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INTRODUCTION



Les acides mucléiques (ADN et ARN) occupent une place prépondérante
parmi les macromolécules biologiques, etant essentiels & la division et & la
croissance cellulaires. Toute modification chimique ou physique de ces
systémes aboutit & des désordres graves.

On constate que de nombreuses substances agissent au niveau de
1'ADN, induisant, selon le cas, des réponses biologiques tres variables. Parmi
ces composés, on trouve aussi bien des substances utilisées en chimiothérapie:
antibacteriens, anticancéreux, antimalariques... que des substances
essentiellement toxiques, mutagtnes et cancérogénes.... Sur le plan structural
toutes ces molécules présentent un point commun, celui de posseder une
structure (ou un élément de structure) aromatigue.

Parmi ces substances, legs furocoumarines se distinguent tout
particulierement en raison de leurs diverses propriétés biologiques liées a

une action photochimique sur les acides nucléigques.

/ S Une furocousarins linéaire ou psoralene :
2 o
OCH, le méthoxy-8 psoraléne.

Bien que tres étudié, le mécarisme d'action des furocoumarines au

niveau de 1'ADN n'est actuellement pas complétement élucidé.

Dans ce travail, nous présentons wne contribution & 1'étude de ce
mecaniswe & partir d'une approche originale gui consiste & modéliser les

intéractions et les photoréactions des psoralenes avec les bases de 1'ADN.



Les furocoumarines sont des composés hétérocycliques oxygénés

d'origine naturelle que 1'on peut diviser en deux familles importantes :

- Les furocoumarines "lindaires” ou psoralénes :

Psoraléne * Méthoxy-8 Psoralene Méthoxy-5 Psoraléne

- Les furocoumarines "angulaires" ou angélicines :

Angélicine

On rencontre ces composés principalement dans deux familles de

plantes (1) :

- Tes Ombelliferes (ééleri, persil, panais, angélique...)
- Ies Rutacées (oranger, citronnier, pamplemoussiér...)

La fonction des furocoumarines dans ces plantes semble étre

1'inhibition de leur croissance dans certaines conditions (2).

*  Furoi3,2-g)-1 benzopyranne one-7 ou furo(3,2-g)-coumarine.



PROPRIETES PHOTOBIOLOGIQUES DES FUROCOUMARINES (3,4) :

Quelques unes des proprietés photobiologiques des furocoumarines
¢taient connues des anciennes civilisations orientales (Indienne,
Egyptienne..) depuis plus de 3000 ans (5). Des anciens manuscrits Indiens et
Egyptiens du XIIIéme siecle font par exemple mention du traitement de
leucodermies ’\vitiligo) par application sur la peau de cataplasmes faits a
partir de plantes. o

De nombreux cas de photodermatites apparaissant apres une expos1t10n
au soleil d'une peau ayant été en contact avec certaines plantes sont
également connus depuis longtemps. |

_ Bien que trés utilisées dans les remedes de campagne, ces iropriétés
n'ont fait l'objet de recherches biologiques actives qu' & partir de 1938 (6).
Ces recherches trouverent leur aboutissement dans l'utilisation

récente de certains psoralenes, en particulier du méthoxy;-8 psoraléne et du
tri‘méthyl—4,5',8 psoraltne, dans le traitement de deux maladies de peau tres
répandues le vitiligo (5) et le psoriasis (depuis 1974 (7)). Le vitiligo se
caractérise par l'apparition de simples ou de multiples plagues blanchitres
résultant d'une déficience des cellules produisent la mélanine. Le psoriasis
est une autre maladie de peau se manifestant par une prolifération anormale de
1'épiderme sous forme de plagues rougeadtres qui se déi/elo_ppent sur n'importe
quelle partie du corps. Cette maladie tres invalidante et souvent défigurante

atteint environ 2% de la population (8).

Le traitement utilisant conjointement les dérivés du psoraléne en
prise orale et l'exposition de la peau aux rayons UVA (320-400 nm) a été
appelé PUVA therapie et représente le pfincipal traitement de ces maladies. Il
permet de soigner environ 85 % des cas (8).

Ies propriétés mélanogines (4) des psoralenes ont egalement condult
4 leur addition dans certaines crémes solaires (on utilise en général le
méthoxy-5 psoraléne ou bergapténe). On trouve aussi des furocoumarines dans de
nombreux produits employés en parfumerie, produits contenant des essences
naturelles (eau de Cologne contenant de 1'essence de bergamote (8)).

Toutes ces utilisations peuvent &tre accompagnées d'effets
indésirables (érythdmes, prurits (10)) analogues & ceux observés depuis
longtemps lors du contact de la peau avec certaines plantes suivi d'une

exposition au soleil (feuilles de figuier,'céleri, panais (11).



Parallélement au développement des applications des propriétés
photobiologiques des furocoumarines, des travaux ont montré »de nombreux
effets mutagenes des psoral,éners sur différentes souches de cellules et en
présence de lumi¢re (pour revue voir 3 ). Il est & noter ici, qu'en absence
de lumiere, les furocoumarines présentent également des effets mutagenes et
bactéricides (pour revue, voir 12 ).

- Recemnent, des cancers de la peau ont été mis en évidence sur des
souris badigeonnées avec des furocoumarines (méthoxy-8 et -5 psoralénes,
angélicine) et exposées aux UVA (13, 14). Chez 1'homme, les résultats
concernant ces effets mutagenes et cancérogenes sont contradictoires (8, 15).

La PUVA therapie est appliquée depuis une dizaine d'année dans le
traitement du psoriasis. I1 est donc encore 10t pour évaluer les risques
chroniques de ce traitemént, d'autant plus que les quelques données
"statistiques réunies font apparaitre une forte influence de 1'histoire du

patient et du type de peau traitée sur 1'apparition de tumeurs cutandes (15).

En raison & la fois de 1l'intérét et des risques présentés par
1'utilisation des furocoumarines, la photochimie et la photobiologie de ces

compesés ont éte étudides intensément (pour revues voir 3, 4, 11, 16, 17).

Ces recherches ont d'ailleurs conduit & de nouvelles applications de
la photoréactivité de ces composés pour 1'étude structurale d'ADN et d'ARN, la
production de nouveaux vaccins antiviraux et le traitement photochimique de
tumeurs (3, 18 & 20).

MECANISME D'ACTION PRESUME DES FUROCOUMARINES :

L'équipe de L. MUSAJO proposa, & la fin des anndes 60, un mécanisme
moleculaire d'action des furocoumarines au niveau de 1'ADN comportant deux

étapes principales (pour revue voir 11, 21).

1ere étape : 1'intercalation :

Comme de nombreux composés aromatiques (hydrocarbures polycycliques,
acridines...),- les furocoumarines sont capables de s'insérer entre deux
couples de bases de 1'ADN en formant un complexe dit d'intercalation.



2tme étape : les photoréactions :

Sous irradiation UV, il peut ensuite se produire une photoréaction
entre la furocoumarine complexée et les bases pyrimidiques de 1'ADN. Ia double.
liaison 5,6 d'une pyrimidine (thymine ou cytosine) peut s'additionner sur la
double liai]son 3,4 ou4',5' de la furocoumarine pour former un cyclobutane.

' Deux types d'adduits sont ainsi formés : les monocadduits 3,4 et 4',5'. Ia
geonétrie du complexe'd'intercalation des psoralénes* rend ensuite possible
une seconde photoaddition sur la double 1liaison restante. Le bisadduit formé
lie alors de fagon covalente les deux brins de 1'ADN : c'est la réticulation
(crosslinking).

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

CYCLOBUTANE RETICULATION DE L'ADN

. 4
H CH y 3
N ls ‘+ s/ hi
J\ s
07N :

[+ ]

Bisadduit

* Les ¢licines, furocoumarines angulaires ne peuvent pas réagir une seconde
’
fois en raison de leur géométrie.



Les propriétés photobiologiques des furocoumarines sont généralement
relides & ‘errs photordactions avec les acides nucléiques bien qu'une action
photochimique au niveau des protéines ait été mise en évidence (22, 23).

Il n'existe pas de résultats clairs corrélant les principales
photoréactions aux activités biologiques, ni d'explication non contreversée
des eftets photobiologiques observés. '

la différenciation des conséquences biologiques dues & la formation
des monoadduits 3,4 ou 4',5' et du bisadduit est actuellement trés discutée
dans la stratégie & suivre pour mettre au point de nouvelles molécules actives

n'ayant pas d'effets indésirables (non cancérogénes surtout).

Dans le cadre de la RCP "Groupe d'étude sur les furocoumarines et
les molécules photoactives d'intérét biologique et médical™ mise en place par
le CNRS, un certain nombre de nouveaux psoralénes, ne pouvant réagir que sur
une seule double liaison (caractére monofonctionnel), ont été préparés et

étudiés.

Carbéthoxy-3 psoraléne
(o ai o .

Le carbéthoxy-3 psoralene qui ne peut réagir qu'en position 4',5!
s'est avéré efficace contre le psoriasis. Il n'est pas cancérogene mais
pourvu d'une action photoallergique (probablement due & un pouvoir
photodynamique générateur d'oxygéne singulet) (24 & 27). D'autres
furocoumarines "monofonc’x;ionnelles"' actuellement en cours d'étude dans le

cadre de cette RCP semblent prometteuses.

Bien gqu'établi depuis une vingtaine d'années, le mécanisme
photochimique d'action des psoralenes dans 1'ADN comporte encore de nombreux
points obscurs , en particulier en ce qui concerne les structures et les
propriétes de tous les photoproduits formés, 1l'influence de 1'intercalation,

le role des différents états excités des psoralénes......



Lorsque nous avons commencé ce travail en 1979, trés peu de données
moléculaires sur la structure des adduits envisagés dans 1'ADN avaient &€té
publiées dans la littérature (pour revue, voir 3).

APPROCHE RETENUE :

"L'isolement et la caractérisation des photoproduits base-psoralene
sont envisageables & partir de différentes approches :

* La photoréaction intermoléculaire entre une base et un.
psoraléne (28 & 33). 4
Cette approche est fortement limitée par les réactions de

photodimérisation treés rapides des psoralenes (34 & 38) . Pour éviter ces
photodimérisations, 1'irradiation en solution gelée ou en phase solide est
souvent utilisée. ' ',

Par exemple le premier monoadduit thymine -5,6 ¢ 4',5' psoraléne
( © pont cyclobutane) a été isolé en 1967 par 1'équipe de L. MUSAJO & partir
de 5 litres de solution aqueuse contenant 150 mg de psoralene et 10 g de
thymine gelée puis irradiée. La trés faible quantité d'adduit isolé (1 mg)
n'en a pas permis la caractérisation compl‘éte (28). En 1981, ce travail a été
repris en utilisant le méthoxy-8 psoraléne ou 8MOP, l'irradiation d'un film de
1 mm de solution gélée contenant 2.10~%4 M de 8MOP, 2.1072 M de thymine et
6.10"3 M de benzophénone. Un photoadduit thymine 5,6 ¢ 4',5' méthoxy-8
psoralene fut ainsi isolé pour la premiére fois avec un rendement de 3 % (31).

*  J'étude de la photoaddition des psoralenes dans 1'ADN.
Elle n'est pas plus aisée en raison des faibles taux de

photoréaction et de la diversité des photoproduits formés. C'est 3 partir de
1981 que H. RAPOPORT et Coll. ont décrit cette étude trés. délicate réalisée &
partir de différents psoralénes tritiés dont le méthoxy-8 psoraléne ‘(‘38, 39).
Dans ce cas, ils ont ainsi caractérisé 4 monoadduits 3,4 et 4',5' & 1'échelle
du microgramme. En 1982, ils isolérent et caractérisérent pour la premiére
fois différents bisadduits (40). |



Afin d'apporter une contribution & la connaissance du mécanisme
d'action moléculaire des psoralenes dans 1'ADN, nous avons choisi de suivre
une approche "intramoléculaire'" que nous espérions plus sélective : la
synthése de composés modeles associant une base & un psoraléne par une chaine
carbonée souple Base—(CHZ)n—Psoraléne, par exemple ;

o
CH
H\N 3

. o)\N l
\(CHJ:/O

Cette approche est utilisée dans notre laboratoire pour étudier des
composes d'intérét biologique dont les aptitudes & 1'intercalation sont bien

Modele Thymine-Méthoxy-8 Psoraléne 6

connues » exemple des composés antimalariques, chloroguine et quinacrine
s 5 ’

(41 & 46)

" CH,
] CH,—CH
H H—(CH,)—N_ : H. _IcH,)—BASE
\N/C 24y \CHZ—-—CH, \N/ 2)3

m m
Chloroguine
cl N7 —Roroanne Ci: N7

Cl_{3 B 3
i CH,—CH
H  CH—CH)-NJ % 7% H _ICH,)~
\N 273 \CHr—CHJ \N/( Z)n BASE

OCHJ OCHJ

B |

Cl N Quinacrine ci N7
ohe 9 ®

H,N NZ NH, H.N N7 NH

!
Proflavine _ (('3 Ha),
' BASE

e et e



L'étude physicochimique de ces composés modeles a montré leur
aptitude & se complexer de fagon intramoléculaire. Le complexe formé s'est
avéré de méme nature que le complexe d'intercalation du composé actif 'parent"
et son étude a permis de préciser la nature et 1l'intensité des forces mises en

jeu lors de l'intercalation.
[ | AN I = ;
_ pressm——] .

De tels composés base-psoraltne peuvent ainsi constituer des modeles

permettant d'étudier spécifiquement les interactions d'empilement mises en jeu
dans le processus d'intercalation du psoraléne dans 1'ADN. Ils peuvent
également favoriser les photoréactions base-psoralene dont nous pourrons

étudier la nature et le mécanisme, en liaison avec la complexation.

Nous avons choisi tout d'abord de préparer des modéles de la thymine
qui semble la base la plus photoréactive vis-&~vis des psoralenes d'apres les
résultats de la littérature (3). ' _

La photoaddition entré la thymine et un psoraléne peut conduire & la
formation de 8 adduits différents en 3,4 ou 4',5', cis ou trans, syn ou anti
(téte & téte ou téte & queue). ,

Dans les composés modéles que nous voulons pré‘parer, il est possible
de rendre compétitives les photoadditions qui conduisent & la formation de
tous ces adduits. La chaine qui relie la thymine au psoralene sera de longueui‘
variable et pourra étre fixée sur les positions 5 ou 8 du psoralene.

10



Nous avons utilisé une chaine polyméthylénique de préférence & une
chaine incluant des hétéroatomes * pour plusieurs raisons :

- Ia chaine hydrocarbonée présente une contribution minimum dans les
interactions d'empilement que nous voulons étudier, en particulier
au niveau des interactions avec le solvant.

— Elle est inerte photochimiquement.

~ La longueur de la cha:'ine peut étre modifiée de fayon progressive et
aisée par additions successives de maillons méthyléniques : n = 3,
4, 5, 6.... 12. On peut ainsi dans une méme série (par exemple, pour
les modéles de la thymine liée & la position 8 du psoraléne)
comparer sans restriction aucune les différents composés préparés et
mettre en évidence 1'influence de la longueur du pont qui associe
les deux systemes aromatiques.

- Ia comparaison entre des séries différentes (par exemple, séries de
la thymine liée en position 8 et 5 du psoraléne) peut-8tre réalisée
directement.

* Paralldlement & notre travail, un modéle dans lequel la thymine est relice &
un noyau de type méthoxy-8 psoraléne par une chalne polyoxyéthylénique a été
préparé et étudié par A. CASTELLAN et J.P. DESVERGNE (47 & 49).

11



Les méthoxy-8 et 5 psoralenes 1 et 2, trées employés dans la

photothérapie de maladies de peau, conviennent tout & fait & la préparation

de tels modeles :

o
Y X H\N)ECHS / X
oo o)\N\ C@E;\Lo
: (0]

OCH
N=34,5612
8MOP 1 ~ Moddles Thymine-Méthoxy-8 Psoraldne &
1 ‘ CH
OCH, ’ - ( 1)'\0
‘ ' N~_.O
206! T
o (] H,C N\H
. S 0
. n=2,345612
S5MOP 2 Modéles Thymine-Méthoxy-5 Psoraléne 15

L'utilisation d'une chaine carbonée tres longue (n=12) nous
permettra de juger des contraintes géométriques apportées par des chalnes plus
courtes (n=3%, 4, 5 et 6).

Nous avons ¢galement décidé de préparer des modeéles de 1'adénine et

du méthoxy-8 psoraléne 1.
NH,

-N '
SR s®
NN 0- Yo Moddles Adénine-Méthoxy-8 Psoraléne 8
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Notre premier objectif est d'étudier les interactions base-
psoralene. Les études réalisdes dans notre laboratoire sur d'autres modéles
base-intercalant (en particulier quinoléine) ont montré 1'intérét des modeles
adénine-intercalant pour obtenir des informations quantitatives sur les
interactions dues & 1'empilement de ces noyaux aromatiques (41 & 43, 45, 46).

Quelques auteurs ont décrit des résultats indiquant une
photoréaction du psoraleéne avec l'acide polyadénylique (50) et du méthoxy-8
psoralene sur l'adénine du t-RNA (51). Mais il n'existe pas d'éléments connus
sur ces plhotoréactions au niveau moléculaire. Les modeles adénine~psoraléne
permettront peut-étre d'en obtenir.

