15 (dd, 1H, J = 2Hz, J {1Hz;
C4'H) ; 7,10 (s, 1H ; C8H) ; 6,20 (d, 1H, J = 10Hz ; C3H).

.
1

Masse (impact électronique) ; M = 202,17 ; m/e : 203 (11,4 ; m+1)h,
202 (100 ; MY), 175 (10,7 ; (M+1)*-co), 174 (54,8 ; m'=co), 145 (12,2;
M'-C0-HCO), 118 (25,1), 90 (45,9) , 89 (18,9), 63 (25,2), 51 (23,5),
50 (17,5).
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IR (KBr) : 3290, 1690, 1620, 1590, 1475, 1450, 1315, 1240, 1150, 1130,
1070, 945, 827, 810, 760 en T,

Hydroxy-5 dihydro-4*,5" psoraléne , 14 :

A une solution éthanolique (300 ml éthancl absolu) dthydro-
xy-5 psoraléne 4 (3,15g ; 15,6 mmol), on ajoute du palladium sur charbon
a 10 % (0,6g). La solution est dégazée, puis agitée sous atmosphére d'hydro-
géne a température ambiante et sous pression atmosphérique. L'évolution
de l'hydrogénation est suivie par CCM et par mesure du volume d'hydrogéne
consommé. L'hydrogénation terminée, le mélange est filtré sur célite et
le filtrat est amené & sec. Le résidu obtenu est alors dissous dans de
1téthanol. Le produit est précipité en ajoutant de l'eau, 1l est recueilli

sous la forme d'une poudre de couleur orangée (2,05g ; 10 mmol).
Rendement : 65 %.
F : 265-270°C (décomposition).

RMN (DMSO d6) : 6 = 8,15 (dd, 1H, J = 10Hz, J = 0,5Hz ; CAE) ; 6,35
(s, 1H ; CSE) i 6,10 (d, 1H, J = 1Q0Hz ; C3ﬂ) ; 4,65 (t, 2H, J = QHz;
CB'E) ; 3,15 (t, 2H, J = 9Hz ; C4'H) ; 4,5-2,5 (m trés large ; C5-OH).

Masse (impact électronique) ; M = 204,19 ; m/e : 205 (12,9 ; (M+1)+,
204 (93,5 ; MT), 177 (13,3 ; (M+1)"-Cc0), 176 (100, M'-CO), 175 (25),
147 (17,6 ; M'-co-nco), 119 (9,1), 91 (35,9), 89 (18,5), 77 (11,1),
74 (10,9), 69 (12,7), 65 (13,4), 63 (18,6), 53 (18,3), 51 (26,7), 50
(16,8).

IR (KBr) : 3490-2790, 1680, 1615, 1570, 1455, 1290, 1240, 1195, 1130,
1070, 990, 950, 810 cm . '

UV i ¢ EtOH Anm (e) : 334,3 (15650) ; 260,5 (5800) ; 251 (6200);
211,5 {27000).
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(w~bromoéthyl)-5 psoraisne : 5Pso-C,-Br ; 6b :

UIn mélange de dibromo-1,2 éthane (25 ml ; 0,27 mmol) et de
carbonate de potassium (KZCOS) (0,5¢ ; 3,6 mmol) est agité dans la DMF séchée.
(10 ml). A la solution on ajoute 1'hydroxy-5 psoraléne 4 (0,52 g ;
0,257 mmol) en une seule fraction. Le mélange réactionnel, placé a 1l'abri
de la lumiére et sous atmosphére d'azote sec, est porté a 70°C pendant 2
4 3 heures, puis laissé & température ambiante une nuit. La réaction termi-
née, le K2CO3 est filtré et lavé avec de la DMF. La DMF est ensuite distil-
lée sous pression réduite. La purification du résidu sec obtenu est réalisée
par chromatographie sur colonne de silice. L'éluant utilisé est le chloro-
forme. Le solide blanc récupéré, aprés évaporation du chloroforme est cris-
tallisé dans du méthanol. Le composé 7b se présente sous forme de cristaux

blancs (0,46 g ; 1,48 mmol)..
Rendement : 60 %.
F : 173-174°C,

RMN (CDClS): § = 8,30 (d, 1H, J = 10Hz ; C4H) ; 7,70 (d, 1H, J = 2Hz;
C5'-H) ; 7,25 (s, 1H ; C8H) ; 6,95 (dd, 1H, J = 2Hz, J {1Hz; CA'H);
6,35 (d, 1H, J = 10Hz; C3H) ; 4,75 (t, 2H, J = 6Hz ; C5-0CH,); 3,70
(t, 2H, J = 6Hz ; —QﬂZBP).

Masse (impact électronique) ; M = 309,12 ; m/e : 310 (30,5 ; (m+1) Y,
BroY), 308 (33,9 . (M-1)", Br’Y), 215 (12,6 ; M+--CH2Br), 202 (15,2;
PsoOH'), 201 (57,1 ; M+—CZH4Br), 174 (13,3 ; PsoOH'-CO), 173 (30,6),
145 (47,2 ; PsoOH'-CO-HCO), 109 (96,1 ; C, H,Br, BroY), 107 (97,7 ;

C,H,Br, Br'Y), 90 (12,8), 89 (100), 88 (22), 87 (24), 86 (11,7), 79
(22,2), 77 (15,2), 75 (23,8), 74 (26,3), 69 (12,5), 66 (18,6), 63

(52,4), 62 (22,5), 61 (10,6), 53 (12,5), 51 (62,9), 50 (31,3).

IR (KBr) : 3140-3020, 1720, 1630, 1580, 1465, 1445, 1350, 1280, 1260,
1210, 1150, 1130, 1105, 990, 935, 895, 820, 750, 720 em™L.
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UV oy EtOH = Anm (¢) : 307,5 (14860) ; 266 (16350) ; 248,5 (19770);
232,5 (13670) ; 220 (23300).

