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Les acides nucléiques [ADN et; PIiM) occupent urie place prépondérante 

prnii l e s  macromolécules biologiques, etdszt essent iels  à la division e t  à l a  

cro issance  c e l l u l a i r e s .  Toute modlf iea'cion cliimique ou physique de ces 

systèmes aboutit à des désordres graues. 

On cons ta t e  que de nombreuses siabstances ag i s sen t  au niveau de 

l'ADN, ir~duisarit, selon l e  cas, des réponses biologiques t r k s  variables. Parmi 

ces conipo&s, on trouve aussi bien des mbstaxices u t i l i d e s  en cliimiotli&rapie: 

a n t i b a c t e r i e n s ,  a n t i c a n c é r e u x ,  a r i t i m a l a r i q u e s  ... que des  s u b s t a n c e s  

essentiellen~ent toxiques, mutagkries e-t; cancerog&nes .... Sur l e  plan s t ruc tura l  

t o u t e s  ces  niolécules présentent  un po in t  commun, c e l u i  de posskder une 

s tructure (ou un élément de structurej arorriatiqde. 

Parmi ces  s u b s i m c e s ,  l e s  furocoi~r;iarines s e  d i s t inguen t  t o u t  

par t icu l ihrenient  en r a i son  de l e u r -  divt;r.ss-;co propr-iétés b io logiq~es  l i é e s  à 

une action pli~tochimique - - - - - .  sur l e s  acides nucléj-ques. 

mo Une fur-oé awiar l,;v l inéaire  ou psoralkne : 

I 
OCH, le inéLhoxy4 psoralène . 

Bien que t r & s  Gtudié, l e  mécaiiisnlt? d 'ac t ion  des furocoumarines au 

niveau de l ' A D N  n ' e s t  actuellemerit pas com?l&tcrnent élucidé. 

Dans ce t r a v a i l ,  nous ~résel:?-('i?n cont r ibut ion  à l ' é t u d e  de ce 

mecanisnie à p a r t i r  dkrie approche o r i g i n a l e  ;.ILI corisiste à modéliser  l e s  

irit&ractions e t  l e s  pliotoréactions des psoralknes avec l e s  bases de l ' A D N .  



L E S  F U R O C O U M A R I N E S  - _ -  -_------------ 

Les furocoumarines sont des composés hétérocycliques oxygénés 

d'origine naturelle que l'or1 peut diviser en deux familles importantes : 

- Les furocoumarines "linéaires" ou psoralknes : 

Psoralène * Méthoq-8 Psoraléne Méthoxy-5 Psoralène 

- Les furocoumarines "angulaires" ou &licines : 

On rencontre ces composés principalement dans deux familles de 
plantes (1 ) : 

- Les ombellifères (céleri, persil, panais, an&lique. . .) 
- Les mtacées (oranger, citronnier, pamplemoussier. . . ) 

La fonction des furocoumarines dans ces plantes semble ëtre 

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



Quelques unes des p r o p r i & t é s  photobiologiques des furocoumarines 

e t a i e n t  connues d e s  a n c i e n n e s  c i v i l i s a t i o n s  o r i e n t a l e s  ( I n d i e n n e ,  

Egyptierine..) depuis p lus  de 3000 ans (5) .  Des anciens  manuscrits Indiens  e t  

Egyptiens du XIIIème s i è c l e  f o n t  par exemple mention du t r a i t emen t  de 

leucodermies [ v i t i l i g o )  par a p p l i c a t i o n  s u r  l a  peau de cataplasmes f a i t s  à 

p a r t i r  de plantes. 

De riombreux cas de pllotodermatites apparaissant après une exposition 

au  s o l e i l  d'une peau ayant é t é  en contac t  avec c e r t a i n e s  p lan tes  s o n t  

également cormus depuis longtemps. 

Bien que t r h s  u t i l i k e s  dans l e s  remèdes de campagne, ces propriétt.s 

n'ont fait l 'objet de recherches biologiques actives qu' ' à  par t i r  de 1938 (6). 

Ces recherches t rouvèrent  l e u r  aboutissement dans l ' u t i l i s a t i o n  

r6cente de certains psoralènes, en part icul ier  du méthoxy-8 psoralène e t  du 

triméthyl-4,5',8 psoralkne, dans l e  traitement de deux maladies de peau t r è s  

réparidues l e  v i t i l i g o  (5) e t  l e  p s o r i a s i s  (depuis  1974 (7)). Le v i t i l i g o  s e  

c a r a c t é r i s e  par l ' a p p a r i t i o n  de s imples  ou de multiples plaques blanchâtres 

rgsultant d'une d6fic;ience des ce l lu les  produisant la  mélanine. - Le psor ias is  

e s t  une autre  maladie de peau s e  manifestant par une prolifération a~ormale  de 

l'épiderme sous forme de plaques rougeâtres qui s e  développent sur n'importe 

quelle par t ie  du corps. Cette maladie t r è s  invalidante - e t  souvent défigurante 

a t t e i n t  environ --- 28 de la popdat ion  (8). 

Le t r a i t emen t  u t i l i s a n t  corij ointement l e s  derivés du psoralène en 

p r i s e  o r a l e  e t  l ' expos i t ion  de l a  peau aux rayons WA (320-400 nm) a é t é  

appelé PWA thérapie e t  represente l e  principal traitement de ces maladies. I l  

permet de soigner environ 85 % des cas (8). 

Les propridtés mél&og&nes (4) des psoralènes ont 6galemen-t conduit 

à l e u r  add i t ion  dans c e r t a i n e s  crèmes s o l a i r e s  (on u t i l i s e  en généra l  l e  

méthoxy-5 psoralène ou bergaptkrie). On trouve aussi des furocoumariries dans de 

nombreuxproduits employés en parfumerie ,  p r o d u i t s  contenant des essences  

naturel les  (eau de Cologne contenant de l'essence de bergamote (8)). 

Toutes c e s  u t i l i s a t i o n s  peuven t  ê t r e  accompagnées d ' e f f e t s  

i n d é s i r a b l e s  (érythèmes, p r u r i t s  (10))  analogues à ceux observés depuis  

longtemps l o r s  du contac t  de l a  peau avec c e r t a i n e s  p lan tes  s u i v i  d'une 

exposition au s o l e i l  ( f eu i l l e s  de f iguier ,  cé le r i ,  panais (1 1 ) . 



Para l lk lement  au developpement des a p p l i c a t i o n s  des p r o p r i é t é s  

photobiologiques des  furocoumarines, des  travaux ont  montré de nombreux 

e f f e t s  mutaghnes des psoralènes s u r  d i f f e r e n t e s  souches de c e l l u l e s  e t  en 

présence de lumière  (pour revue v o i r  3 ). I l  e s t  à no te r  i c i ,  qu'en absence 

de lumière, l e s  furocoumarines presentent &galement des e f fe t s  mutagknes e t  

bactéricides (pour revue, voir 12 ). 

Récemment, des cancers  de l a  peau ont  é t 6  m i s  en évidence s u r  des  

s o u r i s  badigeonnées avec des  furocoumarines (méthoxy-8 e t  -5 psora lènes ,  

angé l i c ine )  e t  exposées aux WA (13, 14). Chez l'homme, l e s  r é s u l t a t s  

concei5nant ces e f f e t s  mutagknes e t  cancérogknes sont contradictoires (8, 1 5). 
La PWA t l ierapie e s t  appl iquée depuis  une d i z a i n e  d'année dans l e  

t r a i t e m e n t  du p s o r i a s i s .  I l  e s t  donc encore t ô t  pour évaluer  l e s  r i s q u e s  

chroniques de ce  t r a i t emen t ,  d 'au tant  p l u s  que l e s  quelques données 

s t a t i s t i q u e s  rSunies f o n t  a p p a r a î t r e  une f o r t e  inf luence  de l ' h i s t o i r e  du 

patient e t  du type de  peau t r a i t é e  sur  l'appas-ition de tumeurs cutarlées (15). 

En ra i son  à la  f o i s  de l ' i n t é r ê t  e t  des r i s q u e s  p résen tés  p a r  

l ' u t i l i s a t i o n  des furocoumarines, l a  pliotochimie e t  la photobiologie de ces 

composés ont éte étudiées intensément (pour revues voir 3, 4, 1 1 , 1 6 ,  17). 

Ces recherches orit d 'a i l leurs  conduit à de nouvelles applications de 

la pliotoréactivité de ces composés pour l 'étude s tructurale  d'ADN e t  d'ARN, l a  

production de nouveaux vaccins antiviraux e t  l e  traitement piiotochimique de 

tumeurs (3 ,  18 à 20). 

MECANISME D'ACTION PREQ;UME D E 3  HJROCOUTVWIINEOI, : 

L'équipe de L. MUSAJO proposa, à la f i n  des années 60, un mécanis~e  

molecula i re  d 'ac t ion  des furocoumarines au niveau de l 'ADN comportant deux 

&tapes principales (pour revue voir  1 1 , 21 ) . 

1 ère é k g e  - : 1' intercalation : 

Comrrie de nombreux conipo&s aromatiques (hydrocarbures polycycliques, 

acr  idines...), , l e s  furocoumar i n e s  s o n t  capables de s ' i n s é r e r  e n t r e  deux 

couples de bases de l'ADN en formant un complexe d i t  d ' intercalation. 



2ème étape -- : les photoréactions : 

Sous i rradiat ion UV, il peut ensuite s e  produire une photoréaction 

eritre la furocoumarine complexée e t  l e s  bases pyrimidiques de l'ADN. La double 

l ia i son  5,6 d'une pyrimidine (thymine ou cytosine) peut s'additionner sur  la 
8 

double l i a i s o n  3,4 ou 4' ,5' de l a  fucocoumacine pour former* un cyclobutane. 

Deux types  d 'adduits  sont  a i n s i  formés : l e s  monoadduits 3,4 e t  4 ' ,5 ' .  La 

gom6tr ie  du complexe d'intercalation des  psoralènes* rend e n s u i t e  p o s s i b l e  

une seconde pllotoaddition sur  la  double l ia i son  restante. Le bisadduit formé 

l i e  a l o r s  de f a ~ o n  covalente l e s  deux b r i n s  de l 'ADN : c ' e s t  l a  r é t i c u l a t i o n  

( 2 )  PREMIER PONT ( 3 )  DEUXIEME CYCLOBUTANE 

CYCLOBUTANE RETICULATION DE L'ADN 

R 
Monoadduit 3,4 Monoadduit 4 ' ,5 ' 

O 

O R, KN/H 
h3 * H - F w :  O 

Bi saddui t 

- -----------I_--I-CI- - --- - - - - -  
* Les angGlicines, furocoumarines angulaires ne peuvent pas réagir une seconde 

f o i s  en raison de leur gkométrie. 

, 6 



Les propri6tés pliotobiologiq~es des furocoumarines sont généralemerit 

re l iées  9 I f . 1  1.s pliotoréactions avec l e s  acides nuclëiques bien qu'une action 

photochiaique au niveau des progines  ait é t é  mise en évidence (22, 23). 

Il  n ' e x i s t e  pas de r é s u l t a t s  c l a i r s  c o r r é l a n t  l e s  p r i n c i p a l e s  

p2iotortiactions aux a c t i v i t é s  biologiques,  r i i  d'explicatiori non contreverde 

des e f i e t s  p~~otobiologiques observés. 

La diff6renciat ion des con&qusnces biologiques dues à la format ion 

des monoadduits 3,4 ou 4',5' e t  du b i s a d d u i t  e s t  actuel lement  t r&s d i scu t6e  

dans l a  strat6gie à suivre pour mettre au point de nouvelles molécules actives 

n t  ayant pas d ' e f f e t s  indésirables (non cancérogènes surtout).  

Dans l e  cadre  de la  R ~ P  "Groupe d'étude s u r  l e s  furocoumarines e t  

l e s  molécules pliotoact ives d' intérêt biologique e t  ni6dicaltI mise en place par 

l e  CNRS, un certain nombre de nouveaux psoralènes, ne pouvant réagir  que sur 

une s e u l e  double l i a i s o n  ( c a r a c t è r e  monofonctionnel), ont  é t é  préparés  e t  

é tuaiés  . 

Le carbéthoxy-3 psoralene q u i  rie peut  r é a g i r  qu'en p o s i t i o n  4' ,5 ' 
s ' e s t  avéré e f f i c a c e  cont re  l e  p s o r i a s i s .  I l  n ' e s t  pas cancérogène mais 

pourvu d 'une  a c t i o n  p h o t o a l l e r g i q u e  (p robab lement  due à u n  p o u v o i r  

photodynamique g é n é r a t e u r  dloxyg&ne s i n g u l e t )  (24 à 27) .  D ' a u t r e s  

furocoumarines "monof onct ionnel les"  ac tue l lement  en cours  d'étude dans l e  

cadre de ce t t e  RCP semblent prometteuses. 

B i e n  q u % t a b l i  d e p u i s  une  v i n g t a i n e  d'années,  l e  mécanisme 

photochimique dtaction des psoralknes dans l'ADN comporte encore de nombreux 

poirits obscurs , eri p a r t i c u l i e r  en ce  q u i  concerne l e s  s t r u c t u r e s  e t  l e s  

propri6tés de tous l e s  photoproduits formés, l ' i n f l u e n c e  de l ' i r i t e r c a l a t i o n ,  

l e  role des différents é t a t s  e x i t &  des psoralènes ..... 



Lorsque nous avons commencé ce t ravai l  en 1979, t r è s  peu de données 

moléculaires s u r  l a  s t ruc tu re  des addui ts  envisagés dans l 'ADN avaient é t é  

publiées dans la l i t tkra ture  (pour revue, voir 3). 

L' isolenient e t  l a  caractér isa t ion des photoproduits base-psoralène 

sorit envisageables à par t i r  de différentes approches : 

* - La photoréaction in termolécula i re  ----- en t r e  une base e t  un 

psoralkne (28 à 33). 