Les premiers essais de photoréactivité des modeles thymine-méthoxy-8
psoralén'e nous ont montré la formation de nombreux photoproduits dont la
nature varie beaucoup avec le solvant.

I1 nous a donc semblé intéressant de synthétiser quelques modeles de
type thym1ne-—d1hydro—4 ,5' psoralene :

H\~ /(CH’ 4\0

/Q\Nfo A
(CH,)—-—/ B s 0" "o

o

I’Iodeles Thymine-Méthoxy-8 et 5 dihydro-4',5' Psoralsnes 1

,16

La saturation d'une des doubles liaisons du psoraléne devrait
conduire & une simplification des possiblités de photoréaction.

Nous avons préféré préparer des composés hydrogénés en 4',5' plutdt
qu'en 5,4 car les dihydro-4',5' psoralénes sont considérés comme de bons
modtles des moncadduits thymine 5,6 ¢ 4',5' psoraldne (¢ pont cyclobutane).
Ces deux types de composés ont en effet des propriétés d'absorption et des
propriétés photophysiques trés proches (37, 52, 53). De plus, en raison de
leur zone d'absorption (300-400 nm), les monocadduits 4',5' peuvent €tre le
siége d'une deuxieme photoréaction dans 1'ADN vqui conduit & la liaison des
deux brins de la double hélice. Nous avons donc 1& un bon modéle pour étudier
cette deuxitme photoréaction.

13



Ce némoire décrit 1l'étude détaillée des composés modéles de la série
du méthoxy-8 psoraléne 1. Les modeles de la série du méthoxy-5 psoraléne 2 ont
été ¢tudiés en collaboration avec G. HUART, étudiant de 3&me cycle et nous
nous limiterons ici & résumer les principaux résultats obtenus dans cette

serie.
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- Dans ce chapitre, nous décrivons la synthése des composés retenus pour notre
étude :

Les composés modeéles :

0 :
H CH, o
;N\)j J N Thymine-méthoxy-8 psoraléne
07N oY Thy-C,;8Pso 6¢> & & £, L
N\ (cug—/o n=3,4,5, 6 et 12
" NH, | | |
t% 7 Y Adénine-méthoxy-8 psoralene
SN 0 0o Ade-C,~8Pso 8¢, &, £
\(CHJ/O n=3, 4et6
‘vn
o)

H<\ CH, X -
4\ | (I;Cl Phymine-méthoxy-8 dihydro 4',5' psoralene
0 N\ - o Yo

Thy-C,—4',5'dh 8Pso 10¢, d, e,
n o 2 S 2
(CHI)“_/O ' n=73,4,5et6

les camposés de référence

.H P H NH:

A [

oy ]
(f“z),_ : (clzuz)2
CH, '

CH;,
Propyl-1 thymine 11 Propyl-9 adénine 12
'I'hy-C3 ; ' Ade—C3

74 N

o 0 LN
~eHa)-cn, NeH,)-cH, ‘

L/
Propoxy-8 psoralene 13 Propoxy-8 dihydro 4',5' psoraléne 14
8Pso~C

3 . . 4r.51@n 81.>so-C3



I. SYNTHESE DES COMPOSES MODELES N SERTE METHOXY-8 PSORALENE :

A. CHOIX DES SCHEMAS DE SYNTHESE :

1/ TFonctionnalisation des bases :

Dans 1'ADN, la thymine et 1l'adénine sont liées au désoxyribose de la
macromolécule, respectivement en positions 1 et 9.

o4 : NH, ,;

HG3 CH, NG
2 ‘l |Q | > 8

H 3 H

Thymine ‘Adénine

Par analogie, la chaine carbonée liant la base au psoraléne sera
fixee sur ces positions dans les composés modéles que nous cherchons a
préparer.

Les fonctionnalisations sélectives & partir de la thymine et de
1'adénine ont ét¢ beaucoup étudices par le groupe de N.J. LEONARD (54 & 56).

Dans le cas de la thymine, cette fonctionnalisation sélective n'est
pas possible directement : en effet, en milieu basique c'est d'abord l'atome

d'hydrogene porté par l'atome d'azote en position 3 qui est arraché par la

base (57).
(o]
ka =
N CH, _ .+ CH, pka) =99
== o eN pka, 13
¥ Tat
)\ +H OJ\N + H 2

La méthode classique utilisée dans ce cas, consiste tout d'abord a
protéger les fonctions carbonyles de la thymine par des groupements
triméthylsilyls (54) : ces groupements empécheront les réactions de
O-alkylation, lors du traitement ultérieur par un agent alkylant.
L'encombrement stérique apporté rendra la N-alkylation sélective sur 1l'atome

d'azote en position 1.

L



o SHCH,),

S|(CH a)a
N/
H S:(CH) So(CH ), I x©

R

En ce qui concerne 1'adénine, l'alkylation en position 9 peut &tre
réalisce plus facilement. En milieu basique le proton est arraché :

NH, '
H+
/ ‘.—.._._-_—— N 2 l N\> ﬂ{a — 9,8
+ HY lQ N
N e

L'ion adénylate formeé peut ensuite réagir avec un agent alkylant (dérivé
bromé) (55).

2/ Synthéses envisagées :

A partir du méthoxy-8 psoralene commercial 1, nous avons acces a
1'hydroxy-8 psoralene 8HP 3 :

G, — e
(2] 0”70
OCH, OH

1 3

L'anion de ce phénol pourra étre alkylé et fonctionnalisé par
attaque électrophile. Ce dérivé constitue l'intermédiaire-clef de la synthese
des composes modeles.
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Deux voies de synthese sont ainsi envisageables :

VOIE 1

Dans une premicre ¢tape, nous pouvons préparer des bases w —bromo-
alkyleées. La synthese d'un certain nombre de ces composés est décrite dans

la littérature (& partir des deux méthodes indiquées précédemment (54, 55)).

+»  [Base }—icHj)-8r

Le dérivé bromé obtenu sera ensuite condensé avec 1l'anion de
1'hydroxy-8 psoralene 8HP 3 :

[eselicrzimer + [ P50 }-0° — o~ Pso ]

VOIE 2

Le phénate du 8HP peut étre alkylé par un ¢, w dibromoalcane :

.

[ Pso o° > [ Pso  }—o-(cHy),-Br

L'attaque nucléophile de ce dérivé bromé pourra ensuite conduire aux
modeles recherchés (suivant les deux méthodes de fonctionnalisation de la
thymine et de 1'adénine décrites précédemment) :

Thy > | Thy silylée |

Thy silylee | 4+ [ Pso }-icHy) -Br  —— (CHz)l:;O_'l Pso |

YT - [Fas e
e+ [P Fomrsr — [Far engro Frs ]
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3/ Synthése en série thymine-méthoxy-8 psoralene :

Dans ce cas, les deux voies sont envisageables.

La préférence sera cependant donnée & la VOIE 1 car :

D'une part, le méthoxy-8 psoralene ] est un produit de départ
coliteux. Dans la VOIE 1, le noyau psoraléne apparalt dans deux
étapes (déméthylation et condensation) alors que dans la VOIE 2, il
intervient dans une troigsiéme étape intermédiaire : 1la
bromoalkylation du 8HP 3-

D'autre part, les intermédiaires (CHZ')ﬁBr sont décrits dans
la littérature pour n = %, 4 et 6 (54, 58)..Ces intermédiaires, une
fois synthetisés seront utilisables dans la préparation d'autres
modeles dérivant de la thymine (par exemple ceux du méthoxy-5
psoraléne 2 et ceux de type dihydro 4',5' psoraléne).

4/ Syntlicse en sfrie adénine :

Dans ce cas, on choisira la VOIE 2.

N.J. LEONARD et R.F. LAMBERT (55) ont remarqué que l'obtention du
dérivé | Adénine 9--'\()}12)5—281- 4 partir de 1'adénine est difficile (rendement 8
%). Cet intermédiaire, envisagé dans la VOIE 1, se cyclise facilement de fagon

intramoléculaire.

CI“Q —
,/—<) o

Br)
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2/ Synthése des modeles thymine-méthoxy-8 psoraléne Thy-C,—8Pso
6 (selon la VOIE 1)

:a) Préparation des ( w-bromoalkyl)-1 thymines : Thy-C,-Br 5 :

o SICH3),

HMDS

Si(CH )y
H

Les fonctions carbonyles de la thymine sont tout d'abord protégées
par des groupements triméthylsilyls pour éviter les réattions de O-alkylation.
La 0,0'-bistrimethylsilylthymine 4 est obtenue par reaction de la thymine avec
1'hexaméthyl-1,1,1,6,6,6 disilazane & reflux.

o SHCHa), o SHCHa),

o
)\ CH H CH
NZ CH3Br-—(C}12)n—Br NZ > H,0 \‘N/”\‘ ’
)4 SN

N N 0PN

o o) [22} Bre
Si(CH,), (CH,), Si (CH,), Br (CH,), Br
4 5

La thymine silylée est ensuite traitée avec un exces de o, w -
dibromoalcane. Le bromure d'ammonium quaternaire formé sur l'atome d'azotbe en
position 1 est hydrolysé pour conduire & 1'(w -bromoalkyl)-1 thymine Thy-C,~Br
5 recherchée.

Les composés 2 c, d, e, £, 1 possédant respectivement une chaine

alkyle de 3,4,5,6,12 atomes de carbone ont été ainsi préparés.

b) Obtention des composés modéles Thy—C,8Pso é :

(0]
H\N CH, KZCO3 H\N
I DM
!
(CH.),
y S —"
8HpP 3 Thy-C,~Br 5 Thy-C,-8Pso 6
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5/ Synthése en série thymine-méthoxy-8 dihydro-4',5' psoralene

(4',5'dh 8MOP) :

| AN AN
Z~0"0 0 Yo
OH

OCH,

4',5'dh 8MOP 4',5'dh 8HP
Suivant la VOIE 1, nous pouvong envisager la synthése de ces modeles

& partir des composes Tly -(CH,),~Br préparés lors de la synthese des modeles
1'hydroxy-8 dihydro—4',5' psoraléne

thymine-méthoxy-8 psoraleéne. Dans ce cas,
(4',5'dh 8HP) sera l'intermédiaire clé de la synthese.

SYNTHESE DES MODELES DU METHOXY-8 PSORALENE 1

B.
1/  Préparation de 1'hydroxy-8 psoralene 3 :
J Ny pyHCl”
— 7 N
0" o A 0 g
OCH, OH
3

s

Selon une méthode conseillée par E. BISAGNI, le méthoxy-8 psoralene

1 est déméthylé par le chlorure de pyridinium & reflux. L'hydroxy-8 psoralene
est obtenu facilement avec un rendement de 75 %, supérieur & ceux décrits

2
dans la littérature pour d'autres voies de déméthylation (59, 60, 61).
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Dans la littérature, les syntheses de nombreux éthers de 1'hydroxy-8
psoralene 8HP sont décrites (59, 62, 63). Dans la majorité des cas,
l'alkylation du 8HP 3 se fait dans l'acétone par réaction avec un dérivé

halogené en présence de carbonate de potassium.

Nous avons tout d'abord appliqué ces conditions & la condensation
8HP 3 + Thy-C,~Br 5 : dans l'acétone, comme dans l'acétonitrile, la réaction
s‘es:c— avérée partie:lle et trés lente (48 heures & reflux). T'utilisation de la
N,N-diméthylformamide (DMF) comme solvant & 70°C a permis d'augmenter
fortement le rendement de la condensation (65 & 85 %) et de diminuer le temps

de réaction (8 & 12 heures).

La purification deé composés préparés a posé quelques problemes en
raison de leur tris faible solubilité dans la plupart des solvants organiques.
Nous avons utilisé principalement la chromatographie sur colonne de silice. Le
dépdt et 1'elution des produits ont été réalisés avec de l'acétate d'éthyle
bouillant sur une colonne & double enveloppe thermostatée a 50°C par un
courant d'eau chaude. Cette fechnique permet d'éviter la précipitation des
produits qui a lieu & froid durant 1'élution, l'acétate d'éthyle étent le seul
solvant qui seépare de fagon satisfaisante sur la silice les impuretés des
composes modeles recherchés.

’

Les composés Thy-C,-8Pso bc, d, , L(n=3,4,5, 6et12) ont

e
il

€t€ preéparés selon cette méthode.

Ces produits doivent avoir une excellente pureté pour permettre les
¢tudes physicochimiques par spectrométrie UV et les études photophysiques et

photochimiques. Cette pureté a donc été vérifiée par plusieurs techniques :

*  Chromatographie couche mince (CCM)
X Chromatographie liquide analytique & hautes performances (CLHP)
*  Analyse élémentaire sur un échantillon représentatif de la totalité

du produit préparé (1 & 2 g).



Spectre de RMN 'H & 80 MHz du moddle Thy—Cr-8Pso 6e pris comme
exemple (DMSO §6) : -

o .
. 4 5 4
H\N)‘Tcn, o N3 .
oJ\Ni o Yo

(cu,)s.//o
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2/ Synthése des modiles adénine-méthoxy-8 psoraline Ade-C -8Pso 8
(selon la VOIE 2) : - -

N

a) Préparation des (w -bromoailkoxy)-ﬁ psoralénes. éPso—Cn—Br _7~ .

Br- (CH2 ) n—BI'

» N
K,C0, DMF 4
0”0
o O\(CHZ)H—-Br
3 7

La synthese de quelques uns de ces com;oséé (n =73 et 4) aété
décrite par une équipe italienne (6%). L'hydroxy-8 psoraléne 3 est condensé
avec un %,% -dibromoalcane en excés dans l'acétone a reflux en présence de
carbonate de potassium. Dans ces conditions, la réaction est trés lente (48

heures) et les rendements sont assez faibles (=50 %).

Comme lors de la condensation 8HP 3 + Thy-C,-Br 5, la réaction 8HP

+ g,0 dibromoalcane menée & 70°C dans la DMF en présence de K,CO; est plus

rapide (3 & 5 heures) et donne de trés bons rendements (75 % & 90 %).

Les composés 8Pso-C,-Br 7c, 4, £ (n =3, 4 et 6) ont ainsi été

prépares.
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b) Obtention des modéles Ade-C,—8Pso 8 :

NHg NHI
N7 N NaH N~ ‘ N\>
XN L N @
Na®
NH: NH2
\ N N
OOy - QU0 ¢
XN 0 Yo NN 0o
D o]
Na ew,)-sr eH)—
N4 8

Les conditions utilisées pour condenger 1'z2dénine sur 1'w ~bromo
alcoxy furocoumarine sont similaires & celles décrites par N.J. LEONARD et
R.F. LAMBERT lors de la préparation de la propyl—-9 adénine & partir de
l'adénine et du bromo-1 propane (55).

On obtient l'adénylate de sodium par action de 1l'hydrure de sodium
sur l'adénine dans la DMF. La condensation de cet anion avec 1'( w~-
bromoalcoxy)-8 psoraléne 7 in situ et & froid conduit aux modéles Ade-C,~8Pso
8c, 4, £ (n=73, 4 et 6). Les rendements obtenus sont faibles (20 %). A cOté
E; l_'-aé;,nine n'ayant pas réagi, nous trouvons de nombreux produits
secondaires. Ces produits viennent probablement de 1’addition nucléophile de

1l'ion adénylate sur la lactone du noyau psoraléne.

On peut ¢liminer une partie de 1'adénine restant par un lavage & la
soude du solide obtenu apres évaporation du solvant de réaction. I1 faut noter
que dans ces conditions la lactone du noyau psoralene peut s'ouvrir mais le
cycle pyrone se reforme dés que 1l'on passe en milieu neutre.

La purification finale des produits s'est averée difficile en raison
de problemes de solubilité et de séparation. Plusieurs chromatographies
successives effectuées sur de petites quantités (0,1 & 0,2 'g) conduisent aux

produits purs (CCM, CLHP, analyse é1émentaire).

Les composés modévles Ade-C,~8Pso 8c, __d:’ £ (n=3, 4 et 6) ont ainsi
été obtenus.
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Spectre de RMN 1;-1_ 60MHz du modele Ade-C,-8Pso 8d pris pour exemple

(CDC1z) :
NH,

fend—"

4 3 2 1 0
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C. SYNTHESE DES MODELES THYMINE-METHOXY-8 DIHYDRO-4',5' PSORALENE
Thy—C,—4',5'dh 8Pso 10 :

La synthése de ces modeéles selon la VOIE 1 implique l'hydroxy-8

dihydro-4',%' psoralene 9 comme intermediaire.
’ —3

AN
0Ny 2 4',5'dnéEmp
OH

1/ Préparation de 1'hydroxy-8 dihydro-4',5' psoraléne 4',5'dh8HP __9= e

La synthése de ce composé & partir du trihydroxy-1,2,3 benzeéne
(pyrogallol) a été décrite par C. LAGERCRANTZ (64). Cette synth®se est longue
et les rendements sont faibles (4 étapes, rendement global : 3 %).

Nous avons donc préféré rechercher des conditions d'hydrogénation

sélective du noyau psoralene.

On trouve dans la littérature des conditions d'hydrogénation du
méthoxy-8 psoraléne sur les positions 4',5' (dans l'éthanol, avec du palladium
sur charbon sous pression atmosphériqué et & température ambiante). Mais la




démethylation du méthoxy-8 dihydro-4',5' psoraléene formé n'est pas connue.