Analyse C13H904Br :
Calc. % : C 50,51 H 2,93 Br 25,85

Tr. % : 50,55 2,76 26,06

w-(thyminyl-1) alcoxy-5 psoralénes : Thy—Cn-SPso 8:
* n=3:gc_;n=4§_<_1_;n=5§£;n=68f;n=12§_1_:

A un mélange de (w-bromoalkyl)-1 thymine 6 (5 mmol) et de
K2C03 (large excés, lg) en solution dans la DMF anhydre (30 ml)}, on ajoute
1'hydroxy-5 psoraléne 4 (lg ; 5 mmol). La réaction est conduite & l'abri
de la lumiére, a une température de 70°C et sous atmosphére d'azote sec.
Le mélange est agité pendant 8 a 12 heures et 1l'avancement de la réaction
est suivi par CCM (deux élutions différentes et successives sont utilisées:
éther éthylique puis mélange chloroforme-méthanol (8:1)). La réaction termi-
née, le KZCO3 est filtré puis lavé plusieurs fois avec de la DMF. La DMF
est ensuite évaporée sous pression réduite. Le résidu huileux trés coloré
obtenu est trituré avec de 1'éther de pétrole. A 0°C, un solide prédpite
qui est lavé par de l'eau (3 x 30 ml) puis séché. Une premiére cristallisa-
tion dans 1'éthanol absolu sert a éliminer les produits de départ (rendement
70~80 %). La purification se poursuit en chromatographie sur colonne de
silice. La colonne utilisée posséde une double enveloppe dans laquelle cir-
cule de l'eau chaude a une<température de 45°C. La colonne est longue de
70 cm et posséde un diamétre de 3 cm. Il faut environ 150g de silice pour
purifier 500 mg de modéle brﬁt. La silice en suspension dans l'acétate
d'éthyle est déposée dans la colonne. On fait énsuité un dépdt solide du
produit adsorbé sur de la silice (400 mg/500 ml de CHCl3 + 10g de silice
puis évaporation du solvant). Le dépdt solide est d'abord &lué avec un peu
de tétrachloro-1,1,2,2 éthane pour bien répartir la silice imprégnée du

produit. On utilise ce solvant car il est un mauvais éluant du mélange et
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un bon solvant des produits, de plus son point d'ébullition est élevé

(P 45°C).

On élue ensuite avec de l'acétate d'éthyle bouillant. On
suit la séparation & l'aide d'une lampe UV que 1l'on place le long de la
colonne. Plusieurs litres d'acétate d'éthyle sont nécessaires.lLes fractions
contenant le modéle pur sont rassemblées et l'acétate d'éthyle est distillé.
Le solide résiduel est ensuite cristallisé dans de 1'éthanol absolu. Les

composés sont obtenus purs et sous la forme de poudre ou de cristaux.

A une solution de thymine silylée (& partir de 0,5g de thy-
mine) on ajoute une solution de sulfolane (10 ml) confenant 1'w-bromoéthyl
psoraléne 6b (0,200g ; 0,65 mmol). Le mélange porté a 100°C, est agité sous
. courant d'azote pendant 3 jours. L'évolution de la réaction est suivie par
CCM. On précipite ensuite le brut par de l'eau (100 ml). Le précipité est
filtré, lavé par l'eau pour éliminer la thymine en excés, puis séché

(0,210g ; 0,60 mmol). Une cristallisation dans 1'éthanol absolu (500 ml)
termine la purification (0,160g ; 0,45 mmol). Le composé Thy—Cz-SPso 8b
est recueilli sous la forme de petits cristaux incolores. La structure RX
est en cours de détermination dans le laboratoire de M. HOSPITAL & 1'Univer-

sité de Bordeaux.

Rendement en
Produits produit pur FeC
8b 70 % 284-285 (dec)
8¢ 20 % 203-204
8d 65 % 215-216
8e 40 % 211-212
8f 40 % 205-206
81 65 % 123-124
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3

RMN :
(a) (b) (b)
Produits n=2 n =23 n =4
Attributions 8b 8c 8d
Thymine
N38H (s large, 1H) 11,25 8,50 8,35
C6H (d dans m large, 7,60 7,10-6,75 7,05-6,90
1H, J1Hz)
CSCE3 (d dans m large 1,70 1,85 1,90
3H, J (1Hz)
Psoraléne
C4H (d, 1H, J=10 Hz) 8,10 8,15 8,15
C5'H (d, 1H, J=2Hz) 8,00 7,60 7,65
C8H (s, 1H) 7,30 7,15 7,20
C4'H (dd dans m large, 7,25 6,90 (7,10-6,75) 7,05-6,90
1H)
C3H (d, 1H, J=10Hz) 6,25 6,30 6,30
Chaine méthyléniqde
O-CH, - (t large, 2H) 4,65 4,50 4,45
NwCEZ— (t large, 2H) 4,05 3,95 3,80
—(Cﬂz)n_2~ (m large, 2,45-1,95 2,15-1,55
(2n-4) H)
s\
D
“ Spectres mesurés dans (a) DMSO d6
(b) cDC1
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—2
(2n-4)H

RMN :
b b
Produits @, _ 5 (), _ 6 (b)) _ 10
Attributions 8e 8f 8l
Thymine
Naﬁ (s large, 1H) 8,40 8,40 2,00 a 1,00
C6H (d dans m large, 7,05-6,80 7,15-6,80 7,05-6,90
iH, J géle)
CSC_H_3 (d dans m large, 1,90 1,85 1,90
3H, J 1 Hz)
Psoraléne
C4H (d, 1H, J=10 Hz) 8,10 8,15 8,20
C5'H (d, 1H, J=2Hz) 7,60 7,60 7,60 (J=2,5 Hz)
C8H (s, 1H) 7,10 7,15 7,15
C4'H (dd dans m large, 1H) 7,05-6,80 7,15-6,80 7,05-6,90 (J=25 Hz)
C3H (d, 1H, J=10Hz) 6,25 6,25 6,30
Chaine méthylénique
0-CH,- (t large, 2H) 4,40 4,40 4,45
N—Cﬂz— (t large, 2H) 3,70 3,70 3,65
- (CH )5_2 {m large, 2-1,35 2,05-1,25 | 1,25 (s large, 16H)

+
1,55 (s large 4H)




Masse (impact électronique):

Thy-C~6Pso ; 8b : M = 354,33 5 m/e : 354 (1 ; u*), 202 (45,1 ; PsoOH')
174 (25,4 ; PsoOH'-C0O), 153 (100 ; Thy(CH2)+),152 (19,4), 118 (111),
110 (33,3), 90 (13,0), 89 (23,5), 82 (21,3), 8L (11,3), 63 (10,0),
55 (12,4 ; ThyCH, *~NHCO-C0), 64 (11,9), 61 (11,2), 42 (11,2).

8¢ ), 202 (0,5), 174
(2), 167 (100 ; Thy(CH,),"), 139 (15 ; ThyCH,"), 96 (20 ; ThyCH, ~HNCO).

Thy—CSf swso ;3 8 @ M = 368,35 ; m/e : 368 (1 ; M

Thy-C,-SPso ; 84 : M = 382,38 ; m/e : 382 (15 ; M), 202 (10), 181
(75 : Thy(CH >4+), 174 (10), 139 (80 ; ThyCH."), 96 (100 ; ThyCH_*-HNCO),

2 2
55 (7).