Cet te  approche e s t  fortement l im i t ée  par l e s  réactions de 

pliotodim6risation tres rapides des  psoralknes (34 à 38) . Pour é v i t e r  ces  

photodimérisations, l ' i r r a d i a t i o n  en solut ion gelée ou en phase so l ide  e s t  

souvent u t i l i s6e .  

Par exemple l e  premier monoadduit thymine -5,6 O 4 '3 '  psoralène 

( O pont cyclobutane) a été isolé en 1967 par l'équipe de L. MUSAJO à par t i r  

àe 5 l i t r e s  de  solut ion aqueuse contenant 150 mg de psoralkne e t  10 g de 

thymine gelée puis i r radiée .  La t res  f a i b l e  quant i té  d'adduit i so l é  (1 mg) 

n'en a pas permis la caractérisation cornplite (28). En 1981, ce travail  a été 

repris  en u t i l i san t  l e  métlioxy-8 psoralhne ou 8MOP, l ' irradiation d'un f i l m  de 

1 mm de so lu t ion  gélée contenant 2.10-4 M de.8MOP, 2.10-2 M de thymine e t  

6.1 0-3 M de benzophénone. Un photoadduit thymine 5,6 O 4',5' mgthoxy-8 

psoralhne f u t  ainsi  isolé pour la première fo i s  avec un rendement de 3 $ (31 ). 

* L'étude -- de la photoaddition y des poralènes  -- dans l'ADN. 

E l l e  ~l 'est;  pas p lus  a isée  en raison des f a i b l e s  taux de 

pklotortiaction e t  de la diversitk des photoproduits formés. C'est à par t i r  de 

1981 que H. RAPOPORT e t  Coll. ont décri t  ce t te  étude tr&s délicate réalisée à 
par t i r  de différents psoralènes t r i t i é s  dont l e  méthoxy-8 psoralkne (58, 39). 

Dans ce cas, ils ont a ins i  caractéris6 4 monoadduits 3,4 e t  4',5' à l'échelle 

du microgramme. En 1982, ils isolèrent e t  caract6risèrent pour la  première 

f o i s  différents bisadduits (40). 



Afin d'apporter une con t r ibu t ion  à l a  connaissance du mécanisme 

d 'ac t ion  moléculaire  des psoralhries dans l ' A D N ,  nous avons c h o i s i  de s u i v r e  

Urie appraoc1ie " in t ramolécula i re"  que nous espér ions  p lus  s é l e c t i v e  : la 

synthkse de composés niodtiles associant une base à un psora18ne par une chalne 

carbonée souple Base-(CH2 ) n-~soral&ne, par exemple : 

Cette appr.oclie e s t  u t i l i sge  dans notre laboratoire pour étudier des 

composes dt intérêt; biologique dont l e s  aptitudes à 1' inter.calation sont bien 

conriues, pax exemple des composés antimalariques, chloroquine e t  quinacrine 

141 à 46) 

CH, 

Chloroquine 
CI Cl 

CH, 

Prof lavine  - 
BASE 



L'étude pliysicochimique de ces  composés modèles a montré l eu r  

a p t i t u d e  à se  complexer de facion i r i t ramoléculaire .  Le complexe formé s ' e s t  

a d r é  de m(ime nature que le  complexe d'intercalatiori du composé ac t i f  "parent" 

e t  son étude a permis de préciser la  nature e t  l ' intensi té  des forces mises en 

jeu l o r s  de 1' intercalation. 

De t e l s  composés base-psoralèrie peuvent a ins i  constituer des modkles 

permettait d'étudier secifiquement l e s  interactions d'empilement mises en jeu 

dans l e  processus d' i n t e r c a l a t i o n  du psoralène dans l 'ADN.  Ils peuvent 

également f a v o r i s e r  l e s  photoréac t ions  base-psoralène dont nous pourrons 

Btudier  la  n a t u r e  e t  l e  mécanisme, en l i a i s o n  avec l a  complexation. 

Nous avons choisi  tout d'abord de préparer des modèles de la thymine 

qui  semble la base la plus plilotoréactive vis-à-vis des psoralènes d'après l e s  

r é su l t a t s  de la l i t t é r a t u r e  ( 3 ) .  
La pliotoaddition entre la thymine e t  un psoralkne peut conduire à la 

formation de 8 addu i t s  d i f f é r e n t s  en 3,4 OU 4' ,5', c i s  ou t r a n s ,  syn ou a n t i  

( t ê t e  à të te  ou t ê t e  à queue). 

Dans l e s  composés rriodbles que nous vouloris préparer, il e s t  possible 

de rendre compéti t ives l e s  photoaddit ions q u i  coriduisent à l a  format ion  de 

tous ces adduits. La cliahe qui r e l i e  la thymine au psoralèrie sera  de longueur 

variable e t  pourra ê t re  f ix6e sur l e s  positioris 5 ou 8 du psoralène. 



Nous avons u t i l i d  une charne polyméthylénique de préfhrence à une 

cliahe incluant des hétéroatomes * pour plusieurs raisons : 

- La clidne 'riydrocarbonée présente une contribution minimum dais  l e s  

interactions d'empilement que nous voulons étudier, en par t icu l ie r  

au riiveau des interactioris avec l e  solvant. 

- El le  e s t  iner te  photochimiquement. 

La longueur de la ch&ne peut ê t r e  modifiée de f a ~ o n  progressive e t  

a isée pas additions SuCcessives de maillons méthyléniques : n = 3 ,  
4, 5, 6.... 12. On peut a i n s i  dans une niëme s é r i e  (par exemple, pour 

l e s  modkles de l a  thymine l i g e  à l a  p o s i t i o n  8 du p s o r a l h e )  

comparer sans r e s t r i c t ion  aucune l e s  différents  composés préparés e t  

me t t r e  en évidence l ' i n f luence  de l a  longueur du pont q u i  a s s o c i e  

l e s  deux systèmes aromatiques. 

La comparaison entre des sé r i e s  différentes  (par exemple, sé r i e s  de 

la thymine l i é e  en position 8 e t  5 du psoralkne) peut-être réal isée 

directement. 

--- --------II-----_---------------------------- 

* Parallèlemerit à notre t ravai l ,  un modhle daris lequel la  thymine e s t  r e l i ée  à 

un noyau de type méthoxy-8 psoralène par une chdne  polyoxy6thylérnique a été 

pr&pare e t  étudié par A. C A S S W  e t  J . P. DEETERGNE (47 à 49 ) . 



Les mbthoxy-8 e t  5 psoralEnes 1 e t  2, t r è s  employés dans la 

pliototliijrapie de maladies de peau, conviennent tou t  à f a i t  i la preparation 

de t e l s  modèles : 

O 

OCH 

8MOP 1 Modèles Tbpine-M6thoxy-8 Psoralène 6 - - 

5mP - 2 Modèlles Thymin-Méthoq-5 Psoralène - 

L ' u t i l i s a t i o n  d 'une  c h a î n e  c a r b o n é e  t r è s  longue (n=12) nous 

permettra de Juger des contraintes  géométriques apportées par des chaînes p lus  

courtes i n  = 3, 4, 5 e t  6). 

Nous avons dgalement décidé de préparer des modèles de l'adknine e t  

du m6tlioxy-8 psoralèrie 1. - 

0 Modèles AdénineMéthoxy-8 Psoralène 9 - 



Noire premier  o b j e c t i f  e s t  d ' é tud ie r  l e s  i n t e r a c t i o n s  base- 

psol-alène. Les études réal isées dans n o t r e  l a b o r a t o i r e  s u r  d ' au t re s  modèles 

basô-intercalant (en par t icu l ie r  quinoléine) ont montré l ' i n t é rê t  des modèles 

ad6nine-intercalant  pour ob ten i r  des  informat ions  q u a n t i t a t i v e s  s u r  l e s  

interactions dues à 1' empilement de ces noyaux aromatiques (41 à 43, 45, 46 ) . 
Q u e l q u e s  a u t e u r s  o n t  d g c r i t  d e s  r é s u l t a t s  i n d i q u a n t  une  

photoréact ion du psora1c"ne avec l 'acide polyadénylique (50) e t  du mét1loxy-û 

psoralkne sur l'adénine du 'GRNA (51). Mais il n'existe pas d'éléments connus 

s u r  c e s  pliot oréac t ions  au niveau mol& culaire. Les modèles adénine-psoralkne 

permettront peut-être d'en obtenir. 

Les premiers essa is  de photoréactivité des modèles thymine-méthoxy-û 

psoral&ne nous o n t  montré l a  format ion  de nombreux photoproduits  dont l a  

nature varie beaucoup avec l e  solvant. 

I l  nous a donc semblé intéressant de synthétiser quelques modkles de 

-@pe thymine-dihydre4 ' ,5 ' psoralène : 

La s a t u r a t i o n  d'une des doubles l i a i s o n s  du psoralène d e v r a i t  

conduire à une simplification des poss ib l i tés  de photoréaction. 

Nous avons préféré préparer des composes Ilydrogén6s en 4',5' p lu tô t  

qu'en 5,4 ca r  l e s  dihydro-4',5' psora lènes  s o n t  considérés  comme de bons 

modeles des monoadduits thymine 5,6 0 4' ,5' psora lène  ( O  pont c ~ c l o b u t a n e ) .  

Ces deux types  de compos6s ont  en e f f e t  des  p r o p r i é t é s  d 'absorpt ion e t  des 

p r o p r i é t é s  photophysiques tres proches (37; 52, 53). De p lus ,  en r a i s o n  de 

l e u r  zone d'absorptiori  (300-400 nm), l e s  monoadduits 4' ,5' peuvent ê t r e  l e  

s ikge  d'une deuxième photoréaz t ion  dans l 'ADN q u i  conduit  à l a  l i a i s o n  des  

deux br ins  de la  double hélice. Nous avons donc là un bon modèle pour étudier 

ce t t e  deuxième photoréaction. 



Ce mémoire d6crit 116tude déta i l lée  des compo&s modhles de la & r i e  
du métlioxy-û psora lhe  A. Les modkles de la série du méthoxy-5 psoralène - 2 ont 

6th é tud iés  en col laborat ion avec G. HUART, é tud ian t  de 3ème cycle e t  nous 

nous l imi te rons  i c i  à résumer l e s  principaux r é s u l t a t s  obtenus dans c e t t e  

&rie .  



C H A P I T R E  1  

-- -.-.- ----:-:-:-:-:-:-:- . . - o .  :- 

S Y N T H E S E  D E S  M O D E L E S  

E T  D E S  C O H P O S E S  D E  R E F E R E N C E  



Dans ce chapitre, nais  décrivons la synthèse des composés retenus pour notre 

étude : 

Les compose - ' s  modèles : 

Thymine-méthoxy-8 psoralène 

Thy-Cn-8Pso 6 E, $ g, g, 
n = 3 ,  4, 5, 6 e t  12 

O 

!thymine-m6thoxy-8 dihydro 4 ' ,5 ' psoralhne 

Thy-Cn-4 ' ,5 ' dh 8Pso 12 5, 2, 2, -- - - - 
n = 3,  4, Fj e t  6 

Les CF - 's de référence - 

I 
( 7 ~ 2 ) ~  

CH, CH3 

Propyl-1 thymine fi Propyl-9 adénine 12 - 
7 - 

w-c3 Ade-C3 

Propoxy-8 psoralène 1'3 - - Propoxy-8 13 ihydro 4 ' ,5 ' psoralène 1 - - 4 



A.  CHOIX DES S m  DE SYNTHElh3E : 

1 / Fonctionnalis&ion des bases : - -- 

Dans l'ADN, la thymirie e t  l'adériirie sont l i é e s  au désoxyribose de la 

macromolécule, respectivement en positions 1 e t  9. 

Thymine Adénine 

Par arialogie, l a  chaîne carbonée l i a r i t  l a  base au psoralène s e r a  

f ixee sur  ces pos i t ions  dans l e s  composés modèles que nous cherchorls à 

préparer. 

Les fonct ionnal isa t ior is  s é l e c t i v e s  à p a r t i r  de l a  thymine e t  de 

lt adénine orit étk beaucoup etudiees par l e  groupe de N.  J . LEûNARD (54 à 56 ) . 

D a n s  l e  cas  de la  thymine, ce t te  fonctionnalisatiori sélective n'est 

pas possible directement : en e f fe t ,  eri milieu basique c'est d'abord l'atome 

d'hydrogkne porté par l 'atome d'azote en pos i t i on  7 qui  e s t  arraché par l a  

base (57j. 

La méthode classique u t i l i s ée  dans ce cas, consiste tout d'abord à 

protéger l e s  fonct ions  carbonyles de l a  thymine par des groupements 

t r i m & t h y l s i l y l s  (54) : ces  groupements empêcheront l e s  réact ions  de 

O-a lky l a t i on ,  l o r s  du t r a i t e m e n t  u l t é r * i e u r  par. un agen t  a l k y l a n t .  

L'ericonib1.emeri-t stGraique apport& reridr-cl. 1.a N-alkylatiori sélective sur l'atome 

d'mote en position 1. 



Err ce qui concerne l k d é n i n e ,  l ' a l k y l a t i o n  en p o s i t i o n  9 peut  ë t r e  
r6al isee plus facilement. En milieu basique l e  proton e s t  arraché : 

L'ion adénylate  formé peut  e n s u i t e  r k a g i r  avec un agent  a lky lan t  ( d & r i v é  

bromé) (55). 

A p a r t i r  du ni&tiioxy-8 psora l l r ie  ïonimerï ial  - 1, nous avons acc&s à 
l'hydroxy-8 psoralkne 81P - -3 : 

-4> 

OH 

1 3 - - - 
L'anion de ce plkriol pourra  ê t r e  a l k y l a  e t  fonc t ionna l i sd  par 

attaque klectrophila. - Ce dki.iv6 constitue l'iriter~obdiaire-clef -- de la syntl&se 

des composés modèles. - 



Deux voies de synthèse sont a i n s i  envisageables : 

Dans une piaeniière &tape, nous p~uvoris préparer des bases w -brome 

alkylées. La syrlthGse d'un cer ta in  nombre de ces composés e s t  decri te  dans 

la l i t t g r a t u r e  (à p a r t i r  des deux m&tliodes iridiquées précédemment (54, 55)) .  