Nous avons donc appliqué les conditions d'hydrogénation décrites
pour le 8MOP 1 4 1'hydrogénation de l'hydroxy-8 psoralene S8HP 3. Celle-ci
conduit bien, dans 1'éthanol, sélectivement & 1'hydroxy-8 d;hydro—4‘,5'
psoralene 4',5' dh 8HP 9.

CI L) ik
U 0 0 E'bOH
OH
3 ' .9.,

En raison de la faible solubilité du 8HP 3 dans 1'éthancl et de
fagon & passer a des conditions d'hydrogénation préparagive, nous avons étudié
1'influence du solvant sur la sélectivité de 1'hydrogénation. Dans l'acétate
d'éthyle ou le dioxanne (meilleurs solvants du 8HP 3 que 1'éthanol), nous
n'observons pas de sélectivité : 1'hydroxy-8 ’oétra.hydrc;B, 4, 4', 5' psoraléne
se formé treés rapidement (produit isolé et caractérisé par RMN).

CO = H2, Pd/C
0 0o Acétate d'ethyle 0o
OH

ou dioxanne OH

3

L'hydroxy-8 dihydro-4',5' psoralene 9 a donc été préparé par
hydrogénation catalytique (Pd/C) du 8HP 3 en ._;,—olution assez diluée dans
1'éthanol. Dans ces conditions, la sélecti_\;ité est excellente (> 90 %, CLHP)
et le rendement en produit pur est élevé (75 %).

2/ Obtention des moddles thymine-méthoxy-8 dilydro-4',5' psoralene
Thy-C,— 4',5'dh 8Pso _1__9_ :

0O

OH (CHI) (CHI)'/
Br
3 5 10

27



La condensation du 4',5'dh 8HP 9 et des composés Thy-C,~Br 5 dans
les conditions utilisées pour la préparatig;l des modeles Thy-C,-8Pso 6 c-gnduit
bien aux modeles attendus 10. Ces produits ont été purifiés de la méme fagon
que les modeles Thy~C,—8Pso 6, principalement par chromatographie sur colonne
de silice en ¢luant avec de 1l'acétate d'éthyle bouillant.

d, e, £ (n=3, 4,5, 6) ont

Les modeles Thy-C,—~4',5'dh 8Pso 10c, 4,
eté synthetlses avec une grande pureté (CCM CLHP, analyse ¢lémentaire).

Spectre de RMN 'H 80 MHz du composé Thy-Cr—4',5'dh 8Pso 10 e pris
pour exemple (DMSO dg) :

“‘)j‘
07 "o
(cuo_/
H-4 H-3 CH;T
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CH54’ L
8 7 6 5 A 3 2 1 0

Remarque :

Lors de nos essais d'hydrogénation, nous avons étudié la
possibilité d'hydrogénation sélective des modeles Thy-C,-8Pso 6.

~ N
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.
—
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Nous avons repris les conditions d'hydrogénation catalytique mises

au point pour préparer le 4',5'dh 8HP 9. Dans ces conditions (Pd/C, Patm,
Tamb, €thanol) : ‘

La propyl-1 thymine n'est pas hydrogénée.

Les composés Thy-C,-8Pso 6 sont s€lectivement hydrogénés en 4'.5' a
plus de 80 %. Ceci a ¢été mis en évidence par CLHP par comparaison
avec des échantillons authentiques des modeles Thy-C,-4',5'dh 8Pso
10 préparés & partir du 4',5'dh 8HP 9.

Cependant nous n'avons pas persévéré dans cette voie en raison de la
P

tres faible solubilité des modeles Thy-C,~8Pso 6 en particulier dans 1'éthanol
(< 10~3 moles/1) et des difficultés de purification attendues pour des

produits de polarités voisines.

IT. SYNTHESE DES COMPOSES DE REFERENCE :

En vue des études physicochimiques des modeles préparés, nous avons

synthétisé des composés destinés & servir de références pour chacun des

noyaux aromatiques contenus dans les composés modeéles Thy-C,-8Pso 6,
Ade—Cn—8Pso g et Thy-Cn-—4' ,o'dh 8Pso 10 :

—

Noyau thymine : la propyl-1 thymine Thy—C3 1
Noyau adénine : la propyl-9 adénine Ade—CB

I

Noyau alcoxy-8 psoralene : le propoxy-8 psoraléne 8Ps0-Cs 13
Noyau dihydro-4',5' psoralene : le propoxy-8 dihydro-4',5' psoralene
4',5'dh 8Pso—-03 14.

Propyl-1 thymine Thy-Cs j_l_

0 0Si(CH,), o)
H< CH, Z CH H CH
N HMDS N '  (Hz-(CH,),Br N 3
LI — L = ﬁ
o T 0~ XN 0Z N
H st 4 (%:Hz), i
CH,
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(e composé a été préparé suivant une méthode décrite par N.J.
LEONARD et Coll. (54) en traitant la thymine silylée par un excés de bromo-1

propane.

L'utilisation de la DMPF comme solvant semble augmenter le rendement
de la réaction (80 % au lieu de 50 %).

Propyl-9 adénine Ade—C3 12

NH, NH, NH,
- NaH N CH-.~(CH, ),Br N
Nk\ i DI N:\/'[N\> ol 1: >
N | N g N 'i'

H Na® 12. (C|H2)z

= CH,

La synthése de ce composé se fait par réaction de l'adénylate de
sodium avec le bromo-1 propane suivant le mode opératoire décrit par N.d.
LEONARD and R.F. LAMBERT (55).

Propoxy-8 psoraléne 8Pso—(‘3 13

g BN CHB—(CHZ)ZBI'JV Vi A
0Ny K003, DIF oo

0
OH 3 13 "MeH,)-cH,

Ce composé est obtenu en faisant réagir le 8HP 3 avec un exces de
bromo-1 propane en présence de carbonate de potassium dans la DMF & 70°C,

conditions utilisées pour la préparation des modéles Thy-C,-8Pso 6

Propoxy-8 dihydro—4',5' psoraléne 4',5'dh 8Pso—()5 14

/ X H2 ’ Pd/C . AN
00 EtOH 0o
o\{cnz)z-—cn, NCEH,)-cH,

13 14
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L'nydrogénation catalytique du 8Pso—C3 1%, (autre composé de
référence) dans les conditions utilisées pour la préparation du 4',5'dh 8HP 9,
conduit au dérivé 4',5'dh 8Pso-Cx 14 avec un trés bon rendement (85 %).

En raison de la trés grande importance de ces composés de référence
dans 1l'é¢tude physicochimique des modeles, la pureté de ces composés a été
soigneusement vérifiée par chromatographie (CCM, CLHP) et par analyse
¢lémentaire d'échantillons représentatifs de la quantité totale de produit

prépare.

III. MODELES DE LA SERIE DU METHOXY-5 PSORALENE 2 :

. Parallélement & la synthese et & 1'étude des composés modeéles du
méthoxy-8 psoraléne 1, Georges HUART a entrepris lors de sa thése de 3eme
Cycle, la synthise et 1'étude de modeles complémentaires de type méthoxy-5

psoralene 2. .
Suivant des voies de synthése similaires & celles qui ont €té
utilisdées pour préparer les composés Thy-C,~8Pso 6 et Thy-C,-4',5'dn 8Pso 10,

les modtles suivants ont ¢té obtenus :

//(CH,),\O

N\ro c N Thy—cn—'SPSO @1 S gy e, =f’ ;—.
HCI N\H 0 oo n=27374’5’6et12’
1

o

/ M~
/ll/\'“(\fo X Thy-C,~4',5' dh 5Pso 16
H,C _‘

N n 0 Yo
)
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CHAPITRE 1II
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ETUDE PHYSICOCHIMIQUE

Ul
N



Nous avons synthétisé une série de modeles dans lesquels une base
est associdée & un psoralene. Nous allons maintenant rechercher dans les
composes préparés, l'existence d'interactions d'empilemént base-psoralene
analogues & celles se produisant lors de 1l'intercalation du psoraléne, en
soluticn tout d'abord puis dans le cristal.

I. ETUDE PHYSICOCHIMIQUE EN SOILUTION

A.  INTRODUCTION

Notre but est d'étudier les interactions moléculaires attractives
qui conduisent & 1l'empilement base-psoraléne et & l'intercalation des
psoralenes dans 1'ADN.

Dans le cas des composés préparés, l'existence de ces intéractions
devrait provoquer un repliement des molécules et la formation de complexes
"noyau-noyau" intramoléculaires ("stacking") :

L ] ==

La mise en ¢vidence de tels complexes et 1'étude quantitative du

repliement nécessitent l'utilisation de techniques expérimentales tres
sensibles et trés précises permettant de travailler & des concentrations

faibles de fagon & éviter les interactions intermoléculaires.

Precedemment, dans notre laboratoire, des composés analogues dans
lesquels une base est associée & un noyau hétérocyclique intercalant,
quinoléine ou acridine, ont ét¢ étudiés. Des interactions attractives tres
fortes, similaires & celles observées lors de 1l'intercalation des composés
hétérocycliques "parents" ont ¢té mises en évidence et étudiées par
spectroscopie UV et par RMN (41 & 43, 45, 46).
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Duns le cas des composes modCles du psoralline, nous utiliserons
egalen ... ces deux techniques. La spectrophotometrie UV, trés souvent employée
pour uwetire en €vidence 1'intercalation des psoralenes dans T'ADN (11), nous
permettra de comparer la complexation, si elle se produit, a l'intercalation.
Elle permet également une mesure de l'etat de 1'éguilibre conformationnel dans
des conditions variees. L'étude par RMN pourra donner des informations plus
specifiques sur la structure des complexes et pourra confirmer les résultats
obtenus lors de 1'é¢tude UV.

Conditions de 1'étude physicochimique :

Cette etude sera rdalisée dans l'eau, constituant essentiel du
milieu biologique, dans liequel 1l'intercalation des psoraltnes a été observee.
Si nous examinons les équilibres de dissociation observés pour la

thymidine et 1'adeénosine (66) :

o) o)
H CH + CH
N 3 —H N 3 )
L) == 2. e - 9.8
O“™SN 07 N o
| i
R R

NH, NHO
Hu N~ h§ -nt N\ -ut N7 M\ gy = 5,5
KN ? ~Tu¥ T> ~at k\N | bl‘> Apka{2 = 12,5

R ‘ R R

Nous voyons que les bases présentes dans les modeles ne sont pas
ionisées dans 1l'eau pure. 11 en est de méme pour la partie psoraléne de ces
composés, la lactone de la coumarine ne s'ouvrant gu'en milieu fortement
basique.

Nous pourrons donc mener notre ¢tude en solution agueuse non
tamponnee.

les composcs modeles se sont averes trog faiblement solubles dans

l'eau pure. L'addition d'une taible proportion d'un solvant organique est

indispensable pour la solubilisation, on ajoute donc :

54



* 5 ¢ d'éthanol dans 1'eau pour 1l'étude UV, le mélange obtenu permet

d'cbtenir les spectres jusqu'a 205 nm.
* 5 % de DMSO dg, dans 1l'eau lourde lors de 1l'etude RMN. Le DMSO
constitue le meilleur solvant des composés modeles et permet d'atteindre les

concentrations nécessaires a 1'etude par RMN.

De fagon & définir la nature et 1l'intensité des forces mises en jeu
lors du repliement des modeles, nous tenterons de faire varier la proportion
de complexe en changeant la temperature (de O 3 80°C dans T'eau) et le solvant
(melanges eau—éthanol, dichlorométhane, solvants transparents jusque 230 nm
pour 1'étude UV ; DMSO dg lors de 1'étude RMN) .

B. PRINCIPES DES METHODES UTILISEES
1/ Etude UV :
a) Principe de la méthode (67) :

La propriété que présente 1'ADN & 1'état natif d'absorber beaucoup
moins la lumiere que dans sa forme dénaturée (ou que les mononucléotides
correspondants) est connue et utilisée depuis longtemps. Par exemple pour
suivre la dénaturation de 1'ADN, la méthode la plus couramment employée est la
spectrophotométrie UV : la ‘"fusion" est accompagnée d'une augmentation de
1'absorption & 260 nm d'environ 40 %.

La diminut:lon de l'absorption est donc une caractéristique du
pelymere organisé. On a montré que cette décroissance e¢tait plus précisément
liée au fait que les chromophores impliqués (bases puriques et pyrimidigues)
sont regulicrement empilés les uns au-dessus des autres.

Deux théories trés voisines ont permis de rendre compte de ce
phénomene, celle de TINOCO (68) et celle de RHODES (69). Pour 1'ADN natif, en
1l'absence de transfert électronique d'une base & l'autre (complexe de
transtert de charge), ces théories considerent la perturbation amenée par le

champ é¢lectrique d'une base sur le moment de transition ¢lectronique d'une
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autre L sci conduit & la notion d'effet hypochrome #H ou décroissance de

1'absorption lors de l'empilement des bases.

Cet effet a été défini & partir des forces d'oscillateur f des
transitions e¢lectroniques observées qui sont lices aux moments de ces
transitions (70). I1 peut se mesurer a partir des spectres d'absorption du

polymire et de son (ou de ses) groupement(s) monomeére(s).

ar = (1 _ f polymerej 100
f monomere

En accord avec cette théorie, des effets hypochromes ont ¢té mis en
evidence (et ont permis d'étudier de nombreuses interactions moléculaires)
dans des polyméres \71), des oligonucléotides (67, 72), des bichromophores
(dinucleotides par exemple) (7%, 74) et lors de l'intercalation de composés

aromatiques plans dans 1'ADN (75, 76).

b) Application de i'effet hypochrome & 1'étude de bichromophores:

Dans l'eau, WARSHAW et TINOCO (7%) ont mis en évidence un effet
hypochrome significatif pour des dinucléotides. En relation avec des etudes de
dichroisme circulaire, cet effet a été relié & 1l'existence de formes replices

de ces dinucleotides et a permis d'estimer leur degré d'empilement.

L I~ ] — | ‘:Jlj

A partir de ce résultat, le groupe de N.J. LEONARD a étudi¢ un grand

nombre de molécules dans lesquelles deux bases sont reliées par une chaine
carbonde (54, 56). La mesure de 1l'effet hypochrome observé a permis d'étudier
l'equilibre ‘"forme ouverte == forme repliée" et a ¢té utilisée pour classer
l'aptitude des bases & se complexer entre elles. Dans notre laboratoire, des
effets hypochromes importants ont €té mis en évidence pour des composes dans
lesquels une base est associée & un intercalant de type quinoléine ou
acridine. Ces effets ont été reliés & l'existence de formes replides, la

preésence de ces formes a également eté confirmée par RMN (41 & 45, 45, 46).

Dans le cas de bichromophores aromatiques plans, l'ensemble des

travaux publiés permet donc d'interpréter 1l'effet hypochrome (%H) comme une

mesure de l'interaction entre ces deux chromophores.
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Neanmoins cette mesure demeure semi-quantitative, la valeur de cet
eftet ¥H est fonction de la nature des chromophores en interaction et de leurs
orientations reéciproques (67, 70, 77, 78). Dans 1l'é¢tat actuel des théories
avancées, 1l semble que la grandeur de %H ne soit pas calculable avec

precision.

2/ Etude par RMN :

La spectroscopie de RMN permet de détecter avec une grande
sensibilite les variations conformationnelles d'une molécule.

De nombreux auteurs ont utilisé la RMN pour étudier les interactions
mises en jeu lors du repliement de dimeres aromatiques du méme type que les
composés modéles préparés. Citons pour exemples les travaux réalisés en série
dimucleotides (67, 79, 80) ou en série bis—intercalants (de type acridine par
exemple) (81, 82) et les travaux du laboratoire, qui ont porté sur l'étude de
modeles base-quinoléine ou acridine antimalariques (45, 46).

N

e —

La RMN du proton permet donc d'étudier le repliement
intramoléculaire lors de 1l'équilibre "forme ouverte == forme repliée".

En absence d'interactions intermoléculaires, dans la forme
complexée, l'anisotropie diamagnétique d'un cycle aromatique provoque un
blindage des protons du cycle opposé par rapport aux signaux observés pour
chaque systime isolé (composés de référence).

Ia mesure précise des déplacements chimiques & observés dans les
mémes conditions pour les composés modeles et leurs références, permet de
determiner pour chaque prbton le blindage Ao it & la complexation.

Ac caractérise 1'état de l'équilibre "forme ouverte = forme repliée'.

‘Ac  \ppm) = 6 référence (ppm) - 6 modele (ppm)

En cas de repliement total, il est possible, dans certains cas,
d'acceder a la structure du complexe.



C. ETUDE DANS L'EAU :

1/ Interactions intermoléculaires :

Dans l'eau, certains composés aromatiques ont tendance & s'associer
sous la forme d'aggregats.

Pour étudier l'équilibre de complexation des composés préparés, nous
devons d'abord vérifier l'absence d'interactions intermoléculaires dans les

conditions experimentales utilisées.

En spectrophotometrie UV, l'absor'ption de chague produit est regie
par la loi de BEFR-LAMBERT dans la gamme de concentrations dans laguelle nous
travaillons (5.10'6 281072 moles/1). Nous avons également vérifié que les
spectres d'absorption des mélanges équimoléculaires des composés de référence
Thy-C5 11 + 8Ps0-Cx 13, Ade-Cs 12 + BPSo-Cy 13 étaient identiques & la somme
des spectres de ces composés pris séparément en solution diluée (eau-éthanol

95 : 5, 20°C).