2

Thy-C-5Pso ; 8e : M = 396,40 ; m/e : 396 (30 ; uty, 202 (25), 195
(100 ; Thy(CH,) +), 174 (15), 139 (99) 127 (98), 69 (50), 55 (20).

2’5

Thy~C~5Pso ; 8f : M = 410,43 ; m/e : 410 (20 ; ut)y, 209 (55 ;
Thy(CH2)6+}, 202 (45), 174 (207, 139 (55), 127 (75), 96 (35 ; ThyCH2+—
HNCO), 55 (100)

Thy-C,,~5Pso ; 8L : M = 494,59 ; n/e : 494 (20 ; M"), 293 (80 ;
Thy(CH2)1i+), 202 (100), 174 (26), 139 (13), 127 (93), 96 (80), 69

(20), 56 (20), 55 (92).

IR (KBr)

Thy~C?-5PSO ; 8b : 3300-2800, 1730, 1695-1655, 1615, 1585, 1460, 1345,

1215, 1170, 1135, 1105, 1040, 825, 795, 765, ©95 Cm~l

Thy-C-5Pso ; 8¢ : 3130, 3010, 2950, 0885, 2830, 1730, 1670, 1460, 1355,
1205, 1155, 1130, 1095, 1075, 835, 745 em™t

Thy-C,-SPso ; 8d : 3150, 3020, 2940, 2820, 1725, 1695, 1670, 1635,
1610, 1460, 1345, 1205, 1185, 1135, 1100, 825, 770 —

Thy—05~5PSO : 8e : 3130, 3010, 2940, 2820, 1720, 1695, 1670, 1575,

1455, 1445, 1350, 1200, 1160, 1125, 1075, 81C, 760 Cm—l

Thy-C-5Pso ; 8f : 3170, 3030, 2940, 2870, 1740, 1690, 1640, 1615,
1585, 1465, 1360, 1215, 1165, 1140, 1100, 820, 760 et

Thy-C,,~6Pso ; 8L : 2940, 2870, 1700-166C, 1450, 4350, 1205, 1160,
o 84 :

=y
1130, 1100, 895, 810, 765 cm .
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uv : EtOH : Anm (¢€)
~—max
Thy~02-5Pso ; 8b 310 (13380) , 267,5 (25330) ; 250 (21970) ; 234,5
(14700) ; 219 (27190).
Thy—Cs—SPso ; 8c 310 (13700) ; 267,5 (26090) ; 250 (21620) ; 230
(17370).
Thy—CA-—'SPSO ; 8d 310 (14150) ; 267,5 (25480) ; 250 (22170) ; 230
(16724, .
Thy—05~5Pso ; 8e 310 (14380) ; 267,5 (26680) ; 250 (22700) ; 230
(18830).
‘I‘hy—-CG-—SPso ; 8f 310 (14400) ; 267,5 (26910) ; 250 (22800) ; 230
(19820).
Thy-C]2—5Pso 81 310 (14600) ; 269 (26500) ; 251 (21800) ; 220
(29400) .
Analyse :
8b 8c ad
Formule C18H14N206 C19H16N206 CZOH18N206
M 354,33 368,35 382,38
Analyse Calc. Tr. Calc. Tr. Calc. Tr.
C% 61,02 60,55 61,95 62,03 62,82 62,55
H% 3,98 3,93 4,38 4,39 4,74 4,76
N% 7,91 7,84 7,61 7,54 7,33 7,22
ge 8t 81
Formule C51H50N506 CaolaoN 0 Cagll3aN2%
M 396, 40 410,43 494,59
Analyse Calc. Tr. Calc. Tr. Calc. Tr.
C% 63,63 63,61 64,38 64,65 68,0 67,76
H% 5,09 5,08 5,40 5,39 6,93 7,18
N% ; 6,81 6,81 6,83 6,71 5,66 5,72
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w~(thyminy1-1) butoxy-5 dihydro-4',5' psoraléne :
Thy~C4-4',5'dh5Pso lég :

Le mode opératoire est analogue a celui utilisé pour la syn-
thése des composés modéles non hydrogénés. Un mélange équimoléculaire de
dihydro~4',%" hydroxy-5 psoraléne 4 (2,05g ; 10 mmol) et de Thy-C4—Br 6d
(2,6 ; 10 mmol) est agité en présence de K2C03 dans de la DMF anhydre
(70 ml). Cette solution est portée a 70°C pendant 14 heures a l'abri de
la lumiére et sous atmosphére d'azote sec. La purification s'effectue par
chromatographie sur colonne de silice en utilisant le mélange (CHClB—ACOEt—
MeOH) (25:25:1) comme é&luant. La purification finale est obtenue par cris-—

tallisation dans 1'éthanol. Le composé 15d est obtenu sous forme d'une pou-

dre blanche (2,5g ; 6,5 mmol).
Rendement : 65 %.
F = 196-197°C.

RMN (DMSO d6>:

Thymine : 8= 11,15 (s, 1H ; N3H) ; 7,50 (d, 1H, J <lHz ; C6ﬂ) ; 1,70
{d dans m large, 3H ; CSCES).

Psoraléne : & = 8,00 (d, 1H, J = 10Hz ; C4H) ; 6,50 (s, 1H ; C8H) ;
6,10 (d, 1H, J = 10HMz ; C3H) ; 4,60 (t, 1H, J=8Hz ; C5'H) ; 3,35 (t,
1H, J=8Hz ; CA4'H).

Chafne polyméthylénique :§ = 4,20 (m large, 2H ; O—ng) ; 3,65 (m

large, 2H ; N-CH,) ; 1,70 (m large, 4H ; -(CH2)

2 2‘)'

(CDClB)

Thymine : &= 8,45 (s, 1H; N3H) ; 6,95 (d, 1H, J{1Hz; C6H) ; 1,90

(d dans m large, 3H ; CECEB).

Psoraléne : S8 = 7,90 (d, 1H, J = 10Hz ; CaH) ; 6,40 (s, 1H ; C8H) ;
6,10 (d, 1H, J = 10Hz; C3H) ; 4,65 (t, 1H ; J = 8Hz; C5'H) ; 3,35 (t,
1H, J = 8Hz ; C4'H).
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Chaine polyméthylénique : 6 = 4,15 (m large, 2H ; O—Cﬂz) i 3,75 (m large
2H ; N*CEZ) ; 1,80 (m, 4H ; —(CE2)2).
RMNE2C (DMSO dg)

Thymine : 6= 162,2 (C4) ; 149,5 (C2) ; 139,3 (C6) ; 106,5 (CB) ; 45,0
J1 — — . —
(N1-CH,-) ;5 9,9 (C5-CHg).