Le dé r ivé  bromé obtenu s e r a  e n s u i t e  condensé avec l ' an ion  d e  

l ' hydroxy-û psoralkrie 8HP - 3 : - 

I ~ ~ ( c H ~ ) , , - B ~  + 1 P s  O I = ~ - ( C H ~ ) ~ O ~  P s o  1 

Le pliknate du 8HP peut ê t r e  alkylé par un a, w dibromoalcane : 

P S O  + O - ( C H ~ ) , - ~ ~  

L'attaque riucléopliile de ce dérivcj bromé pourra ensuite conduire aux 

modèles rechercli6s (suivarit  l e s  deux rriéthodes de f o n c t i o n n a l i s a t i o n  de l a  

thymine e t  de 1 ' adénine décri tes  précédemment ) : 

& T h y  si ly lée 

1 T h y  s i ly lée  P s o  (CH2)n-Br l T h y t ( C H 2 ) ; 0 4  P s o  1 

rZZ-1 a + L P -k(cH21n-8r s O --t l A d e k ( ~ ~ ~ ) ~ ~ - (  P S O  I 



3/ Wtkri:se -- -- en - série tmnc-méthoxy-8 p o ~ . d & n e  : 

Dans ce cas, ].es deux voies sont envisageables. 

La préfGi~erice se ra  cependant donnée à la VOIE 1 car : 

D'une p a r t ,  l e  méthoxy-8 psora lkne  - 1 e s t  un p rodu i t  de d é p a r t  

coûteux. Dans la VOIE 1 ,  l e  noyau psoralhrie a p p a r a î t  dans deux 

6tapes (d6métll;ylation e t  condensation) a lo r s  que dans la  VOIE 2, il 

i n t e r v i e n t  dans  u n e  t r o i s i è m e  é t a p e  i n t e r m h d i a i r e  : l a  

bromoalkylütion du 8IIP - - 3 .  

D'autre p a r t ,  l e s  intermédiaires ~S~(CH~)~B~ sont déc r i t s  dans 

la l i t té~ .a$u. re  pour n = j, 4 e t  6 (54, 58). .Ces intermédiaires, une 

f o i s  s y n t h e t i s 6 s  s e r o n t  u t i l i s a b l e s  dans l a  p répa ra t ion  d ' a u t r e s  

modbles dGrivarit de l a  thymine (par  exemple ceux du métlioxy-5 

psoral&r.e .- 2 e t  ceux de type dihydro 4 ' ,5 ' psoral&ne) . 

41 ~ ~ ~ % & s e  en &rie adénine : - -- - 

Dans ce cas, on choisij-a La VOIE 2. 

N.J .  LEONARD e t  R.F. LAMBERT (55) ont  remarqué que l ' o b t e n t i o n  du 

dk r iv6  1-19 - \ c I I ~ ) ~ B ~  k partir. de ltad6nine e s t  d i f f i c i l e  (rendemerit 8 

$). Cet interm6diairc?, erivisag6 dais  la VOIE 1 ,  s e  cyclise facilement de fason 

intramoléculaire. 



21 Synthèse  - d e s  modeles thym uie-méthoxg-8 psoralbaie Tkyy-C,43Pso 

6 (selon la VOIE 1 ) : - - --- 

,a) Préparation des ( w -bromoa3kyl)-1 thymines : Thy--C,-Rr - - 'j : 

Les fonctions carbonyles de l a  thymine sorit tou t  d'abord pl*ot6g&es 

par des groupements t r  im6tliylsilyls pour év i t e r  l e s  rb6aet ions d c  G a l k y l a t  ion. 

L a  0,O'-bistriméthylüilyltlyn1irie 4 - e s t  obteriue par rc4action de la tliymirie avec 

11hexam6thyl-1 ,1  ,1 ,6,6,6 disilazane à reflux. 

La tliymirle s i l y l é e  e s t  e n s u i t e  t r a i t é e  avec un excès d e  a ,  w - 
d ibromoalcane.' I,e bromure d'ammonium quaternaire formé sur l'atome d'azo-te en 

posit ion 1 e s t  hydrolys6 pour conduire à l ' (  w -bromoalkyl)-1 tliymine Tb-$,Er 

5 recliercliée. - - 
Les composés 5 g ,  b, 2, f ,  1 possédant  respect ivement  une cha îne  - - - - - -  

alkyle de 3,4,5,6,12 atomes de carbone ont é t é  a i n s i  préparés. 

b) Obtention des compo&s modèles Thy-C,$Pso - 6 : 
O O w; :L7cHl Kg3 H-.?"" O WO OH 

A N  
( ~ " 2 ) n  Jn10 O 

Br 

8KP 3 - - Thy-C,,-Br - 5 - Thy-C,-8Pso - 



5 /  Syrith&se -- en se r i e  thymine-méthoxy-8 dihydro-4',5' psord&ne 

(4' ,Stdh 8MQp) : 

Suivait  1.a VOIE 1 , nous pouvons envisager l a  s y n t l h e  de ces modèles 

&, parti l* des composGs Tlqj - ( C H ~ ) ~ ~ B ~  pr4par-6s l o r s  d e  la synt2i&se des modè1.e~ 

thymine-m&ti?oxy% psoralhrie. Dans ce cas, l'hydroxy-8 - dihydrc-4',<î1 psoralène 

(4',5'dli -- ~ H P )  s e r a  l ' intermédiaire cl6 de la  synthlise. 

B. SYNlIlESE DES MODELEI DU METHOXY-8 PSORALIBE 1 - 

Selon une mbthode conseill6e par E. BISAGNI, l e  mkthoxy-8 psoralkne 

1 e s t  d&ni4tliyli par l e  clilorure de pyridiriiuni à reflux. Lti~ydroxy-8 psordène - - 
3 e s t  obtenu f a c i l e m e n t  avec un rendement de 75 $, s u p h i e u r  à ceux d é c r i t s  = 
dans la l i t tGra ture  pour d 'au t res  voies de d&m&thylatiori (59, 60, 61). 



D a i s  la  l i t G r a t u r e ,  l e s  synthèses de norubreux éthers  de l'liydroxy-û 

psoralène 8HP s o n t  d é c r i t e s  (59, 62,  63). Dans l a  majo r i t é  des  cas ,  

l ' a l k y l a t i o n  du 8HP - 3 s e  f a i t  dans l ' acé tone  par  r éac t ion  avec un dérivé - 
lialogkn6 en présence de carbonate de potassium. 

Nous avons t o u t  d'abord appliqué c e s  condi t ions  à l a  condensation 

8HP - 3 + Tliy-Cn-Br 5 : dans 11ac6tone, comme dans l ' a c é t o n i t r i l e ,  l a  & a c t i o n  - - - 
s ' e s t  avérée p a r t i e l l e  e t  t r è s  len te  (48 heures à reflux). L 'u t i l i sa t ion  de la 

N,N-dim6tliylforruamide (DMF) comme s o l v a n t  à 70°C a permis d'augmenter 

fortement l e  rendement de la condensation (65 à 85 $) e t  de diminuer l e  temps 

de r éac t ion  (8 à 12 heures) .  

La purif icat ion des composés préparés a posé quelques problèmes en 

rai.soii de leur  t r è s  f a i b l e  so lubi l i té  dans la  plupart des solvants organiques. 

Nous avons u t i l i s é  principalement la  chromatograpllie sur colonne de s i l i c e .  Le 

dépot  e t  l ' e l u t i o n  des  p r o d u i t s  ont- été r é a l i s é s  avec de l ' a c é t a t e  d 'kt l iyle  

b o u i l l a n t  s u r  une colorine à double enveloppe therniostatée à 50°C par un 

courant  d'eau chaude. C e t t e  teclinique permet d ' e v i t e r  l a  p r é c i p i t a t i o n  des  

produits qui a l i e u  f ro id  durant l fé lu t ion ,  l 'acétate  df6t1lyle é tant  l e  seul  

s o l v a n t  qu i  sépare  de facion s a t i s f a i s a n t e  s u r  l a  s i l i c e  l e s  impuretés  des  

composés modèles recherchés. 

Les composés :!hy-Cn-8Pso 6c, - -  b, g, - - -  f ,  (n  = 3, 4, 5, 6 e t  12)  on t  
6 6  préparés selon c e t t e  ni6thode. 

Ces produits doivent avoir une excellente puret& pour permettre l e s  

études physicocliimiques par spectrométrie W e t  l e s  études photopliysi.ques e t  

pl;otodiimiques. Cette pdreté a donc é té  vér i f iée  par plusieurs techniques : 

* Chromatographie couche mince (CCN) 
* Chroniatographie l iquide analy t igue à liautes performances (cLHP) 
* Arialyse élémentaire sur un écliantillon ibeprésentatiî  de la t o t a l i t é  

du produit préparé (1  à 2 g)  . 



Spectre de RIN à 80 MHz du modkle Thy-C -8Pso 6e p i s  comme -- ----- 5- - - 
exemple (D MSO 06 ) : 

O 

I 1 I 1 1 

8 7 
1 1 1 l 

6 5 4 3 2 1 O 

2/ WthGse - des mod&les adénint+m6thoq% psord&ne AdMn-8Pso 8 - - 
(selon la VOIE 2) : , --- - l 

a) Pkparation des ( w -bromoalkoq)-8 psoralènes 8Pso-Cn-Br - 7 : 

Br- (CH* ) n-Br 

K*C039 D"i. * ('JCJJo 

3 - - 7 - - 
L a  synthkse de quelques uns de ces  composés (n = 3 e t  4)  a é t é  

dGcrite par une 6quipe i t a l i enne  ( 6 3 ) .  L'liydroxy-8 psoralène - - 3 e s t  condensé 

avec un a, w -dibromoalcane en exc t s  dans l 'acétone à r e f lux  en présence de 

ïarboiiate de potassium. Dans ces  condit ions,  l a  réac t ion  e s t  t r t s  l e n t e  (48 

heures) e t  l e s  rendements sont assez faibles (z 50 $). 

Comme lo r s  de la condensation 8HP - - 3 + Thy-Cn-Br 5, - la  réaction 8HP 

+ ,,, dibromodcarie menée 'à 7 0 " ~  daris la  DMF en présence de K2C03 es t  plus 

rapide (3 à 5 heures) e t  donne de t r k s  bons rendements (75 $ à 90 $). 

Les composts 8Ps@CnBr E ,  b, f (n  = 3, 4 e t  6)  ont a i n s i  & t é  - - -  
prepares. 



b) Obtention des modèles Ade-C@so 8 - : 

7 
ZE-  

8 
Les cond i t ions  u t i l i s b e s  pour condenser l ' a d t n i n e  s u r  1' u -bromo 

alcoxy furocoumaririe son t  s i m i l a i r e s  à c e l l e s  d é c r i t e s  par  N.J. LEONARD e t  

R.F. LAMBERT l o r s  de l a  p répa ra t ion  de l a  propyl-9 ad6nine à p a r t i r  de 

l'adénine e t  du bromc-1 propane (55). 

On obtient l'adénylate de sodium par action de l'hydrure de sodium 

s u r  l ' a d é n i n e  d a n s  l a  D M F .  La  c o n d e n s a t i o n  de c e t  a n i o n  a v e c  l '( w -  

bromoalcoxy)-8 psoralène - 7 i n  s i t u  e t  à f ro id  conduit aux modtiles Ade-Cn-8Pso - 
8 c ,  - - -  d ,  f (n  = 3, 4 e t  6).  Les rendements obtenus son t  f a i b l e s  (20 $). A c ô t é  - - -  
d e  l ' a d é n i n e  n ' a y a n t  p a s  r é a g i ,  nous  t r o u v o n s  de nombreux p r o d u i t s  

secondaires. Ces produits viennent probablement de l faddi t ion nucléophile de 

l ' ion  adénylate sur la  lactone du noyau psoralhne. 

On peut éliminer une pa r t i e  de l'adénine restant  par un lavage à l a  

soude du sol ide obtenu après évaporation du solvant de réaction. Il faut  noter 

que dans c e s  cond i t ions  l a  lactorie du rioyau psoralène peut  s ' o u v r i r  mais l e  

cycle pyrone s e  reforme dès que l'on passe en milieu neutre. 

La purificatiori f ina le  des p r ~ d u i t s  s'est averée d i f f i c i l e  en raison 

de  problèmes de s o l u b i l i t é  e t  de sépa ra t ion .  P l u s i e u r s  chromatograpiiies 

successives effectuées sur de p e t i t e s  quantités (0,1 à 0,2 'g) conduisent aux 

produits purs (CCM, CLHP , analyse élémentaire). 

Les composés modèles Ade-Cn-8Pso 8c, - - -  d, f ( n  = 3, 4 e t  6)  ont  a i n s i  - - -  
étk  obtenus. 



Spectre de RMN IH 60MHx du modèle Ade-Cd-ûPso 8d  pris pour exemple -- --- - 
7 

( C D C ~ ~  i 

I 1 1 I . l 

9 8 7 6 5 4 3 2 1 O 

La synthèse  de c e s  modèles s e l o n  l a  -- VOIE 1 implique l'hydroxy-8 

dihydro-4',5' psoralèrie - 9 comme intermédiaire. - 

1 / Préparation y de l'hydroxg-8 d w d r o - 4 '  ,5' psora lène  4',S1dh8HP 2 - L 

La synth&se de ce  conipos6 à p a r t i r  du trihydroxy-1,2,3 benzène 

(pyrogallol) a été décr i te  par C. LAGERCRANTZ (64). Cette synthbse e s t  lorgue 

e t  l e s  rendements sont fa ib les  (4 étapes,  rendement global : 3 %). 