Pour notre étude par RMN, nous avons tout d'abord étudie les
composes de référence et les composés modeles en solutions diluées dans le
melange DoO - DMSO dg (95 : 5). La gamme de concentrations dans laguelle nous
avons travaille s'est avérée tres limitée en raison de la solubilité des
produits et de la sensibilité de l'appareil 80MHz utilisé.

Cependant, nous n'avons pas observé de variations significatives des
deplacenents chimiques des protons aromatiques des composeés Thy-05 i, Ade—03
12, 8Pso-C3 13, Thy-C4~8Pso 6d et Ade-C,~8Pso 8d entre 107# et 5.107° moles/1
(tableaux 22, 23 p 154-155).

Nous pouvons donc conclure & une absence d'interactions
intermoleculaires dans cette gamme de concentration.

Dans un deuxieme temps, nous avong €tudié par RMN le comportement de
mélanges équimoléculaires des composés de référence Thy—C3 1+ 8Pso—C3 13 et
Ade—CB 12 + 8Pso-03 13. Les valeurs des déplacements chimiques observés pour
des solutions de concentration égale & 10~4 moles/1 sont reportées dans le

tableau 22 p 154. Ces valeurs sont les mémes que celles obtenues précédemment,
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dans le. aélics conditions, pour les composés de référence (voir figures 8 et
-\ s
9p 5.

Ceci confirme l'absence d'interactions intermoléculaires qui avait

éte constatée lors de 1'étude UV dans des conditions expérimentales proches.

Nous pouvons conclure & l'absence d'interactions intermoléculaires

dans toutes nos conditions expérimentales.

2/ Etude UV :
a) Calcul de 1'effet hypochrome :

Les psoralenes étudiés absorbent peu au-dessus de 320 nm. Leur
spectre comporte de nombreuses transitions electroniques mal différencices.
La thymine et 1'adénine absorbent dans une région voisine et en—-dessous de 300 nm.
L'effet hypochrome est donc mesure sur plusieurs transitions électroniques.
Pour cela , nous devons comparer le spectre d'absorption d'un modele a la
somme des spectres d'ebsorption des composés de réference correspondants. En
effet, en absence d'interactiong entre les chromophores, la somme des spectres

des composés de référence doit étre égale au spectre du modele :

q = 1= il modéle 100

(f Base-C3 + £ Pso—C3)

Les forces d'oscillateur f sont déterminées en intégrant les spectres

d'absorption des composés modeles et de référence :

>‘1e(>\

)\2 A

f=4,32. 1079 A

b) Résultats :

Dans un mélange eau-éthanol 95 : 5, nous avons enregistre a20°C,
les spectres de solutions diluées des différents composés. Seul le composé
Thy-C4,-8Pso 61 n'a pas été étudié en raison de sa trop faible solubilité dans

1'eau.



Tous les spectres des composés modéles comparés & ceux des composés

de référence présentent dans l'eau un effet hypochrome assez important et un

léger effet bathochrome (2 & 4 nm) (figures 1, 2, 3).
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Figures 1, 2, 3 : Comparaié;on. des spectres d'absorption des modeles
Thy—C4-8Pso é_g, Ade—C4—8Pso§__<_i et 'i‘hy—-C4——4',5'dh 8Pso 10d avec la somme des
spectres des composés de référence correspondants Thy—CB 1, Ade—CB 12,
8Pso—C~5 Qet 4',5'dh 8Pso—03 14 Bau-éthanol 95 : 5, 20°C, 2 & 5.10‘5 mole/1.
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Ces effets sont 1l'indice de 1'existence d'interactions d'empilement

entre la base et le noyau psoralene dans les modéles. Ils traduisent un

N
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repliement important pour tous les composés en solution agueuse.



‘ercalation des psoralenes dans 1'ADN provoque également des
effets hypochrome et bathochrome importants (11, 21).

Dans le cas du méthoxy-8 psoraléne (8MOP) 1, 1'étude de
1'intercalatiun par spectrophotometrie UV est délicate : ce c—;mposé absorbe
peu la lunmicre au-dessus de 300 nm, région dans laguelle 1'ADN n'absorbe pas.
Neéanmoins, sur la bande d'absorption du 8MOP situce & 302 nm, on a pu noter
lors de 1l'intercalation un effet bathochrome de 8 nm ( )‘max = %10 nm) et une
hypochromicite * de 35 % (8%). '

Les effets observés dans l'eau pour les composés modéles étudiés
sont analogues.

I1 en va de méme pour d'autres composés modeles base-intercalant

(quinoléine, acridine, proflavine) étudiés au laboratoire (41 & 43, 45, 46).

A partir des spectres décrits. précédemment, les effets hypochromes
%H ont €té calculés dans différents domaines d'absorption pour chacun des

composés modéles étudiés (tableaux 1, 2, 3).

Moddles thymine-méthoxy-8 psoraléne Thy—C —8Pso 6 :

Modele Thy—CB—SPso Thy-C 4—8Pso Thy—C5—8Pso Thy-C¢-8Pso
Domaine éc 6d be v of

€n nm

400-300% 7,0 7,0 4,5 4,0
400-280 9,5 9,0 6,5 . 5,5
400-260 10,0 8,5 8,5 8,5
400-230° | - 9,5 9,0 9,0 9,0
400-205¢ - : 9,0 - -

Tablean 1 : Effets hypochromes %H mesurés pour les composés Thy-C ~8Pso be, 4,
e, f dans ditférents domaines d'absorption (eau-éthanol 95 : 5, 20°C). a :
—cian; ce domaine,l'absorption de la thymine est négligeable ; b : minimum
d'absorption commun aux modeles et composés de référence ; c¢ : longueur d'onde

limite dans nos conditions expérimentales.

* Par définition, 1'hypochromicité correspond & la diminution de 1l'intensité

d'absorption & une longueur d'onde définie.
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Modéles adénine-méthoxy-8 psoraléne Ade-C,-8Pso 8 :

Modele Ade—%—SPso Ade—C4—8Pso Ade—Cg-8Pso
Domaine 8c 8d 8f

en nm

4003002 10,0 8,0 7,0
400-2902 12,0 ' 10,5 9,0
400-280 12,5 11,5 10,0
400-260 10,0 10,5 9,0
400-230P 1%,0 14,0 11,5
400-205°¢ 12,0 12,5 9,0

Tableau 2 : Effets hypochromes %H mesurés pour les composés Ade-C -8Pso 8c,
d, f dans différents domaines d'absorption (eau-éthanol 95 : 5, 20°C). a :
dansce domaine, l'absorption de 1l'adénine est négligeable ;b : minimum
d'absorption commun aux modeles et composés de référence ; c : longueur d'onde

limite dans nos conditions expérimentales.

Modeles thymine-méthoxy-8-dihydro 4',5' psorale¢ne Thy-C,~4',5'dh 8Pso 1

Modele

Domaine 10c ; =3 10d ; =4 19¢ 5 =5 10F 5 =6
en nm o

400-5002 8,0 7,0 5,5 4,5
400-240P 8,0 8,0 6,0 40
400-205¢ - 70 2,0 40

LiLU

Tableau 3 : Effets hypochromes %H mesurés pour les composés

Thy-C,~4',5'dh 8Pso 10 ¢, d, g, f dans différents domaines d'absorption (eau-
¢thanol 95 : 5, 20°C). a : dans ce domaine, 1l'absorption de la thymine est
negligeable ; b : minimum d'absorption commun aux modéles et au composé de

)référence 4',5'dh 8Pso—03 14 ; c¢ : longueur d'onde limite dans nos conditions

experimentales.
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Dang les tableaux 1, 2 et %, les valeurs de %H reportées sont a
comparer entre elles, pour une méme s¢rie de modéles avec une incertitude de +

0,5 wiites ot en valeur absolue de + 1 unite.
b —

On constate que toutes ces valeurs de %H sont significatives et
notables, ce qui indique un repliement de tous les modeéles considérés.
Remarquons que ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles
obtenues dans 1l'eau (20°C, pH = 7) pour différents dinucléotides (67, 73) ou
pour des modtles analogues Base-(CH,) ~Base (54), par exemple : pour ApA, Hi =
6,8 ; UpA %H = 1,4 ; Ade-(CH,)z-Ade, #H = 16,5 ; Ade-(CHp)z-Ura, %H = 8,0.

Dans la littérature,les valeurs de %H obtenues pour des systemes
portant différents chromophores ont généralement été comparées directement
entre elles pour classer les affinités respectives de ces chromophores (54,

76). Cette approximation demande & Etre utilisée avec prudence.

Nous ferons quelques remarques & partir des valeurs de %H portées
dans les tableaux 1, 2 et %. Ces remarques seront confirmées lors d'études

complémentaires (étude en température et par RMN).

- (Ces valeurs de %H sont en faveur d'un degré de repliement %R qui se
classe ainsi :

FR Thy-C,~4',5'dh 8Pso < %R Thy-C,-8Pso << %R Ade-C,-8Pso

- Le degré de repliement semble diminuer avec l'augmentation de la
longueur de la chaine carbonde surtout dans le cas des composés
Ade-C,8Pso 8 et Thy-C,~4',5'dh 8Pso 10.

~ Les spectres d'absorption UV des composés étudiés comportent de
nombreuses transitions électroniques assez mal différenciées (voir
figures 1, 2 et %,). la variation de %l avec le domaine d'absorption
refleéte tres probablement pour une meéme série de modéles, des

changements dans la structure "moyenne" des complexes formés.

Par exemple, dans le tableau 2, pour les composés Ade—03—8Pso §_-<_‘: et

Ade—C4—8Pso 8d, les degrés de repliement sont certainement proches car les

~
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effets hypochromes mesurés sur l'cusemble du spectre (400-230 nm) sont
voisins: #H 8¢ = 13, %H_E_S____q = 14. Par contre, les variations des valeurs de $H
avec le domaine d'absorption ne vont pas dans le méme sens : %H 400-300 nm 8c:
10, 8d : 8. Ceci indique probavlement gus les structures "moyennes" des

s

complexes formés pour ces deux composés sount un peu différentes.

Pour aller plus loin dans nos conclusions, il est maintenant
nécessaire de relier quantitativerent l:s effets hypochromes mesurés aux

degrés de repliement de chacun des composés étudiés.

Degré de repliement — Force des interaclions

[ -~ ] = [

La détermination quantitative Gu degré de repliement des modeles
n'est possible qu'a la condition de counaitre séparémert les caractéristiques
d'absorption de la forme ouverte et celles du complexe formé.

Les caractéristiques UV de la forme ouverte sont accessibles a
partir de celles des composés de référence. Il faut donc atteindre une
complexation totale pour observer les caractéristiques d'absorption de la
forme replice seule en solution. La “emperature est un parametre que 1l'on peut
faire varier et qui doit intervenir directement sur la position de 1'équilibre

formes ouvertes —= formes replices.

Nous avons donc étudié la variation de %$H mesuré dans le mélange
eau-¢thanol 95 : 5 en fonction de la température pour les composés Thy—-C4—8Pso
6d et Ade-C,-8Pso 8¢, d, f. refifet hypochrome %H a €té mesuré entre -5 et
+80°C & partir des spectres des modéles et de ceux des composés de référence
relevés dans les mémes conditions avx mémes températures (Figures 4, 5, 6).
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Pigures 4, 5 et 6 : Variation de 1'effet hypochrome %H (mesuré entre 400 et

230 nm) avec la température ;

Figure 4 ; Ade—-C3—8Pso 2_3__0_

eau—<¢thanol 95 @ 5.

FPigure 5 : Ade—C4—8Pso 8d et Thy—C4—8Pso 6d.

Figure 6 : Ade-Cg-8Pso _2_3___1:
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On observe :

1. Une décroissance de %H avec l'augmentation de la température :
le repliement diminue lorsque la température augmente.

2. Une valeur maximale de #H est atteinte & une température proche
de 0°C pour les composés Ade—C3—8Pso 8c et Ade-—C4—8Pso 8d. Un palier est
visible entre -5 et 10°C. Ces courbes sont discutées en termes d'analyse
statistique dans la partie expérimentale (p 152). Cette analyse confirme
clairement qu'au voisinage de 0°C nous atteignons des valeurs limites de

l'effet hypochrome %Hp,..

En tenant compte des erreurs expérimentales et de 1l'allure des

courbes, nous estimons ces valeurs a :
15,0 < @#Hp.y < 16,0 pour Ade—-C3—8Pso
16,0 < %Hpoy < 17,0 pour Ade-Cy-8Pso

2

L'interprétation la plus probable de ces paliers suppose que le
degré de repliement augmente au fur et & mesure que la température diminue
jusqu'd atteindre une valeur constante de 100 % aux basses températures.

L'obtention d'un tel palier constitue un outil tres précieux pour

analyser de maniére quasi-quantitative le phénomene de complexation.

Nous arrivons & un repliement total au voisinage de 0°C pour les
COmMpOoSES Ade-03—8Pso _8_3 et Ade~-C 4—8Pso §___q (ceci est tout & fait comparable aux
résultats obtenus précédemment au laboratoire lors de 1'étude UV et par RMN de

composés du méme type adénine-quinoléine ou adénine-acridine (43, 45, 46).
Ies courbes %H = f(température) peuvent &tre analysées en terme de

degré de repliement et peuvent permettre le calcul des grandeurs
thermodynamiques mises en jeu lors de l'interaction adénine-psoraléne.
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Ceci est possible en considérant deux états limites : la forme
ouverte et la forme replié¢e, et en faisant l'hypotheése selon laquelle la
différence d'énergie entre ces deux €états limites est grande comparée aux
ditférences d'énergie entre les microétats d'une méme forme limite. Un tel
traitement a été utilisé & diverses reprises dans la littérature pour
interpréter le degré de complexation intramoléculaire de dinucléotides (67,
76, 80, 84 & 87).

On peut ainsi calculer :

~ le degré de repliement %R= ___%E__. . 100

- la constante de 1'équilibre de complexation K & une température donnée:

Forme replide %H

Forme ouverte (BH 5 %H)

Les degrés de repliement des composés Ade—03—8Pso 8¢ et Ade——C4—8Pso
8d ont ¢té¢ déterminés & différentes températures et sont indigués dans le
tableau 4. |

Les droites de VAN'T HOFF représentant la variation du logarithme de
la constante d'équilibre K en fonction de 1l'inverse de la temperature T,
permettent d'obtenir les variations d'enthalpie AH® et d'entropie AS" mises
en jeu lors de la complexaton (voir pour exemple, la figure 7). Les valeurs
obtenues sont portées dans le tableau 5. Elles sont les mémes pour les
composes Ade—C3—8Pso 8c et Ade—C4—8Pso 84 : AH® = -30 + 5KJ/mol et AS® =-90
+ 15 d Jmol/degré. Ceci indique que 1l'augmentation de la longueur de la chaine
carbonée de 03 a C4 ne change pas les parameétres thermodynamiques de
1l'interaction adénine-psoraléne.
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Composés Température en °c

o 20 60
Ade-C5-8Pso? 100 > %R > 90 >80 >55
15 < BHpx <16
Ade-C4-8Pso® 100 > %R > 90 >80 >55
16 < $Hyy <17
Ade—C-8Pso >804 >654 >454
140 < FHpg, <17°
Thy—C4~8Ps0 >604 >504 >o5d
10,50 < BHp,< 17¢

Tableau 4 : Variation du degré de repliement (#R) avec la temperature pour les
composes Ade-C,~8Pso g et Thy-C,-8Pso 64 (eaw-éthanol 95 : 5). a : deux
limites de %H max sont données en tenant compte des erreurs expérimentales. b:
valeur la plus grande de %H observée a basse température. ¢ : valeur la plus
grande de %H ., observée et envisageable. 4 : %R est probablement proche de
cette valeur.

d. 8825 8. 8038 d. 8835 0. 0840
Val

Figure 7 : Droite de VAN'T HOFF représentant la variation de 1n K en fonction
de 1/T dans le cas du composé Ade-C4-8Pso 8d. K : constante d'équilibre forme

ouverte-forme repliée. T : température en K ; #Hp,. = 16,5 ; eau-éthanol 95:5.
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Composés 2 - AR AS° re
KJ/mol J/mol/deg

Ade-CB—SPsoa 15,0 -36 -100
15,5 -30 -90 0,990
16,0 26 ~17

Ade-C4-8Pso? 16,0 -35 -105
16,5 -30 -88 0,992
17,0 ~26 =77

Ade—Cg-8PsoP 15,0 ~2% ~69 0,988
16,0 -21 -61 0,994
17,0 -17 , 54 0,996

Tableau 5 : Variation des parameétres thermodynamiques AH® et AS° mis en jeu
lors du repliement des composés Ade-C,-8Pso 8c, 4, £ (eau-éthanol 95 : 5). a :
Plusieurs valeurs de %Hmax sont envisageables en raison des incertitudes. b :
Les valeurs extrémes de %Hmax obtenues pour Ade—C3~8Pso et Ade-C4—8Pso ont éte
utilisees pour le calcul. ¢ : r coefficient de corrélation de la régression.