Dihydrcpsoraléne + chaine polyméthylénique : 5 = 163 (probablement C2);
158,3 ; 153,9 ; 148,9 ; 137,4 (probablement C9 ; C7 ; C5 94) ; 109,5;
108,1 ; 106,5 ; 103,4 ; 90,1 (probablement C3 ; C6 ; ClO ; C8); 70,5;
69,1 (probablement C5' ; O—QHZ—CH2) ; 25,5 ; 24,4 ; 23,0 (probablement

1 . — - — — -—
C4' 5 0-CH,-CH,~CH,~CH,-N).

Masse (impact électronique) ; M = 384,39 ; m/e : 384 (25 ; M+), 203
(50 ; M+—Thy(CH2)4), 181 (100 ; Thy(CHz%:), 139 (50 ; Thy(CH2)+),
127 (34), 96 (19,8), 77(19,9), 70 (19,9), 69 (19,9), 65 (19,9), 60
(30), 56 (15), 55 (74,6), 51 (20).

IR (KBr) : 3190-2690, 1740, 1710, 1680, 1455, 1360, 1190, 1120, 1095,

805, 755 em T,

gymax : EtOH : Axnm (e) : 332,5 (16250) ; 272,5 (10850) ; 260 (13400);
225 (15500).

Acétonitrile : Anm (€) : 330 (16200).

Analyse, C,.H,. . N.C

20720°2°6 °
Calc. % : C 62,49 H 5,24 N 7,29
Tr. % : 62,46 5,33 7,25

Propyl-1 thymine : Thy-C 16 :

3

Ce composé, déja synthétisé dans notre laboratoire (45),

a été préparé a partir de thymine et de bromo-1 propane.
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Rappel de quelques caractéristiques

F = 135-136°C (Litt. : 134-136°C (36)).

RMN (CDClB) : 6= 9,60 ( s large, 1H; N3H) ; 7,00 (4, 1H, J <1Hz
C6H) ; 3,65 (t, 2H, J = 7Hz ; N1-CH
1,20 & 2,10 (m, 2H, J

.
¥

1j

o) 5 1,90 (d, 3H, J1Hz ; C5-CH,);
)

7Hz;, —(Cﬁ2)—) ; 0,90 (t, 3H, J = 7Hz ; —Cﬁg .

it

RMNESC ¢ (DMSO d.): 6= 162,6 (C4) ; 149,2 (C2) ; 139,64 (C6) ; 106,7

. = . - O . -.C . CF .
(C5) ; 47,1 (N1-CH,) ; 20,52 (-CH,=CH,) ; 10,05 (C5-CH,);8,72 (CH,CH,)
Masse (impact é&lectronique) ; M = 168,20 ; m/e : 168 (55 ; M+), 139

(15 ; ThycH. t), 126 ; (57 ; Thyn'), 96 (100),83 (17), 55 (24).

+
2

Propoxy-b psoraléne : 5Pso-C 17 :

3 L=

A un mélange de bromo-1 propane (4 ml, 50 mmol) et de K2CO3
(1g ; 7,2 mmol) dans la DMF anhydre (20 ml), on ajoute en une seule fraction
1'hydroxy~5 psoraléne 4 (I,0g ; 5 mmol). Le mélange réactionnel, protégé
de la lumiére et sous atmosphére d'azote, est agité a la température de
70°C pendant 5 heures. Le carbonate de potassium est ensuite filtré puis
lavé avec de la DMF. La purification du produit, obtenu aprés évaporation
Sous pression réduite de la DMF, est réalisée par chromatographie sur co-
lonne de silice (silice déposée dans l'hexane). Le solvant d'élution est
le chloroforme., Aprés évaporétion du chloroforme des fractions contenant
le produit pur, on cristallise celui-ci dans du méthanol. Le SPSO—C3 17

est obtenu sous la forme de petits cristaux (0,60 g ; 2,5 mmol).
Rendement : 50 %,
F : 117-118°C (Litt. : 115-116°C (51)).

RMN (CDC1,) : & = 8,15 (d, 1H, J = 10Hz ; CA4l) ; 7,60 (d, 1H, J = 2,2Hz;
CS5'H) ; 7,15 (s, 1H ; C8H) ; 6,95 (dd, 1H , J = 2,2Hz ; C4'H) ; 6,25 (d,
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1H, J = 10Hz ; C3ﬂ);4,35 (t, 24, J = 6,5Hz ; C5-OC§2) ;1,85 (m, 2H,
J = 7Hz; —CEZ—CHS) ; 1,05 (t, 3H, J = 7Hz ; —053).

+
Masse (impact électronique) ; M = 244,25 ; m/e : 244 (45 ; M), 202
(100 ; M+—C3H7 - PsoOH'), 174 (75 ; PsoOH'-CO), 145 (10 ; PsoOH'-2C0).

IR (Ksy,; : 3160, 2960, 1670, 1600, 1580, 1460, 1450, 1360, 1345, 1210,

1175, 1135, 1080, 815, 760 cm_l.

uv .. FEtOH :anm (¢) : 310 (14520); 267,5 (17170); 250 (17760); 230
(15310).

Analyse, C, H._O

147124 ¢
Calc. % : C 68,85 H 4,95
Tr. % : 69,15 4,89.

Propoxy-5 dihydro-4',5' psoraléne ; 18 :

Le SPSO—C3 17 {(0,4¢g ; 1,6 mmol) est dissous dans 1l'éthanol
absolu (50 ml). A la solution, on ajoute du palladium sur charbon (0,1 g).
Le mélange est placé dans un appareillage d'hydrogénation. L'hydrogénation
terminée (suivie par CCM et consommation de 1'hydrogéne), la solution est
filtrée sur célite pour éliminer le charbon. Le filtrat est recueilli et
1'éthanol est évaporé sous pression réduite. Le résidu sec dissous dans du
chloroforme est chromatographié sur colonne de silice. L'éluant utilisé est
1'éther éthylique. Aprés évaporation sous pression réduite de 1l'éther éthyli-
que des fractions contenant le produit attendu, le résidu sec est cristalli-
sé dans de 1l'hexane. Le produit pur 18 est recueilli sous la forme de

“paillettes” incolores (0,2 g ; 0,81 mmol).

Rendement : = 50 %.

F : 99,5-100,5°C.
RMN (CDCl,) : &= 7,90(dad, 1H, J= 10Hz, J <1Hz ; G4H) ; 6,35 (s, 1H,

ceH) ; 6,05 (d, 1H, J = 10Hz ; C3H) ; 4,60 (t, 2H, J = 8Hz ; C5'H);
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4,05 (t, 2H, J = 6Hz ; O-CH,) ; 3,30 (&, 2H, J = 8Hz ; C4'H) ; 1,70

(m, 2H, J = 6Hz ; —(CH,)-) ; 1,00 (t, 3H, J = 6Hz ; -CH,).