Nous avons donc préfer6 recherckier des  condi t  i o n s  d'hydrogénation 

sélect ive du rioyau psoralkne. 

On t rouve  dans la  l i t t é r a t u r e  des  cond i t ions  d'hydrogénation du 

ni6t~ioxy-û psoralèrie sur  l e s  posi t  ioris 4' ,S' (dans l'éthanol, avec du palladium 

sur  charbon SOUS pression atmosphérique et à temgra ture  ambiante). Mais la 



dSxuéthylation du métlrioxy-8 dihydro-4',5' psoralène formé n'est  pas connue. 

Nous avons donc app l iqué  l e s  c o n d i t i o n s  d 'hydrogénat ion d é c r i t e s  

pour l e  8MOP - 1 à l 'kiydrogénation de  l ' h y d r o q - 8  pso ra lkne  8HP 3. Cel le -c i  - - - 
condu i t  b i en ,  dans l ' é t h a n o l ,  s é l e c t i v e m e n t  à l 'hydroxy-8 dihydro-4',5'  

p so ra lhne  4 '  ,5 ' dlri 8HP - 2. 

Er1 r a i s o n  de la  f a i b l e  s o l u b i l i t é  du 8HP 3 dans l ' é t h a n o l  e t  de  - 

fason à passer à des conditions d'hydrogénation préparative,  nous avons é tud ié  

1' i n f l u e n c e  du s o l v a n t  s u r  l a  s é l e c t i v i t é  de l'liydrog4nation. Dans l ' a cé t a t e  

d f & t h y l e  ou l e  dioxanne ( m e i l l e u r s  s o l v a n t s  du 81-IP - 3 que l ' é t h a n o l ) ,  nous - 
n'observons pas de sé l ec t iv i t6  : l'kiydroxy-8 tStrahydro-3, 4, 4', 5' psoralène 

s e  forme trks rapidement (produit  i so l6  e t  ca rac té r i sé  par RMN). 

H2, Pd/C * 
Acétate d' é thy le  

OH ou dioxanne OH 

L'liydroxy-8 dihydro-4',5' p so ra l ène  - 9 a donc é t é  préparé  par  - 
IiydrogGriation c a t a l y t i q u e  ( P ~ / c )  du 8HP - 3 en s o l u t i o n  a s s e z  d i l u g e  d a n s  - 
l ' é t i i anol .  Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  l a  s é l e c t i v i t é  e s t  e x c e l l e n t e  (> 90 $, CLHP) 

e t  l e  rendement en p ~ o d u i t  pur est élevé (75 $). 

2/ Obtention - des modbles thlymirle-méthoxg-8 dfiqdro-4',S1 psoralène 



La coiidensation du 4',5'dh 8HP - .- 9 e t  des composés Thy-Cn-Br 2 - dans 

l e s  condit ions u t i l i sées  pour l a  préparation des modèles Thy-C,-ûPso 6 - conduit 

bien aux modèles attendus 13. Ces produits ont é té  purifies de la  même fason 

que l e s  modèles Thy-Cn-8Pso 6, - principalement par chromatographie sur colonne 

de s i l i c e  en éluant avec de l 'acétate d'éthyle bouillant. 

Les modkles Thy-Cn-4',5'dh 8Pso l a ,  - cl, - - -  g, f (n = 5 ,  4, 5, 6 )  on t  

é té  synthétisés avec une grande pureté (CCM, CLHP, analyse élémentaire). 

Spectre -- de RMN I H  ---- 80  MHz du composé Thy-C5-4',5'dh 8Pso --A 10 e pris  -- 
pour exemple (DMSO dg) - : 

O 

1 1 1 1 1 1 I 1 1 

8 7 6 5 4 3 2 1 O 

Remaraue : 

Lors de nos  e s s a i s  d1hydrog6nat ion,  nous avons é t u d i é  l a  

possibilit& d1hydrog6nation sélective des modèles Thy-Cn-8Pso 6. - 



Nous avons r e p r i s  l e s  condi t ions  d'hydrogénation catalytique mises 

a u  p o i n t  pour préparer  l e  4',5'dh 8HP - 9. Dans c e s  condi t ions  ( P ~ / c ,  Patm, - 
Tamb, étkianol) : 

- La propyl-1 thymine ri '  e s t  pas hydrogénée. 

- Les composés Thy-C,-ûPso = 6 sont sélectivement hydrog6nés en 4',5' à 

p l u s  de 80  $. Ceci a & t é  m i s  en évidence par  CLHP par  comparaison 

avec des &chantillonü authentiques des  niodt'les Thy-Cn-4' ,S1dh 8Pso 

10 - préparés à p a r t i r  du 4 ' ,5 'dh  8HP $ - - 
I 

Cependant nous n'avons pas persévéré dans ce t t e  voie en raison de l a  

t r è s  f a ib le  so lubi l i té  des mod&les Thy-Cn-8Pso - 5 en par t icu l ie r  daris l'étllariol 

(< 10-3 moles/ l )  e t  des  d i f f i c u l t é s  de p u r i f i c a t i o n  a t tendues  pour des  

produits de po la r iGs  voisines. 

II. S P N T B E S E ~ C O ~ D E ~ C E :  - 

En vue des etudes physicochimiques des modèles préparés, nous avons 

syntkl&tis6 des  composés d e s t i n é s  à s e r v i r  de références  pour chacun des 

rioyaux aroniat iques contenus dans l e s  composés modèles Thy-Cn-8Pso - 6 ,  
Ade-Cr,-8Pso - 8 e t  Thy-Cn-4' ,S1dh 8Pso 12 - : 

Noyau thymine : la propyl-1 thymine Thy-C3 II - 
Noyau adénine : la propyl-9 adanirie Ade-Cj 12 - 
Noyau alcoxy-û psoralbne : l e  propoxy-8 psor.al&ne 8Pso-CJ 12 - 
Noyau dikiydro-4',5' psoralène : l e  propoxy-8 dihydr+4',5' psoralène 

4' ,5 'dh 8Ps0-C3 13. - 



Le compos& a é t é  préparé suivant  une ruétliode déc r i t e  par N.J. 
LXONARD e t  Coll. (54) en t ra i t an t  la thymine silylke par un excès de bromo-1 

propane. 

L'utilisation de la  DMF comme solvant semble augmenter l e  rendement 

de la réaction (80 $ au l i eu  de 50 $). 

Propyl-9 adénine A d e g  12 : - 

8 
~ a @  

La syntllèse de ce composé s e  f a i t  par réac t ion  de l 'adénylate de 

sodiuni avec l e  bromo-1 propane suivant  l e  mode op6ratoi re  d é c r i t  par N.J. 
LEûNARD and R.F. LAMBERT (55). 

Ce composé e s t  obtenu en f a i s a n t  reag i r  l e  8HP - 3 avec un excks de - 
bromo-1 proparle en présence de carbonate de potassium dans l a  DMF à 70°C, 

condit ions u t i l i d e s  pour la préparation des modkles Thy-Cn-8Pso 6 - 

H*, 

+ (J-JJ, EtOH 



~ ' i i ~ d r o g 6 n a t i o n  ca ta ly t ique  du 8Pso-C3 1 - 3 ,  (au t re  composé de - 
rtSf4rence) dans l e s  conditions ut i l i skes  pour la préparation du 4',S1dh 8HP -9 9 - 
conduit au d k r i d  4 ' ,5 ' dli 8Pso-C3 14 - avec un tr&s bon rendement (85 $) . - 

Eh raison de la t r è s  grande importance de ces composés de référence 

dans l ' é tude physicochimique des modkles, l a  pureté de ces coniposés a é t é  

soigrieusement v é r i f i é e  par chromatographie (CCM,  CLHP) e t  par  analyse 

el6nientaire dt6charitil lons r ep ré sen t a t i f s  de l a  quant i té  t o t a l e  de produit  

pr6paré . 

III. MDDEUS DE LA SBlE DU MEEDXY-5 FSI- - 2 : - 

Parallelement à l a  synthèse e t  à l ' é tude des composés modeles du 

mathoxy-8 psoralkne - 1, Georges WART a e n t r e p r i s  l o r s  de sa thkse de gème 

Cycle, l a  syrithbse e t  116tude de modèles complémentaires de type méthoxy-5 

psoral&ne 2. - 
Suivant des voies de synthèse s i m i l a i r e s  à c e l l e s  qu i  ont & t é  

u t i l i sdes  pour préparer l e s  composés Tliy-C,-8Pso - 5 e t  Thy-Cn-4',5'dh 8Pso 10, - 
l e s  modèles suivants ont &té obtenus : 



C H A P I T R E  II 

- 
E T U D E  P H Y S I C O C H I M I Q ' U E  



Nous avons syntliétisé une s é r i e  de modèles dans l esque ls  une base 

e s t  associge à un psoralène. Nous a l l o n s  maintenant rechercher daris l e s  
1 

compos4s préparés, l 'existerice d ' i n t e r ac t i ons  d'empilement base-psoralène 

analogues à c e l l e s  s e  produisarit l o r s  de l ' i n t e r c a l a t i o n  du psoralèrie, en 

soluticn tout d'abord puis dans l e  cr is ta l .  

A. INTRODUCTION 

Notre but  e s t  d 'étudier  l e s  i n t e r ac t i ons  moléculaires at tract ives 

qui conduisent à l'empilement base-psoralène e t  à l ' i n t e r c a l a t i o n  des 

psoralènes dans l'ADN. 

Dans l e  cas des conipo&s préparés, l'existence de ces intéractions 

devrait provoquer un ~eepliement des molécules e t  l a  formation de complexes 

"noyau-noyau" intramoléculaires ("stacking") : 

La mise en Gviderice de t e l s  complexes e t  l ' é tude quan t i t a t i ve  du 

repliement riécessiterit l ' u t i l i s a t i o n  de techriiques expérimeritales t 1 . è~  

serisibles e t  t r&s préc i ses  permettant de t r a v a i l l e r  à des concentrat ions 

faibles de fason à éviter  l e s  interactions in-Lermoléculaires. 

Precedenimerit, dans notre laboratoire,  des composés analogues dans 

l esque ls  Urie base e s t  associée à un noyau kiet6r.ocyclique in te rca lan t ,  

quirioléine ou acridirie,  ont  & t é  é tudiés .  Des in teract ior ls  a t t r a c t i v e s  t r è s  

f o r t e s ,  s i m i l a i r e s  à c e l l e s  observées l o r s  de l ' i n t e r c a l a t i o n  des composés 

h6terocycliques "parerits" orit é t é  m i s e s  e n  év idence  e t  é t u d i é e s  pa r  

spectroscopie W e t  par RMN (41 à. 43, 45, 46). 



D ~ i i s  l e  c a s  des coniposes niod;,lcs du psot.albrie, rious u t i l i s ê r o r i s  

egaier; es  deux techiiques. La sp~ctropl,otoriètrie UV, t 1 . i ; ~  souverit employée 

Fcj iÀï '  uie t i r e  en G~idence l 'iritercalatlorl des psoraleries dans l'ADN (1 1 ), nous 

pelmettr-a de comparer la complexatiori, si e l l e  se  produit, à l'int,erccl-iation. 

E l l e  perniet égalemerit Urie mesure de l '&tat de l 'équiliùr*e eoriformai;ionr,el dans 

aes  conditloris va r i ees .  L'étude par RMN pourra  donrier des informa-tions p l u s  

spleifiques sur. la structure des complexes e t  pourra conkirnier l e s  r6sultc;ts 

ohterius l o r s  de l 'é tude W. 

Conditioris - de l'étude plqsieochim5q.uie : 

Cette  etude s e r a  I - éa l i sée  d a r i s  l ' e a u ,  coristi tuarit  e s s e r i t i e l  du 

niiiieu biologique, dam lequel l '  ir i tercalation des psoralèries a ét6 obser.vee. 

S i  iious examinons l e s  équ i1 . ib i . e~  de d i s s o c i a t i o n  obaerv6s pour' l a  

thymidine e t  l 'adénosine (66) : 

Nous voyons que l e s  bases  pr&sent,es daris l e s  modèles ne s u r i t  pas  
ior i iç&es daris l ' e a i l  pure. Il Cri e s t  ci<: m e r ù e  pour l a  p a r t i e  psoralLiie d e  ces 

composés, l a  l a c t o n e  de l a  coumarine ne s'o~xvrarit qu'en mil-icu f or.terrieiit 

basique . 
Nous pourroris doric mener riotr-e é t u d e  en soluti.ciri : - L C I U ~ U S ~  rion - - ---- -- -- - ---- - 

Les composes ulodèles se  sont clvérés t r è s  faiblement solubles dans 

l ' e a u  pure. L 'addi t ion  d9urle f a i b l e  proport ior i  d'un so lvan t  organique e s t  

indispensable p u r  l a  solubilisatior: ,  on a,joute doric : 



* 5 7; d'étlianol dans l ' eau pour l ' é tude  UV, l e  mélange obtenu permet 

d' obtenir l e s  spectres jusqu'h 205 m. 
* 5 $ de DMSO d6 dans l ' eau lourde l o r s  de l 'e tude RMN. Le DMSO 

corist i tue l e  meilleur solvant des composés modèles e t  permet d'atteindre l e s  

coriceritrations nécessaires à 1' etude par RMN. 

De fac;on à définir la nature e t  l 'iritensité des forces mises en jeu 

1 ~ r s  du repliement des modèles, rious tenterons de f a i r e  varier la  proportion 

de complexe eri cha,ri&earit la temperature (de O à 8 0 ° C  dans l'eau) e t  l e  solvarit 

jmélanges eau-étliariol, dichlorométkiane, so lvan ts  t ransparents  Jusque 230 nm 

pour l 'dtude UV ; DMSO dg l o r s  de l 'étude RMN) . 