Dans le cas du composé Ade-C¢—8Pso 8f, la courbe %H = f(T) n'atteint pas de

palier (FPigure 6) ; mais il est néanmoins possible de déterminer

approximativement le degreé de repliement. I1 faut faire 1l'hypothese selon
laquelle %Hmax est compris entre la valeur la plus grande mesurée pour ce
compose & basse température (ZH = 14, Pigure 6) et la valeur maximale obtenue
pour les composés Ade——CB—SPso g_(_:_ et Ade—-04_——8Pso _8__§ (%H < 17, Figure 5). La
valeur la plus grande de #Hmax est la plus probable, les deux chromophores
étant les mé€mes et les structures des complexes formés assez voisines.

Ces calculs (tableau 4) indiquent un degré de repliement de 65% &
20°C pour ce composé, plus faible que celui déterminé pour les composés
Ade~C4-8Pso 8¢ et Ade-Cy-8Pso 8d qui s'é¢léve & 80%. Les valeurs de AH® et

AS® ont aussi ét¢ estimées en formulant la méme hypothése : S
=23 < AH® < =17 KJ/mole et -70 < AS® < -55 J/mole/degré (Tableau 5). “'
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Modeles en série thymine :

La variation de %H en fonction de la températufe dans le cas du
compose Thy-Cy-8Fso 6d est linéaire meéme au voisinage de 0°C (Figure 5). I1
n'est donc pas possible de déterminer le degré de repliement des modéles
Thy-C,~8Pso 6 comme nous l'avons fait précédemment. Pourtant la valeur de
FHpox trouvée pour les modeles de l'adénine peut nous fournir une indication
appoximative de ce degré de repliement. Si nous supposons que la valeur de
%Hmax correspondant & une complexation totale pour ces composés est comprise
entre 10,5, la valeur la plus grande observée & 0°C pour le composé
Thy—C4—8Pso 6d (Figure 5) et 17, la valeur maximale observée pour les COmMpOsEs
de la série adénine (Pigure 6), nous trouvons un degré de repliement des
composes Thy-C,~8Pso de l'ordre de :

0% > %R > 50% & 20°C (Tableau 4)

Une valeur proche de 50% est la plus probable.

C. DISCUSSION :

Intéractions adénine-psoraléne :

Les composés Ade-CB-—BPso 8¢ et Ade—C4—8Pso 8d ont montre des
comportements voisins au cours de cette étude :

- Un repliement total au voisinage de O0°C (Figure 4 et 5).

- Des degrés de repliement tres proches, gquelle que soit la
température (Tableau 4). ‘ ,

- Les paramctres thermodynamiques de 1l'interaction adénine-psoralene

observée pour chacun d'eux sont identiques (Tableau 5) :

AR = =30 + 5 KJ/mole et AS® = =90 + 15 J/mol/degré



Ceci est en accord avec les résultats du Tableau 2. Nous trouvons 1a
deux valeurs voisines de 1l'effet hypochrome mesuré sur tout le spectre & 20°C:

%H 400-230 nm , ?_g: 13,0 et §_g: 14,0

Pour ces deux composés 8c et 8d, il est cependant a noter des
variations différentes de %H en fonction du domaine de calcul (Tableau 2) :

%H 400-300 nm, 8¢ : 10,0 et 8d : 8,0
%H 400-2%0 nm, 8c : 13,0 et 8d : 14,0

Dans les spectres UV enregistrés, on distingue de nombreuses
transitions électroniques : bandes d'absorptidh de 1'adénine (83) et du cycle
psoralene (89, 90). Pour un m.od‘ele, les variations de %H avec le domaine
d'absorption refletent donc la maniére dont les différentes transitions

électroniques sont affectées par la complexation.

Dans le cas des composés Ade—-CB—SPso 8c et Ade—C4—8Pso 8d, ces
variations sont différentes bien que les degrés de complexation -soient tres
voisins. Ceci indique que les structures "moyennes" des complexes formés sont

un peu différentes.

Comme nous l'avons vu précédemment, ces deux complexes mettent en
jeu les mémes ¢énergies.

Ces résultats confirment que l'hypothése des deux ¢tats limites est
tout & fait adaptée au traitement quantitatif des courbes #H = f(Température):
un des états limites, le complexe, est bien constitué de microétats d'énergies

voisines.

Pour le composé Ade-Cg-8Pso 8f, le repliement diminue fortement
(Tableau 4) : & 20°C, il a été estimé & environ 65 %. Ceci s'explique en
partie par 1l'augmentation des degrés de liberté du systeme (AS°® =-90
J/mol/degré pour Ade-C4-8Pso et Ade-C;4-8Pso, ~70 < AS® < =55 J/mol/degré pour
Ade-C¢-8Ps0) .
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Les valeurs deAH® etAS® obtenues pour les composés Ade-Cz-8Pso et
Ade-Cy~8Pso (AH® = -30KJ/mol, AS° = =90 J/mol par degré) sont voisines de
celles déterminées pour un dinucléotide de 1'adénine :AH° = -42 KJ/mol,AS® =
~126 J/mol/degré (86) et pour un modéle Ade—CS—Ade étudié au laboratoire:

AB° = -%6 KJ/mol, AS° = =90 J/mol/degré (45).

Intéractions thymine-psoralene :

La figure 5 et les tableaux 1, 2 et 4 indiquent clairement que la
thymine présente moing d'affinité pour le psoraléne que l'adénine : & 20°C,
%R Thy-C,~8Pso 6d ~ 50%, %R Ade~C,-8Pso 8d > 80 %. 11 existe néanmoins un
repliement appréciable dans l'eau pour tous les composes Thy-C 8Pso 6.

3/ Etude en RMN :

Cette étude a ét¢ considérablement limitée par 1l'insolubilité dans
l'eau lourde des composés préparés ainsi que par la sensibilité de 1'appareil
de RMN utilise.

Nous nous sommes essentiellement attachés a vérifier le replienment
de trois modeles : Thy-C4~8Pso ed, Ade-Cy-8Pso 8d et Thy-C4~4',5'dh 8Pso 10d.

a) Résultats :
Nous avons tout d'abord enregistré les spectres de RMN 'H 80 MHz des
modeles Thy—C4_—8Pso 6d, Ade—C4—8Pso 8d et Thy-C4~4',5'dh 8Pso 10d et ceux des

composés de référence, en solution dilude (1074 M) dans un mélange Do0-DMSO dg
95 : 5 &27°C (Figures 8, 9, 10).
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Modeles Thy-C,-8Pso 6d et Ade-Cy-8Pso 84 :

: . H-6T H-8A
H-2A
' WM Base~Cs
H-4 H-5 H-5 H-4 H-3 :
8PSO—C3
Base-C, +
8Pso-Cg
Modele
] I
8 7
ppm
Figure 8 : ' Figure 9

Figure 8 : Spectres de RMN 'H 80 Miz des COmMpOoSEes Thy-C= 11, 8Pso—03 13,
Thy—CB + 8Pso——C5 en nelange equimoléculaire et Thy—C4—8Pso 6d. D,0-DMSO dg
95 : 5 ; 1074 moles/1 ; 27°C.

Figure 9 : Spectres de RMN 'H 80 MHz des composés Ade-C 12, 8Pso-Cx 13,
Ade—-CB + 8Pso-C3 en nélange équimoléculaire et Ade~C4_—8Pso 8d. D,O — DMSO dg

95 : 5 ; 104 moles/1 ; 27°C.
®
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Modéle Thy~C4—4',5'dh.8Pso.19§ :

ppm

Figure 10 : Spectres de RMN 'H 80 MHz des composés Thy-C 11 et
Thy-C,—4',5'dh 8Pso 10d. D,0 - DMSO dg 95 : 5 ; 1074 moles/1 ; 27°C.

Dans tous les cas, on constate sur les spectres enregistrés, des
variations des deplacements chimiques (blindage) de certains protons des
modeles, ce qui est le signe d'une association intramoléculaire des noyaux
aromatiques base-psoraléne.

Nous avons porté dans les tableaux 22,23 p 154-155 , les
deplacements chimiques observés pour les protons aromatiques des différents
composes ctudids. A partir de ces valeurs, nous avons déterminé les valeurs de

blindage Ac pour chacun de ces protons (Tableau 6).
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b) Discussion :

Mod¢les Thymine-psoralene Thy-C,-8Pso 6d et Thy-C4-4'-5'dh 8Pso 104 :

Le courant de cycle de la thymine est extrémement faible (91). Il en
résulte que pour les composés Thy-C4~8Pso 6d et Thy—C4—4',5'dh 8Pso 10d, les
variations de déplacement chimique des protons du psoralene attendues sont
tres faibles voir inexistantes, méme dang les conformations totalement
replic¢es. Comme on peut le voir dans le tableau 6, les blindages Ac mesures

sont en effet négligeables.

Par contre, l'effet du cycle psoraléne sur la thymine est important,

par exemple pour le composé Thy—C4—8Pso 6d Ao (H-6T) = 0,22 ppm et g
(CH3T) = 0,23 ppm.

Ces valeurs sont significatives. Les différences de déplacement
chimique ne sont pas attribuables & des interactions "intermoléculaires" comme
cela a été démontré précédemment (p 38). Elles constituent donc un indice treés
fort en faveur du repliement de ces systemes sans que toutefois on puisse les

interpréter quantitativement en terme de degré de repliement.

Néanmoins, si on compare les valeurs obtenues pour les modéles
Thy—C4—8Pso 64 et Thy—C4-—4',5'dh 8Pso 10d, on constate des valeurs toujours
plus elevées pour le premier composé, par exemple Ac (CH3T) 6d : 0,25 ppm et
104 : 0,13 ppm. Ceci est en faveur d'une couwplexation plus importante pour le
—co_mposé Thy—C4-8Pso _6__(_1 par rapport au composé Thy—-C4—4',5'dh 8Pso gc_i

‘

Modtle Adénine-psoraléne Ade-C4—8Pso 8d :

Les blindages observés sur les protons 2 et 8 du noyau adénine sont
trés importants : Ao (H-2A) = 0,37 et Ao (H-8A) = 0,34 ppm. Ces deux protons
sont affectés de fagon similaire par la complexation, ce qui laisse penser que
la surface de recouvrement adénine-psoralene est tres grande.

: Ces valeurs A0 gont nettement plus élevées que celles observées
pour le cycle thymine des composés Thy—C4—8Pso 6d et Thy—-C4-4‘,5'dh 8Pso 10d
(Tableau 6). Ceci est 1l'indice d'un plus grand degré de repliement du composé

Ade-(C,-8Pso 8d comparé a Thy-C,-8Pso 6d, ce qui est en accord avec les
résultats de 1l'étude UV. '
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I1 est & remarquer également que les protons du psoraléne sont
affectés et notamment le proton H-5 ( Ao = 0,23 ppm). On sait qu'a la
différence de la thymine, 1l'adénine présente un courant de cycle notable

susceptible d'induire des blindages importants (91).

Géométrie du complexe intramoléculaire observé pour le composé Ade-C,-8Pso 8d:

Dans le cas de composés dans lesquels 1l'adénine est associée & un
intercalant, lorsque 1l'on atteint un repliement total, il est quelquefois
possible de déterminer la structure du complexe formé (45, 46).

Le courant de cycle de 1l'adénine a été calculé par G. GIESSNER-
PRETTRE et B. PULLMAN (91). Les courbes d'iso-écran qui en découlent peuvent
permettre de déterminer la structure du complexe & partir des valeurs de
blindage Ao mesuré¢es. Ces courbes sont représentées ci-apres, les valeurs
indiquées sont des valeurs de blindage exprimées en ppm.

En ce qui concerne le composé Ade—C4—8Pso 8d, nous pouvons estimer,
en utilisant les résultats de 1'étude UV, que ce composé est replié & environ
75 % dans le mélange D0 — DMSO dg 95 : b & 27°C.

Nous pouvons accéder aux valeurs maximales de blindage Ac max pour

le complexe en faisant 1'approximation de deux é€tats limites (tableau 7) :
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Protons B4 B-5'! B-5 " H-4! H-3 H-2A H-8A

bo x| 0443 0,43 0,31 0,13 0,08 0,49 0,45

Tableau 7 : Valeurs de blindage Ac en ppm attendues pour le complexe

max
intramoléculaire tormé lors du repliement du compose Ade~C4—8Pso ad

D20-DMSO dg 95 : 5.

Cependant, il est difficile de définir une seule structure pour le
complexe & partir- des courbes d'iso-écran de 1l'adénine. Les seules sondes dont
nous disposons sont les protons du noyau psoralene, ceux—ci sont situés d'un
méme cOté de la molécule et sont affectés de fagon assez similaire. De plus,
les courbes d'iso-écran du méthoxy-8 psoralene ] seraient nécessaires pour
interpréter les Ao des protons de 1l'adénine et & notre connaissance, elles ne

sont pas publices.

Les valeurs A9 .. trouvées sont tout & fait compatibles avec les
courbes d'iso-écran de 1l'adénine et permettent de définir au moins deux
structures pour le complexe (Figure 11). La structure I est en meilleur accord
avec les valeurs de 40 .. trouvées mais les différences sont faibles compte-

tenu des incertitudes.

Figure 11 : Structures proposées (I et II) pour le complexe intramoléculaire
form¢ lors du repliement du composé Ade-C4-8Pso 8d.




D. NATURE DES INTERACTIONS, INFLUENCE DU SOLVANT :

Dans l'eau, tous les composés modeéles présentent un fort degré de
repliement. Nous avons ¢étudi¢ ce repliement dans différents solvants
organiques de fagon & préciser la nature des forces qui conduisent 2a
1'empilement base-psoraléne. '

1/ Etude UV :

_ Nous avons étudié la variation de #H lorsque l'on augmente la
proportion d'éthanol dans un melange eau-éthanol pour les composés Thy—C4-8Pso
6d (Figure 12), Ade-C,-8Pso 8d (Figure 13) et Thy-C4~4',5'dh 8Pso 10d
(Figure 14).

Pour ces trois composés , nous observons une décroissance trés
rapide de 1l'effet hypochrome lorsque la proportion d'éthanol augmente. Ceci
peut étre interprété comme une diminution trés sensible du degré de
repliement.

A partir des figures 12, 13, 14, nous pouvons estimer que lorsque le
pourcentage d'éthanol dans 1l'eau passe de 5 & 30 %, le degré de repliement
diminue de prés de 50 % pour les composgs Thy-C4~8Pso 6__% et Ade-C4-8Pso 8d et
de 75 % pour le composé Thy-C4—4',5'dh 8Pso 1_9_:_(_1_ Ces valeurs traduisent tout &

fait 1l'effet promoteur de l'ean dans la complexation.

Dans l'éthanol pur, le repliement disparait presque totalement pour
tous les modeles _§_, get 10: (%H 400-2%0 nm compris entre 0,5 et 1,5).
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Figures 12, 13, 14 : Variation de 1l'effet hypochrome %H en fonction du

pourcentage d'éthanol dans des melanges eau-éthanol & 20°C.
Figure 12 : Thy-C,-8Pso 64, %H 400-2%0 nm ;
Figure 13 : Ade——C4—8Pso §_g, %H 400-230 nm;
Figure 14 : Thy-C4-4',5'dh 8Pso 10d, %H 400-300 nm.
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L'étude UV des composés Thy—C4-—8Pso 6d et Ade-C,-8Pso 8d dans le
dichlorométhane révéle également un repliement tres faible (%H 400-2%0 nm =
1,5 & 20°C pour les deux modeles).



2/ ZEtude en RMN :

Les spectres de RMN des composés modeles Thy-C4~-8Pso0 6d, Ade-Cy—8Pso
84 et Thy——C4—4',5'dh 8Pso 1=0__<_1 ainsi que ceux des composés de référence ont été
gﬁregistrés dans le DMSO dg a des cqncentrations d'environ 1072 moles/l et &
27°C. Les valeurs des déplacements chimiques mesurés sont indiquées dans le
tableau 24 p 156.

Les valeurs de blindage Ao calcule€es sont pratiquement nulles, ce

qui indique un repliement inexistant dans le DMSO dg.

3/ Conclusion :

Tous ces résultats montrent que le repliement disparait en solvant

organique. Nous pouvons en conclure que les interactions mises en jeu lors de

1l'empilement base~psoralene dans les composés modéles et vraisemblablement

lors de l'intercalation du psoraléne sont essentiellement de nature
hydrophobe. —

E. CONCLUSION DE L'ETUDE EN SOLUTION

L'é¢tude physicochimique des composés Thy-C -8Pso 6, Ade-C, -8Pso 8 et
Thy-C,~4',5'dh 8Pso 10 a ét¢ menée en solution diluée par spectroscopie UV et
de RMN.

Les résultats acquis par ces deux techniques se confortent
mutuellement :

*  Dous les modéles préparés présentent un fort degré de repliement.

dans l'eau & 20°C : voisin de 50% pour les composés Thy—-Cn—-BPso §,~
supérieur & 80% pour les modeles Ade-C-8Pso 8.
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Tes complexes formés lors de ce repliement sont de méme nature que
ceux formés lors de l'intercalation du psoraléne dans 1'ADN (effets

hypochromes et bathochromes analogues) (11, 21, 8%).

La plupart des résultats acquis en ce qui concerne la nature et
1'intensité des forces mises en jeu lors du repliement peuvent
fournir des indications de base sur les interactions moléculaires
mises en jeu dans le processus d'intercalation des psoralénes dans
1'ADN.

Pour les trois séries de composés préparés, le degré de repliement

%R peut se classer ainsi :
Thy—Cn— L ’5'dh 8Pso 1:9 < T}W_CH_BPSO g << Ade—cn—SPSO §

Ie degré de repliement semble 1ié & la surface totale des composés
aromatiques susceptibles de se recouvrir :

-  Plus grande surface du noyau adénine comparé au noyau thymine.
- Plus grande surface du noyau psoralene disponible dans le cas

ol le cycle furanne n'est pas hydrogéné.