2 3

Masse (impact électronique) ; M = 246,26 ; m/e : 247 (19,1 ; (M+l)+),
246 (88 ; M'), 204 (52,6 ; (M+1)+-03H7), 177 (11,4), 176 (100 ; (M+1)"-
coy, 175 (13,4), 147 (11,5 ; (M+1)7-CO-HCO), 109 (12,9), 91 (36,9),
89 (2° 8), 79 (20,4), 77 (15,8), 69 (34,8), 65 (15,2), 63 (14,4), 53
(18,7), 51 (25,2), 43 (22 ; CgH,).

IR (XBr) : 3000-2800, 1710, 1630-1560, 1440, 1390, 1350, 1310, 1240,

1200, 1170, 1120, 1100, 1050, 1000, 970, 890, 870, 830, 800, 760,
-1

700 ¢cm .

uv .. EEOH o Aam (¢) : 332,5 (17000), 260 (5800), 250 (6000} 227,5
(11250).

Acdtonitrile : anm (e) : 330 (16500), 260 (5700).

Analyse, 014H1404 :

Calc. % : C 68,28 H 5,73
Tr. % : 68,75 5,65



- 124 -

C. ETUDES PHYSICOCHIMIQUES :

1) ETUDE PAR SPECTROPHOTOMETRIE UV :

Les solvants utilisés lors de cette étude sont de 1'éthanol
RP pour analyse "PROLABO", de l'acétonitrile RPE-ACS CARLO ERBA et de l'eau

distillée dans un appareillage en quartz.

Des solutions méres de concentration de 1l'ordre de 10—3M sont
préparées A partir d'échantillons pesant environ 15 a 50 mg (précision

+ 0,1 mg) dissous dans de 1'éthanol ou de l'acétonitrile.

La loi de Beér Lambert a été vérifiée pour chaque produit
dans le solvant utilisé, ceci a partir de cing solutions de concentration

6

_échelonnée entre 5 x 10 et 5 x 107 ou 10”M en général (fonction de la

solubilité).

Les solutions utilisées pour calculer %H sont préparées au
minimum quatre fois (2 pesées au moins et 2 dilutions par pesée) en diluant
20 fois les solutions méres par de l'eau ou le solvant organique de la solu-
tion mére. Dans le cas de produits peu solubles dans 1l'eau, les spectres
ont été enregistrés immédiatement aprés la dilution finale. L'enregistrement

des spectres a été effectué sur un spectrophotométre BECKMAN ACTA M 5270,

Dans la plupart des cas, nous avons utilisé des cuves en
quartz de 1 cm de trajet optique ; cependant pour certains composés (8¢ ;
8e; 8f ; 17) en raison de leur trés faible solubilité, nous avons employé des

cuves de 10 cm de trajet optique.

Les forces d'oscillateur sont calculées a partir des valeurs
de densité optique (relevées tous les 2,5 nm) selon la méthode d'intégration
de Simpson programmée sur un calculateur HP 9825 A. En couplant le calcula-
teur a un traceur de courbes HP 7225 A, il est possible de comparer les dif-

férents spectres UV.

Pour l'étude UV en température, nous avons utilisé une cellu-~
le thermostatée : la cuve est thermostatée par un systéme comprenant un
appareil BECKMAN CTC 250 (régulation du chauffage, désembuage de= fenétres
de la cellule) et un cryostat LAUDA (circulation froide eau-éthyléne glycol).



Pour tous les cas la détermination de %H se fait toujours
& partir des spectres du composé modéle et des composés de référence, pris

dans les mémes conditions expérimentales.

2) ETUDE PAR SPECTROMETRIE DE RMN :

Nous avons utilisé lors de cette étude, du DMSO d6 a 100%

de pureté isotopique et de l'eau lourde D20 a 99,75 %.

Les spectres ont été enregistrés a 27°C sur un spectrométre

BRUKER WP 80.

Nous n'avons pu étudier les composés de référence 5Pso—03 17
et 4‘,5’dh5Pso—C3 18 dans le mélange DZO—DMSO d6 (95:5), ceux-ci étant treés
peu solubles dans 1l'eau. Méme le composé méthoxy-5 psoraléne 1 , un peu plus
soluble dans l'eau n'a pu &tre étudié : aprés 60000 scans (¢ = 5,8 x 10_5M)
on obtient un spectre trés difficilement interprétable. En ce qui concerne

1'étude des modéles Thy—CA—EPso & et Thy—CA—A',5'dh5Pso}§§, les concentra-

. vy s . , -5
tions utilisées sont environ de 5 x 10 M.

Dans les tableaux 1 et 2 , nous avons reporté seulement les
déplacements chimiques des protons aromatiques du psoraléne (3, 4, 8, 4',
5') et des protons H 6et CH3 de la thymine. Les protons 3,4 ainsi que les
protons 4',5' du noyau psoraléne sont couplés 1'un avec l'autre et sont

détectés sous la forme de doublets = 10 Hz

J3,4

a5 = 2 Mz



Composé can ¢ cs'h 29 ceH ¢ cary ¢ car®? coH° cscH3b°
*
Thy-C, 7,36 1,72
Thy-C ,~5Ps0 8,25 7,67 7,16 6,99 6,27 7,17 1,45
Thy-C,~4',5'dh5Pso 8,05 6,44 6,14 7,25 1,57

Tableau 1

. n‘v;.
&

Etude par RMN1H des composé Thy—C3 16, Thy—C4—5Pso 8d et Thy—C4—4',5'dh5Pso 15d.

spectres enregistrés a 27 °C dans un mélange D20—DMSO d6 (95:5) a la concentration

de 5 x 10° M,

a : Protons du noyau psoraléne ; b : Protons du noyau thymine ;
: Protons détectés sous la forme de singulets ;
: Protons détectés sous la forme de doublets.

*  Résultat identique & c¢ = 1074 m.
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D. ETUDE PHOTOCHIMIQUE :

1) INDICATIONS GENERALES :

1°/ Conditions d'irradiation :

Les solvants utilisés sont de qualité dite  ''pour
spectroscopie'. L'eau a été bidistillée dans un appareillage en quartz peu
avant utilisation (pH > 6). Dans le cas des essais préparatifs, nous avons

utilisé de 1l'eau distillée.

— Irradiation a 365 nm.