B. PRLNCIPm DES ME2HODES UTILISEES 

1/ Etude W : -- 

a) Principe de la dtliode (67) : 

La propr ié té  que préserite l ' A D N  h l ' é t a t  n a t i f  d'absorber beaucoup 

moiris l a  lumikre que daris sa forme d6naturée (ou que l e s  mononucl6otides 

corrbespondarits) e s t  connue e t  u t i l i s é e  depuis lorigtemps. P a r  exemple pour 

suivre la dénaturation de l'ADN, l a  méthode l a  plus couraniment employée e s t  l a  

spect  ropliotomét r i e  UV : la  "fusion" e s t  accompagn6e d'une augmentation de 

l'absorptiori à 260 nm d'environ 40 $. 

La diminution de l ' absorpt ion e s t  donc une ca rac t é r i s t i que  du 

pclymere organisk. On a montré que cet te décroissance &tait plus préci&merit 

l i é e  au fait que l e s  chromopliores impliques (bases puriques e t  pyrimidiques) 

sont regulikrement empilés l e s  uns au-dessus des autres. 

Deux théo r i e s  t r h s  vois ines  ont permis de rendre compte de ce 

pliérionibrie, c e l l e  de TINOCO (68) e t  c e l l e  d e  RHODES (69). Pour l ' A D N  r ia t i f ,  en 

l 'absence de t r a n s f e r t  électronique d'une base à l ' a u t r e  (complexe de 

t ransier t  de charge), ces tliéories corisidkrent la perturbation amenée par l e  

clianip é l ec t r i que  d'une base bur l e  moment de t r a n s i t i o n  é lect ronique d'urie 



autre L: , -2ci conduit à la notion d'effet bpochrome -- $3 ou décroissance - de 

l'absorption l o r s  de l'empilement -- des bwes. 

Cet e f f e t  a é t6  d é f i n i  à p a r t i r  des fo rce s  d 'osc i l l a teur  f des 

t r a n s i t i o n s  &lectroriiques observées qui  sont  l i é e s  aux moments de ce s  

t r a n s i t i o n s  (70j. I l  peut s e  mesurer à p a r t i r  des spec t r e s  d'absorption du 

plymkre e t  de son (ou de ses) groupement(s) monomère(s). 

En accord avec cet te  théorie, des effe ts  Iiypoclirozues ont été m i s  en 

eviderice ( e t  orit permis d 'é tudier  de nonibreuses i r i teract ions  moléculaires)  

dans des polymères (71 ), des oligonucltiotides (67 ,  '121, des bicliromophores 

jdiriucleotides par exemple) ('13, 74) e t  lorr ;  de l ' i n t e r c a l a t i o n  de composés 

aromatiques pla is  dans l'ADN (75, 76). 

b) Application de l ' e f f e t  kqjrpochrome à l 'étude de bichromophores: 

D a r i s  l 'eau,  WARSHAW e t  TINOCO (73) ont m i s  en évidence un e f f e t  

liypochrorne significatif pour des dinucléotides. En re la t io r~  avec des 6tudes de 

dicliroisme circulaire, cet  effet  a é G  re l i é  à l'existerice de formes repliées 

de ces dinucléotides e t  a permis d'estimer leur degré d'empilement. 

A partir de ce résultat,  l e  groupe de N.J. LM>NARD a étudié un grand 

nombre de molécules dans l e sque l l e s  deux bases sont  r e l i é e s  par une chaîne 

carboriGe 154, 56). La mesure de l ' e f fe t  hypochrome observ6 a permis d'étudier 

l 'equilibre "forme ouverte e forme repliée" e t  a é té  u t i l i sée  pour. classer 

l 'aptitude des bases à se  complexer entre elles.  Dans notre laboratoire, des 

e f f e t s  hg-pochr.ozues importants ont é té  m i s  en éviderice pour des compo&s d m  

lesque ls  une base e s t  associée  à un in t e r ca l an t  de type quinoléine ou 

acr ie ine .  Ces e f f e t s  ont é t é  r e l i 6 s  à l ' ex i s tence  de formes rep l iées ,  la  

présence de ces forames a également eté confirmée par RMN (41 à 43, 45, 46). 

Dans l e  cas  de bichromophores aromatiques @ans, l'ensemble des ---- - 
travaux pubiiks permet donc dl i r i terpr&ter  l ' e f f e t  liypochrome ($H) comn~e - une 

niesure - de l'iriteractiori entre ces deux cllromopl~or-es. 



iw. :nmoins cet te  mesure demeure semi-quantitat ive, la valeur de cet 

e f te t  $H es t  fonction de la  nature des chromop~iores en interaction e t  de leurs  

or  ienta t ior is  r6ciproques (67, 70, 77, 78). Daris l ' é t a t  a c tue l  des théor ies  

avaiicees, il semble que l a  grandeur de %H rie s o i t  pas calculable  avec 

précision. 

2/ Etude par RMN : 

L a  spectroscopie de RMN permet de dé tec te r  avec une grande 

sensibil i té  l e s  variations cor~formatiormelles d'une molécule. 

De nombreux auteurs ont u t i l i k  la RMN pour étudier l e s  interactions 

mises en jeu l o r s  du repliement de dimeres aromatiques du même type que l e s  

compo&s modèles prépwés. Citons pour exemples l e s  travaux r é a l i k s  en & r i e  

diriuc;leotides (67,  79, 80) ou en sér ie  bis-intercalants (de type acridine par 

exemple) (81, 82) e t  l e s  travaux du laboratoire, qui ont port4 sur l'étude de 

modèles base-quinoléine ou acridine antimalariques (45, 46 ) . 

La RMN du pro ton  permet  doric d ' é t u d i e r  l e  r ep l i emen t  

iritramoléculaire 101-s de l 'équilibre "forme ouverte z+ forme repliée". 

En absence d ' i n t e r a c t i o n s  i r i t e rmolécu la i res ,  dans l a  forme 

complex&e, l ' a r i i sot ropie  diamagnétique d'un cycle aromatique provoque un 

blindage ues protons du cycle oppose par rapport aux signaux observés pour 

cllaque système isolé (composés de réference). 

La mesure précise des déplacements cliimiques 6 observés dans l e s  

mëmes condit ions pour l e s  composés modèles e t  l e u r s  r-éférences, permet de 

determiner pour chaque proton l e  blindage Aa dû à l a  complexation. 

A 0  eazactérise l ' é t a t  de l 'équilibre "forme ouverte =I forme repliée". 

Aa (ppm) = 6 référence (ppm) - 6 modèle (ppm) 

En cas  de repliement t o t a l ,  il e s t  poss ible ,  dans ce r t a in s  cas ,  

dlacct;der à la  structure du couplexe. 



C. ETUDE DANS L'.MU : 

1 / Interact ions intermol6cinlaires : 

Dais l 'eau, cer tains  conipo&s a~.omat iques ont tendance à s'associer 

sous la forme dtaggr&gats. 

Puur  étudie^^ l 'équiliùrse de corriplexation des c;orripo&s p~~éparés ,  nous 

devons d'abord v a r i f i e r  l 'absence d ' i n t e r a c t i o n s  in te rmol6cu la i r e s  dans l e s  

conditions exper imentales u t i l i sées .  

Eri spectropliotomètrie W, l 'absorption de cllaque produit e s t  régie 

par la l o i  de BEER-LAMBERT dans la gamme àe concentrations dans laquelle nous 

t r a v a i l l o n s  (5.1 o - ~  à 8.1 o - ~  moles/ l ) .  Nous avons agalement v a r i f  i é  que l e s  

spectres  d'absorption des m6lariges équimoléculaires des composés de réf6rence 

T C  1 - 1 + 8Psc-C3 13, - Ade-C- 12 + 8Pso-C 1 3 &taient  identiques 2 la  somme - - 3 .= 3 = 
des spectres de ces  compos6s p r i s  sépa~.énient en solution diluée (eail-étklanol 

Pour n o t r e  6tude par  RMN, nous avons t o u t  d'abord é t u d i e  l e s  

coniposés de r.éf6rence e t  l e s  composés modèles en  s o l u t i o n s  d i l u é e s  dans l e  

melarge D20 - DMSO (95 : 5). La ganinie de concentrations dans laquelle nous 

avons t r a v a i l &  s'est avérée  t r è s  l i m i t e e  en r a i s o n  d e  l a  s o l u b i l i t é  des  

produits e t  de la ser is ibi l i té  de l 'apparei l  80MHz util id!.  

Ceperidarit, nous n'avons pas observé de variations s igni f ica t ives  des 

deplacemerits chimiques des piotoris aromatiques des compods Thy-Cj lJ, - AdtCg 

12, - - 8Pso-Cj 13, - - Tly-C4-8Pso - @J e t  Ade-C4-8Pso @J - entre  10-4 e t  5.10-5 moles/l 

(tableaux 22, 23 p 1 54-1 55 ) . 
Nous pouvons donc co r i c lu re  à une  absence  d ' i n t e r a c t i o n s  

inter.nioléculaires daris c e t t e  m e  de coriceritratiorl. 

Dans un deuxième temps, rious avoris étudié par RMN l e  comportement de 

mdlanges équioioléculaires des compos4s de rbftrence Tkiy-C3 - 11 + 8Pso-C3 1 3  - - e t  

Ade-Cg 1 2  - + 8Ps+C3 2. Les valeur.s d t s  d6placenierits ckiimiques observks pour 

des  solut ior is  de concen t ra t ion  é g a l e  à 10-4 m o l e s / l  son t  r epor t ées  dans l e  

tableau 22 p 154. Ces valeurs sont l e s  mêmes que ce l l e s  obtenues précSdemmelit, 



dais lt, ;~t- i ,~ds conditions, pour l e s  composés de r6fdrence (voir figures 8 e t  

9 p 531. 

Ceci corif irme l 'absence d'interactions intermoléculaires qui avait 

é te  constatée lo rs  de l 'étude W dans des conditions expérimentales proches. 

Nous pouvons conclure - à l 'absence dliriteractions intermoléculaires 

daris toutes - nos conditions expérimentales. 

a) Caicul  de l 'effet wc l i rome  : 

Les psoralkries é tud i é s  absorbent peu au-dessus de 320 nm. Leur 

spectre comporte de nombreuses trarisitioris electroniques m a l  différenciées. 

L a  tliyniirie e t  l'adénine absorbent duris une région voisine e t  eridessous de 300 nm. 

L'effet hypoclirome e s t  donc mesure sur plusieurs t r a n s i t  ions électroniques.  

Pour c e l a  , rious devons comparer l e  spec t re  d'absorption d'un modGle à la  

somme des spectres d'absorption des composés de rkférerice correspondants. En 

effe t ,  en abserice d'interactioris entre l e s  chromopliores, la somme des spectres 

des composés de.  rdférence doit ë t r e  égale au spectre du modèle : 

L e s  fo rce s  d ' o sc i l l a t eu r  f son t  déterminées en intégrarit  l e s  spect res  

d'abso~~ptiori des compos6s modèles e t  de réfererice : 

b) Résultats : 

Dans un rdlarige eau-dthanol 95 : 5, nous avons enreg is t re  à 20°C, 

l e s  spec t res  de so lu t ions  d i l u r e s  des d i î fé re r i t s  composés. Seul  l e  composé 

Plq-C12-i3Pso 6 1  - n'a pas 6th 6tudi6 en raison de sa trop fa ible  solubil i té  d a i s  - 
1' eau. 



Tais l e s  spectres des composés modkles comparks à ceux des composés 

de raf6rerice pr6senterit dans l'eau un e f f e t  hypochrome assez important e t  un 

léger  e f fe t  bathochrome (2 à 4 nm) (f igures 1 , 2, 3 ) .  

- Thy-C3+8P*o-C3 
- Thy-Cd-8P.o 
- Thy-C3 
,.,. 8p.0-C3 

X W 

1 

200 250 380 350 400 
LONGUEUR D'ONDE na LONGUEUR D'ONûE nn 

- Thy-CJ + 4 '  5' dh8P.o-C3 
-----. --.. Thy-C4-4' 5' dh8P.o 
- Thy-C3 
---- 4'S'dhBP.o-C3 

230 280 330 386 
LONGUEUR D'ONDE nn 

Figures 1 ,  2, 3 : Comparaison des spectres d'absorption des modèles 

Thy-C4-8Pso 6d, Ade-C4-8Pso @ e t  Thy-C4-4',5'dh 8Pso md avec l a  somme des - - .- 

spectres  des composés de r6f6rence correspondants Thy-C3 ll, Ad+C3 & - 
8Ps<rCg - 13 e t  4',5'dh 8Psc-C3 o. Eau-6thariol 95 : 5, 20°c,  2 à 5.1 0-5 mole/ l .  - - 

Ces e f f e t s  sont l ' indice de l 'existence d ' i n t e r a c t i o n s  d'empilement 

e n t r e  l a  base e t  l e  noyau psoralbrie dans l e s  modhles. Ils t r a d u i s e n t  un 

_-- repliement important pour tous l e s  composés en solution aqueuse. 



e r c a l a t  i o n  des  p s o r a l è n e s  dans l ' A D N  provoque également  des  

effets Pgpochronie e t  bathoclirome importants (1 1 , 21 ) . 
D a r i s  l e  c a s  du méthoxy-8 p s o r a l è n e  ( ~ M O P )  1, l ' é t u d e  de  - 

l l interc;i lat luri  par spectrophotomètr i e  UV e s t  d é l i c a t e  : c e  composé absorbe  

peu la luniiLre au-dessus de 300 rim, ~eégion dans laque l le  l 'ADN n'absorbe pas. 

Néannioiiis, sui' l a  bande d ' abso rp t ion  du 8MOP s i t u é e  à 302 nm, on a pu n o t e r  

l o r s  de l l i n t e r c a l a t i o n  un e f f e t  bathochrome de 8 nm ( hm,, = 31 0 nm) e t  une 

17;ypochi~oniicitS * de 35 $ (83). 

Les e f f e t s  observés  dans l ' e a u  pour l e s  coniposés modèles é t u d i k s  

sont  analogues. 

I l  en v a  de même pour d ' a u t r e s  composés modèles b a s e - i n t e r c a l a n t  

(quinoléine, acridine,  proflavine) e tud iés  au labora to i re  (41 à 43, 45, 46). 