Le repliement est plus important pour des composés portant des
chalnes & % et 4 atomes de carbone. I1 diminue nettement pour des
chaines & 5 et 6 atomes de carbone (Ade-C,-8Pso 8 et

Thy-Cy,~4',5"'dh 8Pso Lg).

La baisse de la température provoque une augmentation du degré de
repliement. Dans le cas des composés Ade—C3~8Pso:§g et Ade~C4—8Pso

8d, le repliement est total au voisinage de 0°C.

Les interactions adénine-psoralene sont plus fortes que les

intéractions thymine-psoralene.

Les énergies d'interaction adénine-psoraléne ont pu étre
déterminces:

AH° = =30 + 5 KJ/mol, AS® = -90 + 15 J/mol/degré
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*  (Ces ¢nergies sont du méme ordre de grandeur que celles mises en jeu
lors de l'empilement de deux noyaux adénine (45, 86), ce qui est en -
accord avec le faible pouvoir intercalant des psoralénes (92). Elles
sont également proches des énergies intervenant lors des
interactions adénine-chloroquine, amino-quinoléine étudiée au
laboratoire (45). Bien que de surfaces différentes, quinoléine et

psoraléne présentent donc des affinités comparables pour l'adénine.

Par contre, ces affinités sont plus faibles que celles mises en
¢vidence entre l'adénine et la quinacrine, autre intercalant de type
acridine étudié au laboratoire (46). Dans le cas du composé adénine-

Cz—quinacrine, il a ét¢ observé un repliement total entre O et 80°C.

* Les interactions mises en jeu sont de nature hydrophobe.

L'empilement disparait en solvant organique pour tous les modeles.

IT. ETUDE RADIOCRISTALLOGRAPHIQUE :

Dans le but de déceler et d'étudier les intéractions d'empilement
base-psoralene dans le cristal, les structures cristallines de quelques uns
des composés préparés ont été déterminées par diffraction des rayons X dans le
laboratoire de cristallographie de 1'Université de Bordeaux*.

Nous nous limiterons & résumer rapidement 1l'essentiel des résultats

obtenus.

1/ Structures cristallines des composés modeles étudiés :

Ces structures sont représentées successivement par la vue en
perspective de la molécule et la vue dans son arrangement dans le cristal.

* Le travail a été réalisé par J.P. BIDEAU, G. BRAVIC, C. COURSEILLE et R. EL
COUHEN dans le laboratoire de M. HOSPITAL.
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Composé Tii, -C~8Pso 64 :
8 4 p—

Figure 15 Figure 16

Figure 15 : Vue en perspective de la molécule de Thy—C4—8Pso 6d
Figure 16: Arrangement moléculaire du compogé Thy-C4-8Pso 6d avec les

liaisons hydrogine (&).

Composeé Ade-Cz-8Pso 8c :

Figure 17 Pigure 18

A
\_\\.\i
-~ Figure 17 : Vue en perspective de la mcliccule de Ade—03—8Pso 8¢

Figure 18 : Arrangement moléculaire {u compogé Ade—CB-BPso 8c




Composé Ade-C,~8Pso 84 :
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Figure 19 : Vue en perspective de la molécule de Ade—C4—8Pso 8d.

Figure 20 : Arrangement moléculaire du composé Ade-CA—BPso &ad.

Composé Thy-Ce—4',5'dh 8Pso 10e :
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Figure 21 : Vue en perspective de la molécule de Thy—-05—4' ,>'dh 8Pso 10e.

Figure 22 : Arrangement moléculaire du composé Thy-Cg-4',5"'dh 8Pso 10e. ’@




£/ Principaux résultats :

Nous dégageons ici rapidement les points les plus marquants de cette
étude.

Aucun empilement intramoléculaire n'a été observé, ce qui est

généralement le cas pour ce type de composés comportant deux noyaux
aromatiques différents.

Empilements intermoléculaires :

Un empilement intermoléculaire adénine-psoralene est observé pour le
compose Ade—C4—8Pso 8d. Dans le cristal, il y a formation de piles infinies
adénine-psoraline. Les noyaux se trouvent & une distance de 3,5 R et sont
pratiquement paralltles (angle de 9°). Le recouvrement se fait dans des
directions d'allongement du psoralene et de l'adénine perpendiculaires (figure

20,. Cette structure permettra de proposer un modele d'intercalation du

néthoxy-8 psoraléne dans 1'ADN.

Liaisons hydrogéne base~psoraléne :

Dans le cristal du composé Thy-Cy-BPsoO 6d chaque molécule est relice
4 deux voisines par deux liaisons hydrogene identiques entre la fonction
carbonyle du cycle psoraléne el l'hydrogéne porté par l'atome d'azote en
position % du cycle thymine (figure 16).

Une autre liaison hydrogine base-psoraléne est observée pour les
Composes Ade—er—BPso 8¢ et Ade—C4-—8Pso 8d. Flle lie la fonction carbonyle du
cycle psoralene & un hydrogene du groupement amine du noyau adénine d'une

autre molécule (Figures 18 et 20).

Recouvrement des doubles liaisons 3,4 de deux noyaux psoralene :

Dans le cristal du compogé Thy~C5—4',5'dh 8Pso 10e, nous remarquons

surtout la proximité (3,5 R) des liaisons 3,4 des noyaux psoraltne. Ces noyaux

sont en trans 1'un par rapport & 1l'autre et dans un arrangement téte & queue
(figure 22).
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I1 a été observé dans ce cristal et dans celui du composé
Thy-Ce-8Pso 6e, des photoréactions stéréosélectives. Ces photorcactions ont
cté étudides et sont décrites dans 1'étude photochimique (p. 118).

Dans le cas du composé '])hy—C5--8Pso 6e, la structure RX du
photodimire formé a été déterminée & partir d'un cristal du composé
' Thy-Cy-8Ps0 exposé & la lumiere du jour.

I1 semble donc que cette photoréaction dans le cristal perturbe peu
l'arrangement cristallin. L'avancement de la photoréaction pourra sans doute

&tre suivie par radiocristallographie.

IIT. CONCIUSION DE L'ETUDE PHYSICOCHIMIQUE :

Deux types de résultats se dégagent de 1'étude physicochimique des
modeles Thy-C,-8Pso 6, Ade-C,-8Pso g et Thy-C,-4',5'dh 8Pso 10 .

1. Nous connaissons maintenant le comportement conformationnel des
composés modéles dans différents milieux (solution, cristaux). Cette
connaissance sera utile lors des études de photoréactivité base-
psoraléne et également psoraléne-psoraléne : peut- etre le

repliement des modéles a~t-il une influence sur la photoréaction %

2. L'étude de ces composés apporte une meilleure connaissance des
interactions d'empilement base-psoraléne en précisant la nature
et 1'intensité des forces qu'elles mettent en jeu.

Avec ce type de modeles, il est possible de tester 1l'influence de
modifications structurales de l'intercalant sur son affinité pour
différentes bases.
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CHAPITRE LB

ETUDE PHOTOCHIMIQUE
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Nous connaissons le comportement conformationnel des modeles
prépares. Dans l'eau, ces co_mposés se presentent nettement sous une forme
repli€¢e dans laquelle les deux noyaux aromatiques pouvant photoréagir sont
superposeés. Par contre, dans les solvants organiques, ces interactions
disparaissent et la forme étendue prédomine.

Dans ces différentes conditions, nous allons maintenant examiner
leurs comportements photophysiques et photochimiques.

ETUDE PAR PHOTOLYSE ECIATR DE L'ETAT EXCITE TRIPLET DU NOYAU PSORALENE :

Qu'il s'agisse du psoraleéne lui-méme ou de ses dérivés méthoxylés
tels que le 8MOP 1 et le 5MOP 2, 1'état excité triplet apparait comme
généralement responsable, dans 1'ADN, de la premiére réaction de photoaddition
sur la thymine (3, 83, 93).

OCH,
. X
0" o | 0" o 0 Yo
‘ OCH, ’
Psoraléne gMoP1 SMOP 2

La désactivation du triplet du psoraléne par la thymine observée
dans differents solvants (94, 95) et le fait que 1'état triplet du psoraléne
intercale dans 1'ADN ait pu €tre étudié (96) sont tout & fait en accord avec
le role prépondérant qui lui est attribué.

Par contre, un certain nombre de résultats obtenus récemment restent
inexpliques :

. la vitesse de désactivation de l'état excité triplet du psoraléne
par la thymine libre est considérabiement augmentée par la présence d'eau :
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kg ethanol < 4.107 §71 (%) , kg ean = 7,5.108 &7 (94)

Ce phénomene n'est actuellement pas clairement interprété.

Dans différentes conditions, 1'état excité triplet du méthoxy-8
psoraleéne (8MOP) ne semble pas affecté par la présence de la thymine (95,97).
D'autre part, 1l'état triplet du 8MOP intercalé dans 1'ADN a été mis en
évidence et ¢tudié (8%,96). Ses caracteristiques sont trés comparables, &
l'état libre et & l'etat complex¢ dans 1'ADN.

Une connaissance plus approfondie des modifications de 1'état excité
triplet des psoralénes lors de leur intercalation dans 1'ADN s'avére donc
indispensable pour comprendre le mecanisme des photoréactions observées.

les ¢tudes physicochimiques UV et de RMN nous ont montré que les
composés préparés pourraient €tre de bong modeles pour €tudier 1'influence de
la complexation sur les propriétés de 1'état triplet du méthoxy-8 psoraléne.
Dans ce but, le composé Thy-Cy,-8Pso 6d a c¢té étudié par photolyse éclair au
Laboratoire de Biophysique du Muséum National d'Histoire Naturelle*.(Ce
compose a ete¢ choisi plutdt que les autres analogues en raison de sa

solubilite un peu plus €levée dans 1'eau).

1/ Proprié¢tés gg' 1'état excité triplet des psoralénes :

Les spectres d'absorption triplet-triplet d'un grand nombre de
furocoumarines ont ét¢ observés dans différentes conditions : 1l'allure des
spectres obtenus varie beaucoup avec le solvant ; les rendements quantiques de
passage intersysteme singulet-triplet @ 1sc sont faibles : par exemple, pour
le 8MOP, {§ g (benzéne) = 0,011 et § ;qp (éthanol) = 0,02 (94,95).

Une des propriétés les plus marquantes de l'état triplet des
psoralenes reside dans leur désactivation tres rapide par des molécules
restées & 1l'etat fondamental (94). La vitesse de cet%e désactivation est

pratiquement contrdlée par la diffusion.

* L'étude a ¢te réalisée par J.R. RONFARD-HARET dans le laboratoire de
R. BENSASSON.
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2 PsoG

5Pso* + 1PsoG
Photodimeres ou autres

photoproduits

Cette désactivation peut ou non conduire & une photoréaction. La
duree de vie de 1'état excité triplet des psoralenes est donc assez courte,
elle dépend fortement du solvant et de la concentration de la solution. Par
exemple, la durée de vie intrinseque de 1'état triplet du 8MOP dans le benzene
est de 1 us et de 10 pus dans 1'éthanol (94,95).

Dans l'eau, le spectre d'absorption triplet-triplet révéle une autre
propriete remarquable des furocoumarines : leur photoionisation (98). En
effet, lorsqu'une solution aqueuse de furocoumarine est éclairée avec un
laser,on observe vers 700 nm sur le spectre, l'absorption caractéristique de
1'¢lectron solvaté.

Celui-ci est formé suivant un processus biphotonique. Le psoraléne
est tout d'abord excité par un premier photon. L'état excité formé absorbe un
deuxitme photon, ce qui conduit & 1'obtention du radical cation et & la
liberation d'un €électron. Cet ¢lectron se fixe sur une molécule de psoralene

a4 l'etat excité pour former un radical anion.

1PsoG + hv -— 1pso* ——= Spgo*
1,5pso* + hv — Pso'T + e ag

1PsoG + e aq ——» Pso-

IL'existence de cet ¢lectron est mise en évidence par sa réaction
avec le protoxal N0 :

HO + € ag + N0 — N, + OH* + OH

Un barbotage de N,0O dans la solution conduit & la disparition de la
contribution de 1'électron solvaté dans le spectre observeé (*max = 720 nm, € =
1 ,85.104 1/mole/cm). '
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2/ ®tude de 1'état excité triplet du noyau psoraléne du composé
Thy-C,~8Pso dans 1'éthanol (forme ouverte) :

1'étude physicochimique réalisée a permis d'établir 1l'absence de
repliement dans 1'éthanol pour les composés modéles préparés.

Le spectre d'absorption triplet-triplet du composé Thy—C4-8Pso a
donc tout d'abord été enregistré dans 1'éthanol & différentes concentrations
et comparé avec celui du méthoxy-8 psoraléne (8MOP).
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Figure 2% : Spectre d'absorption transitoire obtenu immédiatement apres
excitation par un éclair laser & 325 nm du composé Thy-C,-8Pso 64  dans
1'éthanol. ‘

Le spectre obtenu (Figure 23) est trés proche de celui du 8MOP (95).
On constate €galement une forte influence de la concentration sur la durce de
vie de 1'état triplet. Une désactivation trés rapide par des molécules a
1'état fondamental a donc bien lieu comme dans le cas du 8MOP :

Thy-C 4—38Pso* + Thy—C4_1 8Psog -—+ 2 Thy-C 4—8PSOG ou photoproduits.
Par exemple, lorsque 1l'on passe d'une concentration de 2.10"4=

moles/1 & une concentration de 4.107%4 moles/1, la durée de vie du triplet

diminue -environ de moitié de 4 us & 2,2 us.
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2. .te observation est trés intéressante en vue des études de
photochimie des composes Thy-C,-8Pso, en effet nous pouvons attendre une forte

influence de la concentration sur la photoréactivité.

A partir des durées de vie tc déterminées & différentes
concentrations on peut définir des vitesses de disparition du triplet
caractérisées par les constantes kc = 1/7tc. L'ordonnée & l'origine de la
droite portant kc en fonction de la concentration nous donne la durée de vie
du triplet to en 1l'absence de désactivation par 1'état fondamental (durée de
vie intrinséque). La pente de cette droite correspond & la constante de
vitesse k' de la désactivation.

La durée de vie du triplet en présence d'oxygene a également été
déterminée. Elle est caractérisée par la constante de vitesse de désactivation
par 1'oxygene ko Op.

OPso* + 20, —» 1Pso + 10,%
Les résultats obtenus dans 1'¢thanol sont portés dans le tableau 8.

Ils sont compares aux valeurs décrites dans la littérature pour le 8MOP dans
1'éthanol (95).

t O k! kQ 02

us M‘1 s‘1 M‘1 s‘1
Thy-C,~8Pso 10 1,05.10% 3,9.109
8MOP 10 109 -

Tableau 8 : Propriétés des états excités triplet des ’composés Thy-C4~8Pso6d
et méthoxy-8 psoralene (8MOP) 1 dans 1'éthanol. ‘

Nous pouvons voir, dans le tableau 8, que dans 1'éthanol, 1'état
exciteé triplet du noyau psoraléne dans le compose Thy-C4-8Pso a tout a fait

les mémes propriétés que 1'état triplet du méthoxy-8 psoralene seul.




3/ Etude du composé Thy-C,—8Pso dans 1'eam (forme replide) :

Le spectre d'absorption triplet-triplet du composé Thy-C4—8Pso a été
enregistré dans un mélange eau—éthanol 98:2 . IL'étude physicochimique menée
précédemment nous permet d'estimer un degré de repliement au moins égal & 50 %
pour ce compos€¢ placé dans les mémes conditions.

6.
“° T
g
5 94
[
et
<0
0 4 |
° N
¢ 3
ﬁ -
c \+
S 21 N
o +
S W
g I 1 I 1 T ) |

380 420 468 564 548 588 620
LONGUEUR D’ONDE nm

Pigure 24 : Spectres d'absorption transitoires obtenus apres excitation par un -
¢clair laser & 265 nm du composé Thy-C4-8Pso 6d dans un mélange eau-e¢thanol
982 .

0 : Spectre obtenu immédiatement apres 1'excitation laser.

+ : Spectre obtenu 2,6 us apres l'excitation laser.

En hachuré contribution due & 1'électron solvaté.

Le spectre obtenu est reporté sur la Figure 24. Ce spectre a une
allure tout a fait analogue & celle du spectre du 8MOP dans l'eau (94) : Entre
400 et 470 nm, nous observons l'absorption triplet-triplet du noyau psoraléne.
Au dessus de 470 nm, une importante absorption due & 1'électron solvaté est
visible. Celle-ci disparait aprés barbotage dans la solution d'un capteur
d'électron, le protoxal . Comme le 8MOP, le composé Thy—C4—8Pso se photoionise'
sous éclairement laser.

La concentration de la solution étant limitée par la solubilité dans
l'eau du composé étudié, le spectre observé a une intensité trés faible. I1

14




n'est aonc pas possible dans ces conditions de mesurer toutes les
caractéristiques de 1'état excité triplet observé. Seule la durée de vie & une
concentration de 5.10'5 moles/1l a été mesurée, elle est d'environ 10 gs,
valeur & comparer & celle obtenue pour le 8MOP dans les mémes conditions :
2,5 us i 4,5.1072 moles/1 (99).