Les récipients contenant les solutions a irradier sont en
pyrex. Les solutions avant irradiation sont soigneusement désoxygénées par
bullage d'argon U. Les récipients sont ensuite bouchés. Les solutions placées
4 10 cm environ de la lampe sont agitées et refroidies (courant d'air com-

primé) pendant toute la durée de 1'irradiation.

L'irradiation a 365 nm se fait par une lampe a mercure haute

pression PHILIPS HPW 125W.

L'éclairement énergétique arrivant sur les solutions, mesuré

avec une thermopile KIPP et ZONEN est de 5 & 8 mw/cm2.

— Irradiation a 254 nm.

Les irradiations a 254 nm sont effectuées a l'air libre dans
de petits cristallisoirs sans désoxygénation préalable. La lampe utilisée

est une lampe & mercure basse pression PHILIPS TUV 15W.

L'éclairement énergétique regu par 1les solutions pladég§f

a quelques centimétres est environ de 0,5 mW/cm2;

Les irradiations a 254 nm suivies par RMN sont réalisées

dans des tubes en quartz contenant des solutions non désoxygénées.
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2°/ BAnalyse des solutions irradiées et détection des
photoproduits formés

L'analyse des solutions se fait essentiellement par
CLHP analytique (appareil WATERS ; colonne de phase inverse RP 18 10 um
ou 18 um MEEKCH, programmateur de solvant 660, deux pompes M-5000 détecteur
UV 440) et par CCM. Le programme d'élution dure 10 minutes et évolue liné-

airement au cours du temps.

t =0 50 % eau 50 % méthanol-eau (95:5).
10mn 100 % méthanol-eau (95:5).

ct
1

Les photoproduits formés sont détectés par leur absorp -
tion a 254 nm et 365 nm ou 254 nm et 280 nm. En raison des faibles concen--

trations des solutions, les volumes injectés sont au minimum de 150-200 u 1.
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2) RESULTATS - TABLEAUX :

* Tableau 1 : Caractéristiques chromatographiques

(tR et A{254) des photoadduits intramoléculaires, des photodimdres et des

modéles ).
Série psoraléne Série dihydrg
n=2 n=3 n=4 n=5 n=6 n=12 | PSoralene
V xtR | 2,05 2,45 3,30 3,80 4,30 6,55 2,95
Adduit 20 22d
A 3,1 3,0 2,50 2,9 3,6 3,2
—— r ——————————————
V xtR 3,65 4,00 4,40 4,85 5,40 7,20 4,0
Modéle 8 15d
A 1,75 1,55 1,58 1,75 1,88 1,66 0,82
V xtR 4,55 4,8 5,4 5,8 7,75 4,5
Photodimére 21 23d
A 1,99 A2,03 2,00 2,00 1,98 1,04

Les valeurs des temps de rétention (tR) sont exprimés & une constante

présV ; V (vitesse d'enregistrement) = 0,5 cm/mn).

Les rapports d'absorption A correspondent a :

A = hauteur (cm) signal a 254 nm

hauteur (ci) méme signal a 280 nm



tion diluée (c==10~bM) dans différents solvants :

* Tableau 2
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Irradiation du modéle Thy—04~5Pso 8d en solu-~

obtention du méme photo-

adduit 20 caractérisé par A {le temps de rétention tR est toujours le méme).

Solvant Ethanol DM3Q0 | Acétonitrile | Eau-DMF | Eau-éthanol| Méthanol | DMF
(50:50) (95:5)
A(204) 2,54 2,62 2,54 2,50 2,53 2,52 2,56
A(8d) 1,62 1,67 1,59 1,63 1,57 1,59 1,63
* Tableau 3 : Irradiation des modéles Thy—C4—5Pso 8d et
Thy~C]2—5Pso 81 en solution concentrée (¢ = 5x10—4M) dans différents sol-
vants obtention des photodiméres 21d et 211 caractérisés par les mémes

rapports A(254).

Solvant Ethanol DMSO Acétonitrile DMF Fau-DMF | Acétone
A(21d) 2,06 2,08 2,05 2,006 2,04 2,00
A(211) 1,96 1,98




-132 -

* Tableau 4 : Irradiation des modéles Thy—Cn—SPso 8d,
81 et du modéle Thy—C4—4',5'dh5Pso 15d en solution concentrée (c==5x10-4M):
variation du rapport R (avancement de la réaction) en fonction du solvant

d'irradiation.

hauteur signal photodimére 21

R = R R A . R
hauteur signal modéle 8 (2 254nm a un méme temps d'irradiation)
Série psoraléne : Rl - h photodimére 21d Rz - h photodimére 211
h modéle 8d h modéle 81
Solvant Concentration Temps d'irradiation Rl R2
-3
1,2 x 10 1h30 - 25
1072 1h10 7 -
DMSO 5 x 10° 1h30 2
3h30 5
4 x 16° 1h15 - 12,5
1073 2h30
5 x 1077 1h , 1,1
Eau~-DMF (50:50
3h 0,7
5h
-3
10 2h30 1,8
5 x 1074 1h 0,5
DMF
: 1h30 0,55
3h30 1,2
-3
2 x 10 1h30 0,2
Acétone 0,6
5 x 1074 2h15 0,2
1074 1h3 0
Ethanol 5x 0 'S
3h30 1,25
5 x 1074 6h 0,7
Acétonitrile x ’
1,3 x 1073 2h 0,3
Méthanol 8h 0,9
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.y . . . h photodimdre 22d
Série dihydropsoralcéne : R' = =
h modeéle 15d

Solvant Concentration Temps d'irradiation R!

Eau-DMF (50:50) 1072 2mn 1,68
-3

DMF 10 25mn 0,10
Fau-acétonitrile 5 x 10-4 30mn 0,5

(50:50)

- t s -4 .
Acétonitrile 5 x 10 30mn 0,06
Ethanol 2,6x 1074 i2h 3,2

DMSO 1,0x 107° 2h30 4,15
Chl e -

orure de 5x 107% 25mn 0,12

méthyléne

o,

4‘/ -

T AT
; ;
Y ! Mg

" i
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* Tableau 5 : Irradiation des modéles 8d, 8l et 15d

en présence et en absence d'oxygéne : comparaison des rapports R.