A p a r t i r  des spec t res  décr i t s .  précédemment, l e s  e f f e t s  hypocliromes 

$H o n t  & t é  c a l c u l é s  dans  d i f f é r e n t s  domaines d ' abso rp t ion  pour chacun d e s  

composés modèles é tudiés  ( t a b l e a m  1 , 2, 3). 

Modèles t i p i n e - &  thoxy-8 psoralène Tb-C,-8Pso - 6 : - 

------- -------------- 
Modèle Thy9-8Pso Tirp--C4-8Pso Tlg-Cg-8Pso ThJ+C6-8Ps0 

Domaine - 
en nm 

----------- 
400-300" 7 ,O 7 ,O 4 95 4 ,O 

400-280 995 970 5,5 
4.0-260 10,O 895 8 95 895 

400-230b 9,5  990 990 990 

400-205' - 9 ,O - - 
, _______il___________ -_____---__A_-_----------- ------------ 
Tableau 1 : Ef fe t s  hypochromes $H mesurés pour l e s  composés Thy-Cn-8Pso 6c, - b, - 

f dans d i f f e r e n t s  domaines d ' abso rp t ion  (eau-éthanol  95 : 5, 2 0 " ~ ) .  a : 2 ,  - - - 
dans  ce  domaine , l l absorp t ion  de  l a  tliymine e s t  r iégl igeable  ; b : minimum 

d'absorption commun am mod&les e t  corupo&s de réfé'rence ; c : longueur d'onde 

limite dans nos conditions exphimentales.  
______________I___--------------------------- 

* Par d4f i n i t i on ,  l 'hypod~romicitk correspond à la diminution de l ' i n t e n s i t é  

d'absorption à - une longueur d'onde déf inie .  



n Tableau3  : E f f e t s  hypoc't-iromes $H mesurés pour l e s  composés 

T't-w-Cn4',5'dli 8Pso 10 c ,  d, e,  f dans diff6rents  domaines d'absorption (eau- - - - -  
é t h a n o l  95 : 5,  2 0 " ~ ) .  a : dans c e  domaine, l ' absorp t ion  de l a  thymine e s t  

nég l igeab le  ; b : minimum d 'absorpt ion  commun aux modeles e t  au  compos6 de 

r6f6rerice 4',5'dh 8Pso-Cg 14 - 7 c : longueur d'onde l i m i t e  dans nos conditions - 
( e x p r  imentales . 

Modèles d6nine-r&thoxy-8 psoralkne Ade-Cn-ûPso - 8 : - 
---- i1 

Ade-C6-8Pso 

8f - - 

7 ?O 

990 

1 0 , O  

9 9 0  

1 1  ,5 

990 
- - - - - - - i - - - i - - J - - - - - .  

Tableau 2 : Effe t s  hypochromes $H mesur4s pou1 l e s  compo&s Ade-Cn-8Pso &, - 
d, f dans d i f f é r e n t s  domaines d 'absorpt ion  (eau-étlianol 95 : 5,  2 0 " ~ ) .  a : - - - 
dansce  domaine, l ' absorp t ion  de l ' adénine  e s t  négl igeable  ; b  : minimum 

d'absorption commun aux modèles e t  composés de référence ; c : longueur d'onde 

l imi te  dans nos conditions expérimentales. - 

- - - - - - - - - - - - - - -  
AdM4-8Pso 

8d - 

--------------------------------------------- 

8 ,O 
10,5 

11,5 

10,s 

14,O 

12,5 
. 

Modèle 

Domaine 

en nm 

400-ma 

400-290a 

400-280 
400-260 

400-250b 

400-205 
--- 

A d ~ a P s o  

& - 

10,o 

12,O 

12,s  
10,O 

1 3 , O  
12,O 

----- 



DEFILS l e s  tab leaux 1 ,  2 e t  3, l e s  valeu1.s de %H repor-Lées s o n t  à 

coruparer entre  e l l e s ,  pour une même se r i e  de modèles avec une incerti tude de - + 
0,S U I L I ~ ~ S  t ç  en valeur absolue de - + 1 uriité. 

On cons ta t e  que t o u t e s  ces  va leu r s  de $H s o n t  s i g n i f i c a t i v e s  e t  

no tab les ,  ce q u i  indique un repl iement  de t o u s  l e s  modeles considérés .  

Remarquons que ces  v a l e u r s  sorit du même o rd re  de grandeur que c e l l e s  

obtenues dans l ' e a u  (20°C, pH = 7 )  pour d i f f 6 r e n t s  dir lucléot ides (67, 73) ou 

pour des iuodkles aiialogues ~ a s e - ( C ~ ~ ) ~ ~ ~ a s e  (54), par exemple : pour ApA, $H = 

6,8 ; UpA %H = 1,4 ; Ade-(CH2)g-~de, $H = 16,5 ; A d e - ( ~ ~ ~ ) ~ - ~ r a ,  $H = 8,O. 

Dans l a  l i t t é l . a t u r e , l e s  v a l e u r s  de $H obtenues pour- des sys tèmes  

pol.l;arLt d i f f é r e n t s  chromophores ont  généralement é t é  comparées directement 

entre  e l l e s  pour classer  l e s  &f in i tes  respectives de ces clironiophores (54, 
76 ) .  C e t t e  approximation demande à Gtre u t i l i s G e  avec prudence. 

Nous Ie rons  quelques remarques à p a r t i r  des  va leu r s  de $H p o r t é e s  

dans l e s  tab leaux 1 ,  2 e t  3. Ces remarques s e r o n t  confirmées l o r s  d16tudes 

complGmeritaires (étude en température e t  par RIIN). 

- Ces valeurs de '$H sont erl faveur d'un degré de repliement; $R qui s e  

classe airisi : 

- Le degré de repl iement  semble diminuer avec l 'augnieritation de l a  

lorigueu~. de la  chalrie ca~.boll&e surtout  darls l e  cas des composés 

Ade-Cn-8Pso e t  Thy-Cn-4 ' ,S ' dl1 FjPso 1 0. - - - 

- Les s p e c t r e s  d 'absorpt ion  UV des composés é t u d i é s  comporter,t de 

rionibr.euses t i ans i t ions  élec7;roriiques assez m a l  difI&renci&es (voir 

f i ~ u r - e s  1 ,  2 e t  j j .  La va~.iactiori de $11 avec l e  doniailie d'absorption 

~ . e f l & t e  trcs pr.clbablemerit pour une même s é r i e  de modkles, des  

changements dans ia structu1.e "moyenne1' des complexes fornés. 

Par exeniple, da i s  l e  tableau 2, pour l e s  composés hde-Cj-8Pso - & e t  

Ade-C443Pso ûd, - l e s  degr& de repliemerit sorit certainemerit proches car l e s  



e f f e t s  hypochromes mesurés sur 1'v;isenble du spec t r e  (400-230 nm) sont  

voisins:  $H & = 1 3 ,  $H = ; 4. Par  ~ùi l- i ; l . s ,  ;es var ia t ior is  des valeurs  de $H - -- 
avec l e  doniaine d'absorptiori ne vont pss dàna l e  même seris : $H 400-300 nm &. - 
10, a d  - : 8. Ceci indique pr~b&lemerit  quv l e s  s t r u c t u r e s  "moyennes" des 

complexes formés pour ces deux compos6s b u ~ t  un peu différentes. 

Pour a l l e r  p lus  l o i n  aans rios conclusions, il e s t  maintenant 

nécessai re  de r e l i e r  q u a r i t i t ~ t i  J ererit  les e f f e t s  hypochromes mesurés aux 

degrés de repliement de chacufi des coqos6s btudiés. 

Degré - de repliement - - - Force -- de.,; interac:%i~is ---- : 

La détermination quwi-;;itativc du  uegré de repliement des modèles 

n'est possible qu'à la conditiori de zorx~àizre séparkmeïît l e s  caractkristiques 

d'absorption de la  forme ouverte e t  cellec du complexe formé. 

Les ca rac t é r i s t i ques  ÜV de l a  forme ouverte sont  access ibles  à 
p a r t i r  de c e l l e s  des compss4s de rl:fél,u~ce. Il fakt donc a t t e ind re  une 

complexat ion t o t a l e  pour observer l e s  ca rac té r  ist iqi*es d'absorption de la 

forme repliée seule en solutiori. La :;enprature e s t  un paramètre que l'on peut 

f a i r e  varier e t  qui doit intervenir di;.ectemer~t sur la position de l 'équilibre 

formes ouvertes Iormes rej$iées. 

Nous avons donc &tuai6  l a  va r i a t i on  de $H mesuré dans l e  mélange 

eau-6tlianol 95 : 5 en fonc t i~r i  de la tsmp2rature pour Les composés Thy-C4-ûPso 

@i - e t  Ade-Cn8Pso a, - - -  cl, h.ei2e-k hypocl~rome $H a e t6  mesuré en t r e  -5 e t  

&O0C à par t i r  des spectres des modi!les e t  de ceux des composés de référence 

relebés dans l e s  mêmes ~oriditioris ~ L W C  mênies températur.e6 (Figuiees 4, 5, 6). 
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TEMPERATURE, OC 

Figures 4, 5 e t  6 : Var ia t ion  de l ' e f f e t  hypochrome $H (mesuré e n t r e  400 e t  

230 nu )  avec l a  tempéraature ; eau-tt l ianol 95 : 5. 
Figure 4 : Ade-Cj-8Pso 8c. - - 
Figure 5 : AdeC4-8Pso a - e t  Tiiy-C4-8Pso M. - 
Figure 6 : Ade-C6-ûPso - - 8f. 



On observe : 

1.  Une décroissance  de $H avec l 'augmentat ion de l a  température : 

l e  repliement diminue lorsque la  température augmente. - - 

2. Urie valeur maximale de %H e s t  a t t e i n t e  i une température proche 

de 0°C pour l e s  composés Ade-Cg-8Pso - & e t  Ade-C4-8Pso - - 8d. Un p a l i e r  e s t  

v i s i b l e  en t re  -5 e t  10°C. Ces courbes s o n t  d i s c u t é e s  en termes d 'analyse 

s t a t i s t i q u e  daris l a  p a r t i e  exp6rimentale  ( p  152). Ce t t e  analyse corif i rme 

c l a i r e m e n t  qu'au vois inage  de 0°C nous a t te igr ions  des va leu r s  l i m i t e s  de 

l ' e f f e t  li;ypochrome %Hm,. 

En teriant compte des  e r r e u r s  expér imenta les  e t  de l ' a l l u r e  des 

courbes, nous estimons ces valeurs à : 

1 5 , O  < @Hm, ( 1 6,O pour Ade-Cg-8Pso - & 
16 ,O < $Hm < 17,O pour Ade-C4-ûPso - 

L ' i n t e r p r é t a t i o n  la  p l u s  probable de c e s  p a l i e r s  suppose que l e  

degr6 de  repl iement  augmente au f u r  e t  à mesure que l a  température diminue 

jusqu' à atteindre une valeur constarite de 100 $ aux basses tempSratures. 

L'obtention -- d'un t e l  p a l i e r  c o n s t i t u e  un o u t i l  t r è s  précieux pour  --- 
analyser - de manière quasi-quantitative - l e  phénomène - de complexation. 

Nous a r r i v o n s  à un repl iement  t o t a l  a u  voisinage de 0°C pour l e s  

composGs Ade-Cg-ûPso - & e t  AdeC4-8Pso @ - (ceci e s t  tout  à f a i t  comparable aux 

résu l t a t s  obtenus précédemment au laboratoire l o r s  de l'étude W e t  par - RMN de 

composés du même type adeninequinoléine ou adénineacridine (43, 45, 46). 

Les courbes $H = f j temgra ture)  peuvent ê t r e  analysées en terme de 

d e g r é  d e  r e p l i e m e n t  e t  peuven t  p e r m e t t r e  l e  c a l c u l  d e s  g r a n d e u r s  

tliermodynaniiques mises en jeu l o r s  de l ' interact ion adéninepsoralkne. 



Ceci e s t  possible en considérant  deux é t a t s  l i m i t e s  : l a  forme 

ouverte e t  l a  forme rep l iée ,  e t  en f a i s a n t  l'kiypothèse selon l aque l l e  l a  

di f férence d'ériergie en t re  ces deux é t a t s  l i m i t e s  e s t  grande comparée aux 

ditférerices d'énergie en t r e  l e s  microé ta t s  d'une même forme l imi t e .  Uri t e l  

t r a i t ement  a é t é  u t i l i s é  à diverses  r ep r i s e s  dans l a  l i t t e r a t u r e  pour 

interpréter l e  degré de complexation in t ramolécula i re  de dinucléot ides  ( 6 7 ,  
76, 8 0 ,  84 à 87) .  

On peut airisi calculer : 

- l e  degr& de repliement sH . 103 

$Hm 

- la constante de l 'équilibre de complexation K à une temgrature donnée: 

Forme repliée 
K= - - FJH 

Forme ouverte $ H ~ ~ - $ H  ) 

Les degrbs de repliement des compos6s Ade-C3Pso & - e t  AdoC4-8Pso 

8 d  - ont é t é  déterminés à di f f6ren tes  températures e t  son t  indiqués dans l e  - 
tableau 4. 

Les droites de VAN'T HOFF représentant la variation du logaritlime de 

la constante d ' equ i l ib re  K en fonc t ion  de l ' inverse  de l a  température I, 

permettent d'obtenir l e s  variations d'enthalpie AH" e t  d'entropie A SO a i se s  

en jeu l o r s  de l a  complexaton (vo i r  pour exemple, l a  f i g u r e  '7). Les va leurs  

obtenues son t  por tées  daris l e  tableau 5. E l l e s  sont  l e s  mêmes pour l e s  

compos6s Ade-C3-8Pso @ - e t  Ade-Cq-ûPso 86 - : AH' = -30 - + 5KJ/mol e t  A S 0  =-90 

+ 15 J/mol/degrt.. Ceci indique que l'augmentation de la longueur de la chalne - 
carbon6e de Ç 3  à C4 ne change pas  l e s  paramètres thermodynamiques de 

1' in te rac t ion  adénine-psoralène. 