Dans l'eau la durée de vie de 1'état triplet du noyau psoraléne
compléxé avec la thymine semble plus élevée que celle du 8MOP seul en

solution.

4/ Conclusion :

Dans 1l'ethanol, les propriétés de 1'état excité triplet du noyau
psoralene des modéles Thy-C,-8Pso sont identiques & celles de 1'état triplet
du 8MOP. Ies composés modeles sont, dans ces conditions, sous forme étendue:
ce résultat n'est donc pas surprenant (95).

Dans 1l'eau, le spectre d'absorption triplet-triplet du noyau
psoraléne a pu €tre enregistré malgré la faible solubilité du composé
Thy-C4-8Pso. Le spectre observé est similaire & celui du 8MOP seul en
solution. Il faut noter cependant que de faibles différences ne sont
probablement pas visibles en raison de la faible intensité des signaux
enregistrés.

Il a été établi sans ambiguité par spectroscopies UV et de RMN que
le composé Thy-C4-8Pso se trouvait, dans 1'eau, sous une forme repliée pour
plus de 50 % des molécules.I1 est donc probable que 1'état triplet du noyau
psoralene n'est pas affecté sensiblement par les interactions d'empilement
avec la thymine.

Ceci va dans le sens des résultats de la littérature :

*  En présence de thymine, il n'a pas été observé de désactivation du
triplet du 8MOP (95, 97).

*¥  L'etat excité triplet du 8MOP intercale dans 1'ADN a éit€ observé
(83,96). Les caractéristiques de ce triplet sont proches de celles
du triplet du 8MOP libre, sa durée de vie , dix fois plus élevée
apres intercalation, pouvant feut—étre s'expliquer par une viscosité
plus importante du-milieu.



Nos résultats sont compatibles avec cette derniere observation :
dans 1l'eau, la durée de vie de 1'état triplet du noyau pscralene présent dans
le modele Thy—C4—8Pso est 4 fois plus élevée que celle du triplet du 8MOP
libre.

Une conclusion définitive concernant ce phénomene nécessite une
etude complémentaire. En effet, ces durdes de vie dépendent des constanfes de
vitesse de desactivation des triplets par les molécules restées a 1l'état
fondamental. Ces constantes sont probablement différentes dans 1l'ean pour le
8MOP et le composé Thy—C4—8Pso, surtout en raison du repliement.

11 sera probablement difficile ici de conclure, la faible solubilité
du 8MOP et du composé Thy—C4—8Pso dens 1l'eau ne permettant pas de mesurer ces
constantes et les durées de vie intrinséques des triplets de fagon précise.

Tous ces résultats se recoupent et indiquent que les
caracteristiques de 1l'état excite iriplet du 8MOP sont peu modifides lors de
la complexation avec la thymine de 1'ADN.

Une pliotoreactivité accrue de 1l'état triplet du 8MOP vis-a-vis de la
thymine n'est donc pas attendue lors de 1l'intercalation. Ceci est en accord
avec la mise en ¢vidence d'une photoaddition dans 1'ADN de 8MOP & 1l'état
triplet non intercalé conduisant & des monoadditions (100, 101).

Les modéles préparés se comportent tout & fait comme des modéles du
néthoxy-8 psoraleéne 8MOP et non du psoraléne.

ETUDE PHOT'CCHIMIQUE

Les études de photoréactivité des modeles ont été réalisées dans
1l'eau, solvant dans lequel nous avons observé d'importantes interactions
psoralene-base, et dans différents solvants organiques qui font disparaitre
ces interactions.
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I'irradiation de solutions désoxygénées des modeles a été réalisée a
365 nm, longueur d'onde utilisée dans la majorité des ¢tudes photochimiques

des furocoumarines.

I. INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE :

I1 est bien établi que les psoralenes sont capables de photoréagir
avec les bases pyrimidiques des acides nucléiques (3). En outre, quelques
travaux semblent montrer que le psoraléne et le méthoxy-8 psoraléne
photoréagissent ¢galement avec l'adénine (respectivement dans 1l'acide
polyadénylique (50) et le t-RNA (51)).

C'est aux photoréactions avec les bases pyrimidiques que sont
attribués les principaux effets biologiques observés.

On peut noter que les psoral&nes présentent une activité
photodynamique génératrice d'oxygeéne singulet (3, 102) qui peut entralner un
certain nombre de conséquences biologiques (érythémes, photoallergies...).
Des réactions de photooxydation des psoralénes se produisent également en
présence d'oxygéne singulet (103, 104).

A la fin des annces 60, 1'équipe de L. MUSAJO proposa un mécanisme
moléculaire pour l'action photochimique des furocoumarines dans 1'ADN (11,
21).

Aprés intercalation, les psoralénes s'additionnent photochimiquement
sur les bases pyrimidiques. Les doubles liaisons %,4 ou 4',5' du psoraléne
peuvent reagir avec la double liaison 5,6 de la pyrimidine pour former des
cyclobutanes (monoadduits 3,4 ou 4',5'). La photoréaction de deux doubles
liaiscons du psoraléne peut conduire & la formation d'un bisadduit. Les deux
brins de 1'ADN sont alors liés de fagon covalente. |

Ce mécanisme reposait & 1l'époque sur quelques données obtenues
surtout & partir de résultats de photodimérisation des psoraleénes et de leurs

photoréactions avec des bases libres .
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De nombreux travaux avaient mis en évidence une photodimérisation
trés rapide des psoralénes (11, 34, 35). Cette réaction met en jeu
essentiellement les doubles liaisons 3,4.

~ L'étude des photoréactions pyrimidines libres-psoralenes a été menée
par 1l'équipe de L. MUSAJO dans des conditions expérimentales tres difficiles *
en raison des possibilités de photodimérisation des psoralenes (28). Un
certain nombre de monoadduits en 4',5' ont €té isolés a 1'échelle du

milligramme mais n'ont pas été complétement caractérisés :

Thymine 5,6 & 4',5' psoraltne (analyse de 1'azote, RMN, UV).
Cytosine 5,6 ¢ 4',5' psoralene (analyse e¢lémentaire preche, UV).
Thymine 5,6 O 4',5' méthoxy-5 psoralene (UV).

En ce qui concerne les monocadduits 3,4, ils furent mis en évidence par
chromatographie, par spectrometrie UV et par réirradiation & 254 nm quiconduit
aux produits de départ.

Le mécanisme formulé & partir de ces résultats a été confirmé par de

nombreuses études ultérieures :

Les calculs théoriques montrerent en 1971 que la double liaison 3,4
des psoralénes est plus sujette & la cycloaddition que celle en 4',5' (105).
Différents adduits entre la thymine ou la thymidine et la diméthoxy-5,7
coumarine furent ensuite isolés et caractérisés (30, 106).

Il i‘allut'cependant attendre 1981, pour que les premiers résultats
complets soient obtenus :

* BEn 1981, S.Y. WANG et Coll. (%1) décrivent la photoréaction
intermoléculaire du méthoxy-8 psoralene ] avec une base modifiée :
la diméthyl-1,3 thymine. Cette phoi‘;oréaction se fait dans
l'acétonitrile gelé. Deux adduits diméthyl-1,3 thymine 5,6 & 3,4-
8MOP cis anti et cis syn se forment avec un rendement assez élevé :
25 % au total.

* Grand exces de thymine (x100), solution agueuse de psoraléne (1072 &
1074 moles/1), irradiation en solution geldée (5 & 15 litres).
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*  En 1982, pour la premiere fois, un adduit thymine 5,6 & 4',5'
méthoxy-8 psoraléne cis syn fut obtenu et caractérisé complétement
(RX) par 1'équipe de E.J. LAND (32).

*  Parallelement, J.E. HEARST, H. RAPOPORT et Coll. étudierent les
photoréactions d'un certain nombre de psoralenes avec 1'ADN (38,
39). Ils isoleérent et caractériserent de nombreux monoadduits &
1'échelle du microgramme. Dans le cas du 8MOP 1 par exemple, ils
obtinrent leg adduits cis syn suivants :

Cytidine 5,6 & 4')5' 8MOP 2 %
Thymidine 5,6 ¢ 4',5' 8MOP 50 %
Thymidine 5,6 ¢ 3,4 8MOP 20 %
Bis adduits 45 %.

Que ce soit lors de la photoréaction intermoléculaire thymine-
psoraléne ou lors de la photoaddition du psoralene dans 1'ADN, on ne comnait
pas encore les raisons qui conduisent & un monocadduit en 3,4 plutdt qu'a un
monoadduit en 4',5'. Les proportions relatives de ces monoadduits ne sont
d'ailleurs pas clairement établies. Par exemple, dans 1'ADN, des études
cinétiques indiquent la formation plus importante du monoadduit 3,4 (107),
alors que parmi les monoadduits isolés (38, 39), c'est le monoadduit 4',5'
qui prédomine (50 %). D'autre part, les calculs théoriques prévoient une

photoréactivité accrue en 3,4 (105).

Il n'existe pas de réponse satisfaisante & toutes ces questions.

Le probleme de la structure des bisadduits fut résolu en 1982 par
1'équipe de H. RAPOPORT qui confirme la structure postulée (40). Ces auteurs

montrerent ¢galement que les monoadduits 4',5' sont & l'origine de 1la
formation des bis adduits. :

De nombreuses questions restent posces sur le mécanisme d'action des
furocoumarines dans 1'ADN :
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*  Au niveau moléculaire :
Nature des adduits minoritaires ou/et instables (avec 1'adénine
par exemple).
Propriétés et importance des adduits formés.
Mécanisme des photoréactions : influence de 1l'intercalation,
rdole des états excités.....

*  Au niveau biologique :

Relation entre les modifications chimiques de 1'ADN et les

activés biclogiques observées.

II. ETUDE DES MODELES THYMINE-PSORALERE :

A. PHOTOREACTIVITE DES MODELES THYMINE-METHOXY-8 PSORALENE
Thy—C,8Pso 6 :

1/ Photoproduits attendus :

Nous pouvons dresser la liste des produlits attendus, compte-tenu des
resultats de la littérature et de la structure des composés préparés.

Tous les photoproduits thymine-psoralene isolés jusqu'a ce jour sont
des adduits de type[?+2] résultant de la réaction de la double liaison 5,6 de
la thymine sur une des deux doubles liaisons 3,4 ou 4',5' du psoraléne avec
formation d'un cyclobutane. Ces adduits peuvent présenter une stéréochimie cis
ou trans, liée & la position des deux noyaux thymine et psoraléne par rapport
au plan du cyclobutane. Une structure syn ou anti est définie par
1l'orientation téte-queue des noyaux l'un par rapport & l'autre. Pour
distinguer ces deux dernitres configurations nous reprendrons la définition
donnée par H. RAPOPORT et Coll. (38, %9, 40) :

*  La configuration syn (téte & téte) correspond & une position

adjacente sur le cyclobutane de l'azote 1 de la thymine et du
carbone 2 ou de 1l'oxygene 1 du noyau psoraléne.
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* Dans la configuration anti (téte & queue), ces mémes atomes sont
liés & deux carbones du cyclobutane diagonalement opposés.

Au total, huit adduits thymine-psoraléne sont envisageables lors de

la photoréaction intermoléculaire.

lrans-syn trans-onti cis-syn cis-anh

Monoadduits 3,4

Pour étudier ces photoadditions, nous avons préparés deux séries de
modeles complémentaires, les modeles thymine-méthoxy-8 psoralene Thy-C,-8Pso 6
et les modeles thymine-méthoxy-5-psoralene Thy-C, —~5Pso 15 (ceux—ci étant
‘préparés par G. HUART, chercheur de %¢me Cycle du laboratoire) :

o : (CH )~
Hay CH, ; N /_ o
J\ l NYO / AN
0” N 0o | o .
\ o H,C H 0” "o
cr)— 0
n=345612: 6 n=2,345612: 1;

Comme on peut voir sur le schéma ci-dessous et & partir de modeles
moleculaires, les compos€s Thy-C,-8Pso 6 et Thy-C,~5Pso 15 pourront former des
adduits [2+% de fagon équivalente en 3,4 ou en 4',5', en cis ou en trans. Par
contre, les composes Thy-C,-8Pso __6___ ne conduiront qu'a des adduits syn et les
composes Thy-C,-5Pso 15 & des adduits anti.
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Pour wne série de modtles, la série Thy—Cn78Pso£; par exemple, nous
pouvons don~ =btendre la formation de quatie adduits de type cyclobutane.

De méme au niveau de ces modeles, la photodimérisation psoralene-
psoralene reste, possible. Pour éviter ces réactions, nous nous placerons lors
de notre ¢tude en milieu trés dilué (1072 & 1074 moles/1).

2/ Essais wréliminairess

Dans le but de mettre au point les conditions d'irradiation des
divers modeles, nous avons ¢1é amnends & réaliser un certain nombre d'essais
préliminaires en faisant varier différents parameétres tels que le solvant

d'irradiation, la durdée, la concentration.

a) Méthodologie :

En raison du triés grand nonbre d'essais & mener & haute dilution,
nous avons mig au point une wmethologie d'identification rapide des
photoproduits formés :

L'analyse des solutions irradices se fait par chromatographie
liquide hautes performances (CLHP)., La detection des produits formés est
réalisée par spectrophotometrie UV simultanément & deux longueurs d'onde 254
et 365 nm. Le rapport d'absorption & ces deux longueurs d'onde A (254/365)
sera utilise pour caractériser les photoproduits formés.

Les solutions irradices seront réirradices a4 254 nm. Dans ces
conditions, les photoadduits de fType cyclobutane doivent reformer les composés
modeles de départ (28, 29) el seront ainsi rapidement identifiés.

Enfin, parmi ces adduits, ncus pourrons distinguer facilement les
adduits 3,4 des adduits 4',5' & partir des résultats de la littérature (28,
29, 31, 32). En effet, les adduits 7,4 n'abscrbent pas la lumitre & %65 nm
alors que les adduits 4',5' absorbent beaucoup plus & 365 nm que le modeéle de
départ. ‘

b) Premitres indicavions .

Les essais d'ivradiation nouas ont tout d'abord révélé une faible
photordactivité des composés Thy-C.-8Ps> 6 Méme en solution diluse et malgré



des eclairements ¢nergetiques importants (voir p 157), les temps d'irradiation
nécessaires vour atteindre un équilibre photostationnaire sont longs (3 &
30h).

Influence du solvant :

La nature des produits formés varie beaucoup avec le solvant (eau,
éthanol, acétonitrile, acétone, dichlorométhane, DMF, DMSO, mélanges eau—
solvant organique). Pour de faibles concentrations en produit de départ
(10-4 M), on observe, dans un solvant donné, un ‘photoproduit souvent
majoritaire, quelquefois instable et presque toujours accompagné d'une forte
proportion de compose n'ayant pas réagi (Figure 25 et Tableau 9).
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Figure 25 : Chromatogrammes (CLHP, PE 50) de solutions du composé Thy-C4-8Pso
64 irradices & 365 nm (3.0~ moles/1).

I : Eau-éthanol 95 : 5, 8h d'irradiation, II : Ethanol, 4 h, III :
Acétonitrile, 3 h, IV : Acétonitrile , 6h.

I, ITI, III : Proximité de 1'état stationnaire, IV : L'irradiation est trop
longue, le photoproduit se décompose au cours du temps bien que n'absorbant
pas & 365 nm. A, B, C : Photoproduits majoritaires.
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L'état photostationnaire est souvent difficile & obtenir, certains
produits se décomposant en cours d'irradiation (dans l'acétonitrile,
1'acétone, le mélange eau-acétone 50 : 50).

D'autres photoproduits ont la particularité d'absorber & 1la
longueur d'onde d'irradiation, une exposition trop longue conduit & leur
disparition (eau, éthanol, figure 25).

Dans le dichlorométhane, la DMF et le DM30, les photoproduits sont
plus nombreux, certains sont instables.

Influence de la concentration :

Comme le laissait prévoir 1l'étude en photolyse éclair du composé
Thy-C4-8Pso 6d, nous avons constaté une forte influence de la concentration :

v

1. Sur la nature et le nombre des photoproduits, (C > 1072 moles/1)
(Pableau 9, composé Tlly—C4—§Pso 6d).

2. Sur la photoréactivité. Méme pour des concentrations faibles
(< 1079M), les temps d'irradiation nécessaires sont trés longs

(Tableau 9). Ils augmentent rapidement lorsque la concentration
devient plus importante.
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Concentration en 3.10™2M 10~4M 3.10™4M 8.10%

compos¢ irradié

Thy-C4-Pso 40 & 60% < 40% < 20% nombreux
Cmax T 3 2,5 photoproduits
Ethanol t 3h 4h Th >15h

TfW—C1 2—8PSO T
CmaX 1 1 ’5 1 ,4’ 1 ’3
Acétonitrile t 3h Th 10h 20h

Tableau 9 : Photoréactivité des composés Thy-C,~8Pso 6 en fonction de la

concentration.

Les valeurs indiquées ont été déterminées par analyse en CIHP pour des temps
d'irradiation t conduisant & un équilibre photostationnaire.

T: taux de reaction déterminé & partir de la proportion de composé irradié
restant. Cmax : Concentration en photoproduit exprimée en unité arbitraire et

calculde & partir des hauteurs de pics (CLHP) et des volumes injectés.