~

R = hauteur du signal & 254 nm du photoproduit a t
hauteur du signal 3 254 nm du modéle a t = O
t = temps d'irradiation
1 II III v v
20d 21d 211 22d 23d
8d (a) 8d (b) 81 15d 15d
Absence d'0, 0,05 0,40 0,18 0,48 0,09 0,75
Présence d'0, 0,005 | 0,15 0,07 0,15 0,008 0,29
I 8d ; Eau-éthanol (90:10) ; ¢ = 2,6 x 10—5M ; t = 1h.
II 8d ; a : DMSO ; ¢ = 1,2 x 10™3m ; t = 1h30.
b : Eau-DMF (50:50) ; ¢ = 1,4 x 1073 ; £t = 2h30
III : 8l ; DMSO ; ¢ = 1,2 x 103m ; t = 1h30.
Iv 15d; Eau-DMF (50:50) ; 10~ 3 ; t = 1h.
3

v : 15d; Eau-DMF (50:50) ; 10 "M ; t = 1h.
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* Tableau 6 : Spectres de RMN 130 80MHz des composés 15d,

16 et 234 (DMSO d6) ; 8 exprimé en ppm.

15d @ ¢ 16 : § 23d :¢
163,0 166,2
162,2 162,6 162,2
158,3 159,3
163,9 ‘ 150,3
149,6 149,2 149,7
148,9 148,8
139,3 139,6 139,2
137,4
109,5
108,1 108,1
106,5 106,7 106,6
103,4 102,7
90,1 90,1
70,5 69,5
69,1 67,6
45,0 47,1 45,0
25,5 26,2
24,4 24,3
23,0 20,5 22,7
9,9 10,0 9,9
8,7

f?/’n
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Détermination des rendements quantiques ¢D

..é_c_ x V
b At] t=0 k Co V
D I absorbé To (1-107°°)
\) = Volume de la solution dans la cuve
Co = Concentration du composé a t = o
c = Variation de la concentration du composé irradié.
Do = Valeur de la densité optique a la longueur d'onde d'irradiation
(365 nm).
Io = Intensité de la lumiére incidente.

Le composé en solution, placé dans une cuve en qguartz est
irradié & 365 nm (sous courant d'argon). La disparition du composé de

départ est suivie par UV. Les différents spectres enregistrés au cours
de l'irradiation permettent de tracer Lnt%%%%%i§]= f(t) qui est une

droite de pente k.

Nous avons obtenu les résultats suivants

* Thy—Cn—SPso 8b, 8c, 8l : eau-DMF (50:50) ¢ = 165M < 0,05.

* Thy—C4—4',5'dh5Pso 15d :

eau~-DMF (50:50) ; ¢ = 10"°M

s ¢y 2 0,15
eau-éthanol (95:5) ; ¢ = 10 M
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3) OBTENTION ET CARACTERISATION DES PHOTOPRODUITS :

Irradiation de Thy-C,-5Pso 8d: Obtention du photoproduit 20d :

Le composé Thy—CA—SPso 8d (140 mg ; 0,36 mmol) est dissous
dans un mélange eau-éthanol (20 1 ; 5 & 10 % d'éthanol ; ¢ = 1,8 x 10-5M).
Cette solution, aprés désoxygénation par barbotage d'argon (2 heures),
est irradiée a 365 nm sous courant d'argon et sous agitation. L'avancement
de la photoréaction est suivie par CLHP. Aprés 24 heures d'irradiation,
on atteint un état photostationnaire, 1l'irradiation est arrétée. Il reste
encore du produit de départ. Pour éliminer l’eau,/deux méthodes différentes
ont été utilisées. La plus simple (mais la plus longue) consiste en 1'évapo-
ration sous pression rédﬁite dans un appareil de type 'cyclone'". La seconde
nécessite l'utilisation de la CLHP préparative. Des volumes d'environ 5 litres

sont passés sur une colonne de silice : le modéle Thy—C4—5Pso 8d ainsi

que le photoproduit 20d restent adsorbés sur la silice tandis que l'eau

s'écoule.

Aprés passage des 5 litres, le modéle Thy—CA—SPso 8d ainsi
que le photoadduit 20dsont élués par du méthanol. Les différentes fractions
méthanoliques sont rassemblées et lé méthanol est facilement éliminé par
évaporation sous pression réduite. Le résidu sec, repris par du chlorure
de méthyléne, est chromatographié sur une colonne de silice (phase inverse)
(élution avec CHZCl ). Le photoadduit de méme que le composé de départ res-
tant sont ainsi séparés et’récupérés; Aprés évaporation du chlorure de mé-
thyléne, le photoadduit 20d est lavé au pentane puis cristallisé dans 1'étha-
10l (= 200 ml). Il est obtenu sous la forme de cristaux incolores (45 mg;

3,12 mmol).

Rendement : 30 a 40 % (sur plusieurs essais).
F : 335°C (décomposition).

RMN (DMSO d6) : 8= 9,65 (s large, 1H ; N3H thymine) ; 7,85 (d, 1H,
J = 2,5Hz ; C5'H) ; 7,10 (dd, 1H, J = 2,5Hz, J £0,5Hz ; C4'H) ; 6,95
(s, 1H; C8H) ; 5,05-4,65 (m, 1H) ; 4,40-3,55 (massif intégrant pour
4H comportant plusieurs pics distincts); 3,55-2,85 (massif intégrant

pour 2H au moins (pic H20) comportant deux pics distincts) ; 2,35-
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1,20 (massif intégrant pour 7H comportant un pic distinct a 1,40 (s

3H ; CS*CE3 thymine).

’

Masse (irradiation chimique CH4) ;i M = 382,38 ; m/e : 411 (4 ; M++29L
383 (100 ; M'1), 382 (10, MT), 203 (9 ; M+—Thy—(CH2)4) , 183 (29),
181 (98 ; Thy(CH2)4+), 173 (10,5), 171 (9).

IR (KBr) : 3315 (large), 2950, 1750, 1670, 1600, 1485, 1465, 1395,

1365, 1345, 1275, 1250, 1215, 1125, 970, 890, 820, 780 Cm—l.

g!max : EtOH : Anm (e) : 260 (12870) ; 227,5 (29690).
eau-EtOH (95:5) : Anm {e) : 227,5 (27850).

Analyse, C_ H _N_O

201826 *
Calc. % : C 62,82 H 4,74 N 7,33
Tr. % 62,70 4,70 7,33

Structure RX : déterminée.