Compo&s l Température en OC 

Tableau 4 : Variation du degré de repliement ($R) avec la  temperature pour l e s  

compos&s AdoCri8Pso - - 8 e t  Thy-C4-8Pso 66 - (eau-éthanol 95 : 5). a : deux 

l i m i t e s  de $H m a x  sont dorinées en tenant compte des erreurs exp5rimentales. b: 

valeur la  plus grande de $H observée à basse température. c : valeur la  plus 

graiide de $Ha, o b s e r d e  e t  envisageable.  d : %R e s t  probablement proche de 

c e t t e  valeur. 

Figure 7 : Droite de VAN'T H0'f-E' représeritant la variation de l n  K en fonction 

de 1 /T daris l e  cas du composé Ade-C4-8Pso - 8d. K : constante d16quilibre forme - 
ouverte-forme repliée. T : température en K ; %H~,  = 16,5 ; eaui-éthanol 95:5. 



Tableau 5 : Variation des paranihtreo tlierrriodyriamiques AH" e t  AS0  m i s  eri jeu 

l o r s  du repliement des composés Ade-Cn-8Pso &c, b, f (eau-étlianol 95 : 5). a : - - -  
Plusieurs valeurs de $Hm, sont erivisageables en raison des incertitu6es. b : 

Les valeurs extrêmes de $Hm, obteriues pour Ade-C3%Pso e t  Ade-C4-GPso oiit Gtc 

u t i l i sees  pour l e  calcul. c : r coef ficierit de corrélatiorl de la régression. 

Dans l e  cas du composé Ade-Ch-8Pso 8f, l a  courbe $H = f(~) r i fa t t e in t  pas de ---- -- - 
p a l i e r  ( F i g u r e  6 )  ; mais il e s t  riéarinioins p o s s i b l e  de déterniiricr 

approxiniativenier~t l e  degré d e  replienierit, I l  f aut  f a i r e  lf2iypotli&se selori 

l aque l l e  pHm, e s t  compris en t r e  l a  valeur. l a  p lus  grande mesurée pour ce 

composé à basse température ($H = 14, E'igure 6) ~t L a  valeur maximale obtenue 

pour l e s  coapos6s Ade-C 8 P s o  82 c t  Ade-Cd-8Pso @ i$H < 17, Figure 5). L a  3- - - 
valeur l a  p lus  graride de FHmax e s t  l a  pl-us probable, l e s  deux chromophores 

&tant l e s  memes e t  l e s  structures des coiliplcxes formes assez voisines. 

Ces ca l cu l s  ( tableau 4 )  indiquerit un degr6 de repliement d e  65% à 

20°C pour ce compo&, plus fa ible  que celui déterminé pour lee composSs 

Ade-C3-8Pso &c e t  Ade-C4-DYso 8 d  qui  s'6lLve à 80%. Les valeurs  de AH0 e t  - - - 
As0 orit aussi é t 6  estimées en f or.niula.ri"ca ruËrrie kiypo*tll&se : 

-23 c A Ho < -1 7 KJ/mole e t  -70 < A S0 < -55 J/mole/degré (Tableau 5). \.:! t 5  , 
'% , , 



Modkles en s é r i e  thymine : - -- 

L a  v a r i a t i o n  de $H en fonc t ion  de l a  terupérature dans l e  c a s  du 

conipost; Tiiy-C4-8Fso @J - e s t  l i r i8a i re  même au  voisinage de 0°C ($ligure 5).  I l  

n 'est  donc pas possible de déterminer l e  degré de repliemerit des modèles 

'i'1:y-Cn8Pso - 6 comme nous l 'avons f a i t  précédemment. Pourtant  l a  va leu r  de - 
$Hm,, trouvée pour l e s  moa&les de l'adénine peut nous fournir une indication 

appoximative de ce degr6 de repl iement .  S i  nous supposons que l a  v a l e u r  de 

$H,, correspondamt à une complexation t o t a l e  pour ces composés e s t  comprise 

e n t r e  10,5, l a  va leu r  l a  p l u s  grande observée à 0 ° C  pour l e  compose 

T t ~ r - C ~ P s o  a - (Figure 5) e t  17, la  valeur maximale observge pour l e s  compost's 

de  l a  s é r i e  adénine (Figure 6 ) ,  nous t rouvons un degré de repl iement  des 

composes Tkv-Cr,-8Pso de l 'ordre de : 

> %R > à 20°C (Tableau 4)  

Urie valeur proche de 5% e s t  la  plus probable. 

C. DISCUSSION : 

Irit6ractions adénine-psoralène : 

Les composbs Ade-Cg-8Pso & - e t  Ade-C4-8Pso - ont  montre des 

comportements voisiris au cou~.s de c e t t e  étude : 

- ui repliement t o t a l  au voisinage de 0°C (Figure 4 e t  5) .  
- Des d e g r é s  de  r e p l i e m e r i t  t r è s  p r o c h e s ,  q u e l l e  que s o i t  l a  

température (Tableau 4 ) .  
- Les paramktr e s  -thermodyriamiques de l ' interactiori  adénine-psoralène 

observée pour chacun d'eux sont identiques  a able au 5) : 



Ceci e s t  en accord avec l e s  r é su l t a t s  du Tableau 2. Nous trouvons là 
deux valeurs voisines de l ' e f f e t  hypochrome mesuré sur  tout  l e  spectre à 20°C: 

Pour c e s  deux composés 82 e t  g d ,  il e s t  cependant à n o t e r  d e s  - 7 
variat ions différentes  de $H en fonction du domaine de calcul  a able au 2 )  : 

%H 400-300 nm, cc  : 1 0 , O  e t  &l : 8 , O  - - 
$H 400-230 nm, & : 1 3 , O  e t  &d : 14,O - - 

Dans l e s  s p e c t r e s  UV e n r e g i s t r é s ,  on d i s t i n g u e  de nombreuses 

t rans i t ions  électroniques : bandes d'absorptiori de l'adénine (88) e t  du cycle 

psoral&rie (89, 90). Pour un modèle, l e s  v a r i a t i o n s  de $H avec l e  domaine 

d 'absorpt ion r e f l è t e n t  donc l a  manihre dont l e s  d i f f é r e n t e s  t r a n s i t i o n s  

électroniques sont affectées par la  complexation. 

Dans l e  cas  des composas Ade-Cg-8Pso & - e t  Ade-C4-8Pso 8d, ces  - 
variat ions sorit différentes  bien que l e s  degrés de complexation soient  t r è s  

voisiris. Ceci indique que l e s  str-ucturaes "moyerines" des complexes formés sont 

un peu différentes. 

Comme nous l'avons vu précédemment, ces deux complexes mettent en 

jeu les mêmes Gnergies. 

Ces r é su l t a t s  confirmerit que l'kiypotlsièse des deux é t a t s  l i m i t e s  e s t  

tout  à fait adaptée au traitement quant i ta t i f  des courbes %H = f(~empérature):  

uri des é t a t s  l imi tes ,  l e  complexe, e s t  bien constitué de microétats d'énergies 

voisines. 

Pour l e  composé Ade-Cg-8Pso 8f, l e  repl iement  diminue for tement  - 
(Tableau 4 )  : à 20°C, il a é t é  es t imé à envi ron  65 $. Ceci s ' expl ique  en 

p a r t i e  par  l 'augmentat ion des degrés de l i b e r t é  du systkme (AS" =-y0 

J/mol/degrB pour Ade-CePso e t  Ade-C4-ûPso, - 0  < AS0 < -55 J/mol/degré pour 

Ade-Cg-8Pso ) . 



Les valeurs deAHO e t A s '  obtenues pour l e s  compo&s Ade-Cg-8Pso e t  

Ade-C4-8Pso (AH" = - 3 0 K J j n i o l , ~ S 0  = -90 J /mol  par degré) s o n t  v o i s i n e s  de 

ce l l e s  déterminées pour un dinucléotide de l'ad6nine :&1° = -42 ~ J / m o l , d , s "  = 

-126 J/mol/degrd ( 8 6 )  e t  pour un niodhle Ade-Cj-Ade &tudi6 au laboratoire: 

AH" = -36 KJ/mol, AS0 = -90 J/mol/degré (45). 

Inté ract ions tkigmuici+psoralèrle : 

La f i g u r e  5 e t  l e s  tab leaux 1 ,  2 e t  L f  indiquent  c la i rement  que l a  

thymine préserite moiris d 'a f f in i té  pour l e  psoralGrie que l'adénine : à 20°C, 

$R Thy-C4-8Pso - E 50$, $R Ade-C4-8Pso a - > 80 $. I l  e x i s t e  néanmoins un 

repliemerit appréciable dans l 'eau pour tous l e s  composés Thy-C,-ûPso 4. - 

t 

Ehide en RMN : 31 --- 

Cette étude a é t é  corisidérablement l imi tée  par l ' ir isolùbili t6 dans 

l 'eau lourde des composés préparés a i n s i  que par la  serisibilitx2 de l 'apparei l  

de RMN u t i l i sé .  

Nous nous sommes essentiellement attach6s à vkrif ier  l e  repli-enient 

de t r o i s  modtles : Thy-C4-8Pso 6d ,  - Ade-Cd;HPso - &d e t  Tliy-C4-4' ,5 ' dl1 8Pso m. - 

a) R é s u l t a t s  : 

Nous avons tout d'abord enregistre l e s  spectres de RMN H 80 MHz des 

modbles Tkiy-C4-8Pso - 6d, Ade-C4-8Pso @ - e t  Pliy-C4-4 ' ,5'dh 8Pso 1 - 0d e t  ceux des - 
composis de référence, eri solution diluée (10-4 M) dais  un mélange D2C-DMSO 

95 : 5 à 27 O C  (Figures 8, 9, 10). 



Modèle 

Figure 8 Figure 9 

Figure 8 : Spectres de RMN 'H 80 MHz des compos6s TIy-Cg , 8Psc-C3 - 5, 
TIv-C3 + 8Pao-C3 en ni6larige &quimol6culaire e t  Thy-C 4 -8Pso 60 - D20-DMSO dg 

95 : 5 ; 10-4 rnoles/l ; 27 O C .  

Figure 9 : Spectres de RMN 'II 80 MHz des ïompos&s Ade-C3 - î 2 ,  8 P s e C j  - î3,  

Ade-C3 + 8 p ~ c - C ~  en m&la.rige 6quirnol6culaire e t  Ade-C4-8Pso 8A. - D20 - DMSO dg 

95 : 5 ; 10-4 moies/ l  ; 27°C. 

LILLE 3 



Modèle Thg-CA+' ,5'& -- 8Pso IOd : - 

Figure 10 : Spectres de RMN 'H 80 MHz des compo&s Thy--C 11 e t  3 = 
Thy-C4-4',5'dli 8Pso lm. - D20 - DMSO d6 95 : 5 ; I O  o l e s / l  ; 27°C. 

Dans t o u s  l e s  cas ,  on c o n s t a t e  s u r  l e s  s p e c t r e s  e n r e g i s t r é s ,  des 

v a r i a t i o n s  des  d6placemerits chimiques (bl indage)  de c e r t a i n s  protons des 

modeles, ce q u i  e s t  l e  s i g n e  d'une a s s o c i a t i o n  i n t r a m o l é c u l a i r e  des noyaux 

aromatiques base-psorall.ne. 

Nous avons p o r t é  d a n s  l e s  t a b l e a u x  22,23 p 154-155 , l e s  

dtiplacemerits cliimiques observés pour l e s  protons aromatiques des différents  

composés &tudi&. A par.ti1. de ces va leui .~ ,  nous avoris détermin6 l e s  valeurs de 

blindage Ao pour chacun de ces protons ch able au 6). 



LILLE 8 



b) Discussion : 

Le courarit de cycle de la thymine e s t  extrêmement f a ib le  (91). Il en 

résul te  que pour l e s  conipos6s T1v-C4-8Pso @ - e t  Thy-C4-4',5'dh 8Pso 1 ,  - l e s  

variations de déplacement chimique des  pro tons  du psoralène a t t endues  son t  

t r è s  f a i b l e s  v o i r  inexis tar i tes ,  même dans l e s  conformations to ta lement  

repliGes. Comme on peut  l e  v o i r  daris l e  t a b l e a u  6 ,  l e s  bl indages Au mesurés 

sont en e f f e t  riégligeables. 

Par corit~.e, l ' e f f e t  du cycle psoralèrie sur la thymine e s t  important, 

par exemple pour l e  composé Thy-C4-8Pso - bu (H-6~) = 0 9 2  ppm e t  AB 

(CHTT) = 0,23 ppm. 

Ces v a l e u r s  son t  s i g n i f i c a t i v e s .  Les d i f f é rences  de déplacement 

chimique ne sont pas at t r ibuables  à des interact ions "intermoléculaires" comme 

ce la  a é té  démontré précédemment (p '38). E l l e s  constituent donc un indice t r è s  

f o r t  en faveur du repliement de ces systèmes sans que toutefois  on puisse l e s  

iriterpréter quantitativement en terme de degr6 de repliement. 

Néanmoins, si on compare l e s  valeurs obtenues pour l e s  modèles 

Thy-C4-8Pso - e t  Thy-C4-4',5'dh 8Pso l s ,  - on cons ta t e  des v a l e u r s  tou jours  

plus elevées pour l e  premier composé, par exemple Aa (m3~) @ - : 0,23 ppm e t  

1 - 0d : 0,13 ppm. Ceci e s t  eri faveur d'une coruplexation plus importante pour l e  - 
composk Thy-C4-8Pso @ - par rapport au composé Tliy-C4-4',5'dh 8Pso 10d.  - - 

Les blindages observés sur l e s  protons 2 e t  8 du noyau adénirie sont 

t r è s  importants  : Au ( H - 2 ~ )  = 0,37 e t  Au (H-8~) = 0,34 ppm. Ces deux protons  

sont affectés  de fayori s imi la i re  par la  complexation, ce qui l a i s s e  penser que 

la surface de recouvrement ad4nine-psoralbne e s t  t r è s  grande. 