Nous avons observé dans tous les cas une diminution trés importante
du taux de photoréaction lorsque la.concentration augmente. Par exemple, nous
voyons sur 1le tableau 9, que pour les composés ’l‘hy—C4-—8Pso 6d et
Thy-Cy,-8Pso 61 irradiés respectivement dans 1'é¢thanol et dans 1l'acétonitrile,
la concentration maximale en photoproduit majoritaire n'augmente pas avec la
concentration de départ.

La désactivation de l'état excité triplet du noyau psoraléne par des
molécules a 1'état fondamental est probablement responsable de la diminution
de cette photoréactivité lorsque la concentration augmente (phénoméne mis en
évidence lors de 1l'étude en photolyse éclair du composé Thy-C,4-8Pso 64).

c) Conclusion de ces essais
La stabilité thermique des deux photoproduits majoritaires formés
respectivement dans 1l'éthanol et dans l'eau, s'est avérée bonne alors que dans

d'autres solvants, les photoproduits se déComposent a température ambiante ou

a l'évaporation.
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Nous avons donc choisi d'isoler les photoproduits formés dans ces
deux solvants.
Nous nous placerons & des concentrations trés faibles (de l'ordre de

10~4 moles/1) de fagon & obtenir un taux de réaction maximum (Tableau 9).

3/ Etude dans 1'éthanol :

Nous avons irradié & 365 nm des solutions dans 1'éthanol des modeéles
Thy-C,-8Pso 6 & des concentrations de 3.10™°M.

Pour tous les composés, quelle que soit la longueur de la chalne, on
observe la formation d'un produit majoritaire.

Nous pouvons voir dans le tableau 10 que tres vraisemblablement la
nature de ce photoproduit ne varie pas avec la longueur de la chalne carbonée
(n =3, 4, 5, 6 et 12), le rapport d'absorption A (254/365. nm) restant
constant et les temps de rétention évoluant comme ceux des composés modéles.

-

Composés irradiés Photoproduits Conditions
majoritaires d'élution
tg - A ty A CLHP
Thy-C-8Pso? w20 24,9 10mr00 10,6 PE 50
Thy—C4—8Psoa Tur0 24,2 10mm O 10,4 PE 50
Thy-C5-8Pso® 8mr35 24,3 10mr45 10,5 PE 50
Thy—C¢-8Pso® 9mn40 24,0 11mn25 10,4 PE 50
Thy—C4 ,-8Pso® 9mn35 24,3 10mn55 10,4 PE 80
Thy—C; ,~8PsoP 1 11moo 12,0% PE 80
Tableau 10 : Caractéristiques CLHP des photoproduits formés lors de

1l'irradiation & 365 nm de solutions des composés Thy—Cn—BPso g dans 1'¢thanol
(a), ou dans le mélange eau-éthanol 50 : 50 (b). ty : Temps de rétention ; A:
Rapport d'absorption 254/365 nm.

* Porte incertitude sur cette valeur en raison de la faible proportion de

produit formé.
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quilibre, il reste toujours une forte proportion du produit de
départ (60 & 80 %). Cet état photostationnaire est difficile & atteindre,
les photoproduits absorbent la lumiére & 365 nm (Tableau 10) et une
irradiation trop longue provoque leur décomposition.
| En ce qui concerne la structure de ces composés, nous pouvons faire
tout d'abord deux remarques :

-~ Réirradiés a 254 nm, les photoproduits ne conduisent pas aux modeles
de départ, ce ne sont donc pas des adduits de type cyclobutane.

~ Ces produits sont assez stables lors de 1'évaporation de 1'éthanol.

Dans le cas du composé Thy-C,~8Pso bd,la photoréaction se fait avec
un rendement meilleur. Nous avong donc irradié ce composé en solution dans
1'éthanol & une concentration d'environ 10~4 moles/1l afin d'isoler 1le
photoproduit majoritaire.

Apres purification, quelques milligrammes ont €té isolés.

Les spectres de masse (impact électronique, ionisation chimique avec
le meéthane et l'ammoniac) indiquent une masse moléculaire probable de 428, qui
correspbnd a la fixation d'une molécule d'éthanol sur le composé Thy—C4—8Pso
§___d____ (M = 382). Dans ces spectres, nous retrouvons les coupures classiques du
noyau thymine.

La comparaison du spectre de RMN ' de ce photoproduit avec celui du
composé de départ Thy—C4-8Pso 6d révele tout d'abord que la thymine est
inchangée : les déplacements chimiques des protons H6 et CI—{-B sont identiques
dans les deux composés.

Nous trouvons également dans le specire du photoproduit, les signaux
des protons aromatiques du psoraléne présentant toutefois une modification
importante de la constante de couplage des protons en position 3 et 4. Cette
constante passe de 10 Hz pour le compose de départ & 16 Hz. Cette augmentation
de la constante de couplage est en faveur d'une ouverture de la lactone avec
isomerisation cis-trans de la double liaison %,4 : on trouve dans la
littérature (108) les données suivantes :

4 4 COOH
3 AN
m 3
0 (o] OH
= 7 J = 16
JS,M lOHu 3))4 HZ



uew signaux d'un groupement éthyle sont visibles sur le spectre : un
quadruplet centré & 4,20 ppm et un triplet & 1,30 ppm. Le déplacement chimique
du quadruplet peut €tre comparé a ceux dennés dans la littérature (109).

- Pour un ester RrCOOCEQ—CHB CHo
- Pour un é¢ther de phénol Ph~0-CHy—CHz CHy

4,20 ppm
3,90 ppm

i

Ces données sont compatibles avec la structure suivante dans
laquelle le groupement éthyle est engagé dans une fonction ester :

COGC,H;

Cette structure a ét¢ confirmée par comparaison avec un échantillon
authentique obtenu par une autre voie (composé 21, p 96-97).

Nous avons préparé par une autre voie un composé analogue ayant une
chalne carbonée plus longue (n = 12 ; composé gg).

Celui-ci a été identifié par CLHP.;L.photoproduit formé lors de
1'irradiation du modele Thy-C,,-8Pso 61 dans 1'éthanol.

En ce qui concerne les autres photoproduits issus des modeles Thy-
C,—8Pso 6 présentant des longueurs de chalne différentes, nous avons vu
précédemment que leurs caractéristiques CLHP étaient indépendantes de la
longueur de cette chaine (n=3, 4, 5, 6, 12). l

L'ensemble de ces résultats mcntre bien que la nature des
photoproduits ne dépend pas de la longueur de la chalne reliant la thymine au

psoralene. Ces photoproduits ont la structure suivante :

o]
H\ LH; e COOCZHS
N N ~
8 200
07N r/ OH
\ S

r)——
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4/ Ttude dans l'eau :

L'irradiation & 365 nm de tous les composés Thy-C,~8Pso 6 dans l'eau
3 une concentration de 3.1072 moles/1 conduit & la formation d'un photoproduit
dont la nature ne varie probablement pas avec la longueur de la chalne
carbonée (n= 3, 4, 5, 6, 12) comme 1'indique le tableau 11

~ Les rapports d'absorption A des photoproduits formés sont les mémes.
- Les temps de rétention tg de ces photoproduits suivent 1'évolution

de ceux des modeles t°R.

Plusieurs remarques sont en faveur d'une photoréaction tout & fait
comparable & celle qui se produit dans 1'éthanol :

*  Ta nature des photoproduits semble ne pas &tre affectée par la
longueur de la chaine carbonée (Tableau 11 ).

Le composé Thy-Cy,-8Pso 61 n'a pu étre irradié dans l'eau pure a
cause de son insolubilité. Irradié dans un mélange eau-éthanol 50 :
50, il donne deux produits ayant l'un, les mémes caractéristiques
chromatographiques que celles du photoproduit formé dans 1'éthanol
et 1'autre, celles des photoproduits formés dans 1l'eau (Tableau 11).

*  Tes temps de rétention en CIHP des photoproduits formés dans 1'eau
sont tres sensibles au pH du mélange éluant. Dans le cas d'une
addition d'eau, similaire & celle d'éthanol, nous attendons la
formation d'un acide qui serait donc sensible au pH du mélange
analytique.
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Composds irradiés Photoproduit Condition
majoritaire d'élution
t°g A g A CTHP
Thy—C3—8Psoa 7mn30 24,9 61CO 20,9 PE 50 pib
bun3h 20,0 EI 50 pHS
Thy—C4—8Psoa 8mnQ0 24.,6 omnz5 20,4 PE 50 pHS5
Tmn50 20,7 EI 50 b
Thy-C5-8Pso?®  8mrb0 24,8 g5 20,5 PE 50 pHb
4un35 21,9 EI 60 o5
Thy—Cg-8Pso?  Ymrv0 24,3 805 20,7 PE 50 pHS
6mn25 22,5 EI 60 O
Thy—Cio-8PsoP  9mm35 24,3 | 6mn35 20,7 PE 80 TH5
TmnGs 21,0 EI 80 bbb

Tableau 11 : Caractéristiques CLHP des photoproduits formés lors de
1'irradiation de solutions agueuses des composés Thy-C,-8Pso 6. Solutions &
3.107°M dans un mélange eau-éthanol 95 : 5 (a) ou 50 : 50 (b). tg : Temps de
rétention, A : Rapport d'absorption 254/%65 nm.

Si ces hypotheses sont exactes, on peut relier directement les
photoproduits obtenus dans l'eau et dans 1'éthanol ; les esters formés dans
1'éthanol devant conduire par hydrolyse aux acides obtenus dans 1'eau.

Les mélanges de photoréaction obtenus dans 1'éthanol ont donc été
chauffés quelques minutes en présence de soude concentrée. Les produits
d'hydrolyse ont ét€ analysés par CLHF en éluant avec un milieu tamponné et
compares aux photoproduits observég dans 1'eau (Tableau 12).

Bien que 1'hydrolyse aboutisge dans certains cas (Thy—er—BPso 6c et
Thy-Cyo-8Pso 61) & la formation de plusieurs composés, l'un d'entre eux a
toujours les mémes caractéristiques CLHP (temps de rétention et rapport

d'absorption) que celles des photoproduits formés dans l'eau (Tableau 12).




Composes irradiés Produits Photoproduits Conditions
d'hydrolyse majoritaires d'élution CLHP
tR A tR A
Thy—C»-8Pso éc 5mn55 20,9 6mr00 20,9 PE 50 pb
Thy—C4—8Pso é_g 6mn25 20,0 6mn25 20,8 PE 50 &b
Thy-Cg-8Pso 6e | 7mr25 19,5 Tmn25 19,5 PE 50 ©H5
Thy—C-8Pso 6 8mno5 19,3 8mr05 20,0 PE 50 1B
Thy—C1 2’—8PSO g_l. 6mn30 20 ,7 61111'135 20 ,0 PE 80 THS

Tableau 12 : Caractéristiques CIHP des composés formés lors de 1l'hydrolyse de
solutions des composés Thy-C,-8Pso 6d dans 1'éthanol préalablement irradiées &
365 nm { & 1'équilibre photostationnaire). Ces caractéristiques sont comparées
avec celles des photoproduits formés lors de 1l'irradiation de ces mémes
composés dans un mélange eau-é¢thanol 95 : 5
Rapport d'absorption 254/3%65 nm.

. tgp : Temps de rétention, A :

Nous avons préparé deux composés témoins Thy~Cy-8Ps€0oH 19 et
Thy-C4 ,~8PsoCOH 20 (p 96) ayant la structure de l'acide attendu.

Les caractéristiques CLHP de ces témoins sont identiques & celles
des photoproduits mis en évidence lors de 1l'irradiation dans l'eau des
composés Thy-C,-8Pso 6d et Thy-C45-8Pso 61. Ces caractéristiques sont
dgalement les mémes que celles des photoproduits formés a partir des autres
modeles e¢tudiés (Thy-C,-8Pso

:6c,n=3; 6e, n=5; 6f, n=06. Tableau
11).

La structure de ces photoproduits se trouve ainsi prouvée d'une
maniere non ambigue

o
Hj‘\)j/cm Y o CO0H
07N OH
\ o
CH)—

En résumé, il apparalt que la photoréaction la plus importante se produisant &
la fois dans l'eau et dans 1'éthanol lors de 1'irradiation des modeles

Thy-C,-8Pso 6 consiste en une ouverture du cycle pyrone de la furocoumarine.
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A notre connaissance, cette photoréaction n'a pas été décrite dans
la littérature pour le composé actif, le méthoxy-8 psoraléne 8MOP 1. Nous nous
sommes donc attachés & mettre en évidence la formation éventuelle d'un

photoproduit d'ouverture de ce composé.

5/ Photoréactivité des méthoxy-8 et propoxy-8 psoral‘e'nes
dans 1'eau et dans 1'éthanol :

et 13

1

. Nous avons tout d'abord irradié & %65 nm des solutions de 8MOP 1 a
une concentration d'environ 5.10"5 moles/1l dans 1'eau.

Comme pour les modeles, nous observong une photoréactivité faible.
I1 se forme un photoproduit majoritaire qui absorbe la lumiére & %65 nm. A
1'équilibre photostatonnaire, il reste une forte proportion de produit de
départ ( > 80 %) (Figure 26).

Irradié dans 1'éthanol, le 8MOP 1 a un comportement photochimique
comparable : il apparait un photoproduit magoritaire, différent de celui formé
dans 1'eau (Figure 26). ‘

365nm '
1 1
1
1
A VJB\J
254am J'L‘—/IJ

I | 11

Figure 26 : Chromatogrammes CLHP de solutions de méthoxy-8 psoraléne 1
irradiées & %65 nm (5.10~2 moles/1l). I : Eau-éthanol 95 : 5, 8h
d'irradiation. II : Ethanol, 6h d'iradiation. A, B : Photoproduits
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majoritaires.

En raison des faibles photoréactivités observées et des
concentraticns utilisées, nous n'avons pas cherché & isoler ces photoproduits.

Apres irradiation la solution éthanolique a été traitée en milieu
basique. I'analyse CIHP indique la formation d'un composé qui est identifié au
photoproduit obtenu lors de l'irradiation dans 1'eau (Tableau 13).

Composé€s irradiés Photoproduits Conditions
majoritaires d'élution
t°R A g A CLHP
8Pso—(}5a 10mn25 19,6 | 12mn25 8,9 PE 50
8MOP2 T35 19,6 | 10mn35 9,0 PE 50
8Pso-Cz°  10m25 19,6 | Tmn50 20,0 PE 50
8MOPP T35 19,6 | 5mi35 18,1 PE 50 pH5
5mn35 18,5 EI 60 ©HS
8MOPC 535 17,3° PE 50 pH5
hydrolyss 5mn35¢  18,2° EI 60 pH5

Tableau 13 : Caractéristiques CIHP des photoproduits majoritaires formés lors

de 1l'irradiation & 365 nm des composés 8Pso——C3 13 et 8MOP 1. a : Irradiation
dans 1'éthanol. b : Irradiation dans un mélange eau-¢thanol 95 : 5. ¢ :

Caractéristiques du produit de saponification d'une solution de 8MOP irradié
dans 1'éthanol.

Le propoxy-8 psoralene 13 irradi€é en solution diluée dans 1l'eau et

dans 1'éthanol montre un comportement comparable (CIHP ; Tableau 13).
Tous ces résultats permettent de proposer les structures 17 et 18

pour les photoproduits issus de 1'irradiation du 8MOP respectivement dans
1l'eau et dans 1'éthancl :

COOH
coo
| / X y N C:Hs
oH 17 OH

OCH, OCH, =

rach
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Dans le but de confirmer ces structures et de fagon & disposer de
quantités suffisantes de produits pour en étudier les propriétés, nous avons

entrepris de les préparer par vole univoque.

6/ Préparsiion des composés témoins :

Tous les photoproduits mis en évidence sont des dérivés de l'acide

trans (hydroxy-6, méthoxy-7) benzofuryl-5 propénoique 8MOPCOH 17.
a) Préparation du composé 8HMOPCOoH 17 :
La preéparation de cet acide a ¢té décrite dans la littérature (59,

110). Elle se fait par réaction de 1l'éthylate de sodium sur le méthoxy-8
psoraléne 1 suivie d'une hydrolyse :

-+
N X 1) EtO Na , X COOH
A& - ¢
O F 0o 2) H,0 OH
QCé”%v OCH
3 T’ 3 :'—7

Le composé 17 a ¢té ainsi préparé avec un bon rendement (80 %).

Les résultats de 1'étude photochimique dans l'eau nous ont incité a
étudier si ce produit 17 se formait bien lors de 1l'irradiation du 8MOP en

milieu basigue. En effet, l'ouverture chimique de la lactone par une base
q 3 q b

devrait favoriser la formation de 17. D'autre part, nous trouvons dans la

littérature,un travail qui décrit 1'apparition de produits fluorescents

lorsque l'on irradie des solutions de coumarines ou de furocoumarines dans la
soude aqueuse (111). Les produits formés n'ont pas €té isolés par les auteurs
qui font néanmoins 1'hypothése dune réaction conduisant & l'ouverture de la

lactone suivie d'une photoisomérisation.

Nous avons irradié & %65 nm le 8MOP 1 en solution dans un mélange
cau-éthanol 90 : 10 & une concentration d'environ 2.40~2 moles/l en présence
de soude (0,05 M). Nous avons ainsi obtenu avec un bon rendement (65 %) un
produit dont les caractéristiques sont identiques & celles de l'acide 8MOPCO,H

17 préparé précédemment.
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