Irradiation de Thy-C,-5Pso 8b : obtention du photoproduit 20b :

’ Le composé Thy—C2—5Pso 8b (45 mg ; 0,13 mmol) est dissous
dans le mélange eau~DMF (.40:60) (200 ml ; ¢ = 6,5 x 10_4M). La solution
fluorescente verte est désoxygénée par barbotage d'argon. La solution conte-
nue dans un flacon bouché est irradiée pendant 3 heures (avec agitation).
L'évolution de la photoréaction est suivie par CLHP (disparition totale
du produit de départ aprés 3 heures d'irradiation - 1 seul pic visible )
détecté a 254vnm . Le solvant est ensuite évaporé et le photoadduit

20d est lavé avec de l'eau (27 mg : 0,08 mmol).
Rendement : 60 %.
RMN (DMSO d6) :8=9,9 (s, 1H ; N3H thymine) ; 7,90 (d, 1H, J = 2Hz;

¢s5'-H) ; 7,10 (s, 1H ; C8H) ; 6,95 (dd, 1H, J = 2Hz ; J L 1Hz ; C4'H);

4,6-2,00 (massif complexe intégrant pour 5H comportant plusieurs pics



distincts & 4,45 ; 4,35 ; 4,00 ; 3,90 ; 3,80 ; 3,55 ; 3,45 ; 2,80 ;
2,55) ; 2,05 (massif intégrant pour S5H comportant deux pics distincts

~

4 1,50 (s, 3H ; C5Cl, thymine) et 1,15.
Masse (impact électronique) ; M = 354,33 ; m/e : 354 (1,2 ; M+), 202
(5,6 ; M+~Thy(CH2) ), 174 (6,1 : PsoOH'-CO), 153 (100 ; Thy(CH2)2+),

110 (8,8), 73 (9,5), 59 (22), 58 (10), 55 (5,8).

Irradiation de Thy—C4-4',5'dh5Pso 154 1 obtention de 224 :

Le modéle Thy—C4—4',5'dh5Pso 15d(124 mg ; 0,32 mmol) en solu-
tion dans le mélange eau-&thanol (95:5) (2C 1; c¢=1,6 x lO~5M) est irradié
a4 365 nm aprés désoxygénation par barbotage d'argon (2 héures). L'évolution
de la réaction est suivie par CLHP. La fin de la photoréaction est marquée
par la disparition de la fluorescence bleutée de la solution. Aprés 5 heures
d'irradiation la réaction est terminée. Le solvant est éliminé par évapo-
ration. Le résidu sec contenant principalement le photoproduit 22d plus
gquelques sous produits (entre autres le photodimére ) en trés faible quanti~
té (analyse CLHP), est cristallisé directement dans le méthanol (sans autre

purification préalable).

Le photoadduit est obtenu sous forme de cristaux incolores

(63 mg ; rendement : 50 %).
F > 305°C.

RMN (DMSO d6) : 6§ = 9,94 (s, 1H ; N3H thymine) ; 6,07 (s, 1H ; C8H);
4,70-2,70 (massif intégrant pour 11 protons comportant plusieurs pics

distincts & 3,15 ; 3,30 ; 3,35 ; 3,75 ; 3,90 ; 4,00 ; 4,10 ; 4,20

4,35 ; 4,50 ; 4,65) ; 2,35-1,25 (massif intégrant pour 7 protons com-
portant un pic bien distinct & 1,37 (s, 3H, CSCE3 thymine) .

Masse (impact électronique) ; M = 384,39 ; m/e : 384 (20, M'), 203

(43 M+—Thy(CH2)4), 182 (12,5), 181 (77 ; Thy(CHz)A'*‘), 139 (43,
Thy-CH,"), 138 (14), 127 (30), 109 (10), 96 (100), 91 (15), 89 (20),
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55 (56), 43 (18), 41 (25).
(ionisation chimique CH,) ; M = 384 : m/e : 413 (3,2 ; M +29),

385 (26,4 ; M++1), 384 (1,4 ; MT) et coupures identiques a celles

obtenues par impact électronique.

IR (KBr) : 3320, 2950, 1750, 1690, 1610, 1480, 1440, 1380, 1335, 1250,

1160 1110, 1010, 990, 960, 860, 815, 770, 755, 710 cm _.

uv : EtOH : Anm (e) : 222 (26320).
—max

Analyse, CZOH2ON206 :

Cale. % : C 62,49 H 5,24 N 7,29
Tr. % 62,24 5,17 7,16

Irradiation de Thy-C4-4',5'dh5Pso 15d : obtention du
photodimére 23d :

Le modéle Thy—CA—A',5'dh5Pso 15d (90 mg ; 0,23 mmol) est
dissous dans le mélange eau-DMF (50:50) (40 ml ; c¢=5,8 x lO_3M). Aprés déso-

xygénation par barbotage d'argon (30 minutes), la solution est irradiée

précipiter. L'irradiation est arré&tée et la solution est mise & 0°C pour
faciliter la précipitation. Le photodimére est filtré, lavé a l'eau et séché.

I1 est obtenu & 1'état pur sous la forme d'une poudre blanche (m = 65 mg).

Rendement : 70 %.
F : 164-170°C.

RMN (DMSO d6)

Thymine : &= 11,10 (s, 2H ; 2N3H) ; 7,30 (d, 2H, J {lHz ; ZCSH) ;
1,70 (d, 6H, J<1Hz ; 2CSC§3).

Psoraléne et chaine polymé&thylénique : §= 6,10 (s, 2H ; 2C8H) ; 4,70~
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2,90 (massif intégrant pour 20 protons comportant différents massifs:
4,70-4,20 (4H) ; 4,20-3,50 (8H) ; 3,50-2,90 (8H) ; plusieurs pics sont
distincts a 4,45 ; 3,90 ; 3,80 ; 3,75 ; 3,35) ; 1,25 (s large, 8H ;
2—(052)2—).

RMN13C (DMSO d6)

Thymi. : &= 162,2 (C4) ; 149,7 (C2) ; 139,2 (c6) ; 106,6 (C5) ;45,0
(NL-CH,) ; 9,9 (C5-CH,).

Autres pics a : 6= 166,2 ; 1593 ; 150, 3 ; 148,8 ; 108,9 ; 102,7;
90,1 ; 69,5 ; 67,6 ; 26,2 ; 24,3 ; 22,7. '

Masse (impact électronique) ; M = 768,78 ; m/e : 384 ( il,3 ;
M*/2), 203 (36,0 ; M+/2—Thy(CH2)4), 181 (83,0 ; Thy(CH2)4+), 139 (44,1;
Thy—CH2+), 127 (37,0), 96 (100), 55 (37,0).

(ionisation chimique CHA); m/e : 413 (12,M+/2+29) , 385 (100,
M*/2+1), 384 (24, M'/2).

IR (KBr) : 3700-3300, 3150, 3040, 2930, 1770, 1675, 1615 , 1455, 1355,
1315, 1165, 1120, 975, 810 emL.

UVmax : EtOH : anm (e) : 270 (25670).

Anal c . 2F

nalyse, 4OHAON4012’ ”20
Calc. % : C 59,69 H 5,51 N 6,96
Tr. % 59,29 5,33 7,02
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