Ces v a l e u r s  Au s o n t  net tement  p l u s  é l evées  que c e l l e s  observées 

pour l e  cycle thymine des composes Tlriy-C4-8Pso c d  - e t  Thy-C4-4',5'dh 8Pso 10d - - 
(Tableau 6) .  Ceci e s t  l ' indice d'un plus grand degré - de repliement - du composé 

Ade-C -8Pso 8 d  comparé à Thy-Cd-8Pso g, c e  q u i  e s t  en accord avec l e s  A-------- - 7 

r é su l t a t s  de l 'étude W. 



I l  e s t  à remarquer également que l e s  pro tons  du psoralène son t  

a f f e c t é s  e t  riotanment l e  proton H-5 ( Ao = O,23 ppm). On sait  qu'à l a  

d i f f é r e n c e  de l a  thymine, l ' adén ine  p résen te  un courant  de cyc le  notable  

susceptible dl induire des blindages importants (91 ) . 

Gométr ie  - du complexe intramoléculaire observé pour le  composé Ade-Cn-ûPso - 8d: - 

Dans l e  c a s  de composés dans l e s q u e l s  l ' adén ine  e s t  a s soc iée  à un 

i n t e r c a l a n t ,  lorsque  l ' o n  a t t e i n t  un repl iement  t o t a l ,  il e s t  quelquefois  

possible de déterminer l a  structure du complexe formé (45, 46). 

Le courant  de cycle  de l ' adénine  a é t é  c a l c u l é  par G. GIESSNER- 

PRETTRE e t  B. PULLMAN (91 ). Les courbes d' iso-écran q u i  en découlent peuvent 

per.niett1-e de déterniirier la  structurae du complexe à p a r t i r  des  va leu r s  de 

bl indage Ao mesurées. Ces courbes son t  r ep résen tées  ci-après ,  l e s  v a l e u r s  

indiqukes sorit des valeurs de blindage exprimées en ppm. 

En ce qui concerne l e  composé Ade-C4--ûPso ûd, rious pouvons estimer,  - 
en u t i l i s a n t  l e s  r é su l t a t s  Cie l 'é tude UV, que ce composé e s t  replié à environ 

75 $ dans l e  mélarge D20 - DMSO 95 : 5 à 27°C. 

Nous pouvons accéder aux va1eur-s niaxirriales de blindage Au max pour 

l e  complexe eri fa i sant  l'approximation de deux é t a t s  l imi tes  (tableau 7) : 



........................................... 
Protons / a-4 H f  H-5 H-4 ' H-3 H-2A M A  

0,113 0,13 0,31 0,13 0,B 0,49 0,45 

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

intramol&culaire iorm6 lors du repliement du compose Ade-C4%Pso 8d - 
D20-DMSO dg 95 : 5. 

Cependant, il est difficile de définir une seule structure pour le 

complexe à partir des courbes d'iso-écran de l'adénine. Les seules sondes dont 

rious disposons sont les protons du noyau psoralèrie, ceux-ci sont situés d'un 

même cÔtS de la molécule et sont affectés de fa~on assez similaire. De plus, 

les courbes d'iso-6cran du métiioxy-8 psoralène seraient nécessaires pour - 
interpreter les Au des protons de l'adénine et à notre connaissance, elles ne 

sont pas publiees. 

Les valeurs Au trouvGes sorit tout à fait compatibles avec les 

courbes d'iso-écran de l'adénine et permettent de définir au moins deux 

structures pour le complexe (~igure 11). La structure 1 est en meilleur accord 
avec les valeurs de Au max trouvées mais les différences sont faibles compte- 

tenu des incertitudes. 

N 

1 If 

Figure I I  : Structures proposées (1 et II) pour le complexe intramoléculaire 
forni6 lors du repliement du compo& Ade-C4%Pso 8d. - - 



D. NA!i'!!i'! - DES ~ ~ I O N S ,  IiVHXEXCE - DU SOLVANT : 

Daris l ' eau ,  t o u s  l e s  composés modkles p résen ten t  un f o r t  degré de  

repl iement .  Nous avons é tud ié  ce  r*epllenierit dans d i f f é r e n t s  s o l v a n t s  

organiques de fason à p r e c i s e r  l a  na tu re  des f o r c e s  qui  conduisent  à 

l'empilement base-psoralène. 

1/ Etude W : -- 

Nous avons é t u d i é  l a  v a r i a t i o n  de $H lo r sque  l ' on  augmente la  
proportion d'4tlianol daris un melange eau-bthanol pour l e s  composés Pb-C4-8Pso 

6d - - (Figure 12) ,  Ade-C4-8Pso 8d - - (Figure  13) e t  Tliy-C4-4' ,5'dli 8Pso 1 - Od - 
(Figure  14). 

Pour ces  t r o i s  composés , nous observons une décroissance t r è s  

r a p i d e  de l ' e f f e t  hypochrome lo r sque  l a  propor t ion  d 'é thanol  augmente. Ceci 

peu t  ê t r e  i n t e r p r é t é  comme une diminution tr&s s e n s i b l e  du degré de 

repliement. 

A p a r t i r  des figures 12, 13, 14, nous pouvons estimer que lorsque l e  

pourcentage d'etlrianol dans l ' e a u  passe de 5 à 30 %, l e  degré de repl iement  

diminue de pr&s de 50 $ pour l e s  compo&s Thy-C4-8Pso 6d e t  Adc-Cq%Pso s d  e t  
?r - 

de 75 $ pour l e  compos6 Thy-C4-4',5'dh 8Pso 10d. - Ces valeurs traduisent tout  à - 
fait l ' e f f e t  promoteur de l'eau dans la complexation 

Dans l'étlianol pur, l e  repliement d ispara i t  presque totalement pour 

t o u s  l e s  modèles 6 ,  8 e t  1 2  : ($H 400-250 rim compris e n t r e  0,S e t  1,5). -- - - - 
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F i g u r e s  1 2 ,  13, 1 4  : V a r i a t i o n  de l ' e f f e t  hypochrome %H en f o n c t i o n  du 

pourcentage d'étlrianol daris des mklanges eau-éthanol à 20 O C .  

F igure  12 : Tiiy-C4-8Pso - 6 6 ,  $H 400-230 nm ; - 
Figure  13 : Ade-C4-8Pso 8d ,  %H 440-230 nm; - 
F i g u r e  14  : ~ h ~ - ~ ~ - 4 ' , 5 ' d i 1  8Pso 10d, - $H 400-300 nm. - 

--\  
Figure 13 
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L'atude UV des composés Thy-C 8Pso @ e t  Ade-C4-8Pso 8 d  dans l e  4- - - - 
dichloroniethane révéle également uri repliement t r è s  f a i b l e  ($H 400-230 nm = 

l I l ] ~ , l i ,  

0 10 28 30 40 58 60 70 80 90 100 

X ETHANOL 

1,5 à 20°C pour l e s  deux modèles). 



2/ Etude en RMN : --- 

Les spectres de RMN des compo&s modèles Thy-C4-8Pso @, - Ad+C4-8Pso 

8 d  - e t  Thy-C4-4',4',5'dli 8Pso 10d a ins i  que ceux des compos6s de rkftrence ont étk - - - 
enregistras dans l e  DMSO à des concentrations d'environ 10-3 moles/l e t  à 

27°C. Les valeurs des déplacements chimiques mesuras sont indiquées dans l e  

tableau 24 p 156. 

Les valeurs de blindage Au calculées  sont pratiquement riulles, ce 

qui indique un repliement inexistarit dans l e  DMSO dg. 

3/ Conclusion : 

Tous ces r6sultats montrent que l e  repliement disparait en solvant 

organique. Nous pouvons en conclure que - l e s  interactions -- mises eri  eu -- l o r s  de 

l 'empilement base-psoralène -- dans l e s  composés modèles - e t  vraisemblablement 

101.s de l ' i n t e r c a l a t i o n  du p s o r a l è n e  s o n t  e s s e n t i e l l e m e n t  de n a t u r e  -- - - 
hydrophobe. 

L'étude physicoclriimique des composés Thy-Cn-ûPso 6, - Ade-Cn-8Pso - - 8 e t  

Tkq-Cn-4',5'dh 8Pso 10 - a 6t6 menée en solution diluke par spectroscopie W e t  - 
de RMN. 

Les r d s u l t a t s  a c q u i s  par  c e s  deux techniques s e  conforterit 

mutuellemerit : 

* "lus l e s  modkles prépar6s p~ .ésen ten t  un f o r t  degré de repliement 

daris l'eau à 20°C : voisin de 5 s  pour l e s  compos&s Thy-Cn-8Pso 6, - 
sufirieur à €Q$ pour l e s  modbles Ade-Cri-8Pso - A 8. 



* Les coniplexes formés l o r s  de ce repliement sont de même nature que 

c e u  formés l o r s  de l ' intercalation du psoralène dans l'ADN ( e f f e t s  
I 

tiypochromes e t  bathochromes analogues) (1 1 , 21 , 83). 

La  p lupar t  des r é s u l t a t s  acqu i s  en ce  q u i  concerne la  n a t u r e  e t  

l ' i r i te r i s i té  des f o r c e s  mises en Jeu l o r s  du repl iement  peuvent 

fournir des indications de base s u r  l e s  i n t e r a c t i o n s  molécu la i r e s  

mises en jeu dans l e  processus d' intercalation des psoralknes dans 

l'ADN. 

* Pour l e s  t r o i s  s k r i e s  de compo&s préparés, l e  degré de repliement 

$R peut s e  classer a i n s i  : 

I,e degré de repliement semble l i é  à la surface to ta l e  des composés 

aromatiques susceptibles de s e  recouvrir : 

- Plus grande surface du noyau adénine comparé au noyau thymine. 

- Plus grande surface du noyau psoralène disponible dans l e  cas 

où l e  cycle furanne ri 'est  pas hydrogéné. 

* Le repl iement  e s t  p l u s  impor.tant pour des composés p o r t a n t  des 

cfiaînes à 3 e t  4 a-tomes de carbone. Il diminue nettement pour des  

chahes  à 5 et 6 atomes de carbone (Ade-Cn-8Pso 8 - e t  

"ly-Cn-4',5'dh 8Pso 1 3 ) .  - 

* La b a i s s e  de l a  tempéra ture  provoque une augmentation du degré de 

repliement. Dans l e  cas des composas Ade-Cg-8Pso @ - e t  Ade-C4-ûPso 

8d, l e  repliement e s t  total au voisinage de 0 ° C .  - 

* Les i n t e r a c t i o n s  adénine-psoralène s o n t  p lus  f o r t e s  que l e s  

intéract  ions thymine-psoralène. 

* Les k n e r g i e s  d ' i n t e r a c t i o n  a d é n i n e - p s o r a l è n e  o n t  pu ê t r e  

déterminées : 



* Ces énergies sont  du même ordre de grandeur que ce l les  mises en jeu 

l o r s  de l 'empilement  de deux noyaux adénine (45, 8 6 ) ,  c e  qu i  e s t  en , 

accord avec l e  f a ib le  pouvoir intercalmit des psoralbnes (92). El les  

sorit  é g a l e m e n t  p r o c h e s  d e s  é n e r g i e s  i n t e r v e n a n t  l o r s  d e s  

i n t e r a c t i o n s  adénine-chloroquine, amino-quinoléine é t u d i é e  au 

l a b o r a t o i r e  (45). Bieri que de s u r f a c e s  diffr'ren-tes, quinol6 ine  e t  

psoralèrie présentent donc des a f f i n i t é s  comparables pour l'adknine. 

Par con t re ,  c e s  a f f i n i t é s  son t  p l u s  f a i b l e s  que c e l l e s  mises  en 

évidence ent re  l'adénine e t  l a  quinacrine, autre  intercalant de type 

acridine étudié au laboratoire (46). Dans l e  cas du composé adériine- 

C3-quinacrine, il a 6t6 observé un repliement t o t a l  entre  O e t  W'C. 

* L e s  i n t e r a c t i o n s  m i s e s  en j e u  sor i t  d e  n a t u r e  hydrophobe.  

, L'empilement d ispara i t  en solvant orsgrnique pour tous l e s  modèles. 

II. r n E  R A D I O C R I ~ Q U E  : 

Dans l e  bu t  de déce le r  e t  d '&t i ,~d ie r  l e s  in t é rac t io r i s  d'empilement 

base-psoralène dauis l e  c r i s t a l ,  l e s  s t r u c t u r e s  c r i s t a l l i n e s  de quelques uns  

des composés pr6parés orit été déterminées par d i f f rac t ion  des rayons X dans l e  

laboratoire de cristallograpliie de l 'universi té  de Bordeaux*. 

Nous nous l i m i  teroris à rdsumer rapidement 1' esserit i e l  d e s  r é su l t a t s  

obtenus. 

1 / Structures cristallines - des compos4s modkles étudiés : 

Ces s t r u c t u r e s  s o n t  reprksentées  successivement par l a  vue e n  

perspective de la molécule e t  la  vue dans son arrangement dans l e  c r i s t a l .  

---------_--_--------------------------------------_ 
* Le t r a v a i l  a kt6 r é a l i s é  pa r  J.P.  BIDEAU, G. BRAVIC, C. COURSEILLE e t  R. EL 

COUHEN dans l e  laboratoire  de M. HOSPITAL. 



Composé Th, ::,I-8Pso 6d : 
I - - 

Figure 15 : Vue en perspective de la mul6cule de Tkiy-C44Pso 6d - - 
Figure 16: Ari-angemerit mol4cula i re  du composé Thy-C4-8Pso - 6d avec l e s  - 

l ia i sons  liydrog&ne (A). 



Ce composé c r i s t a l l i s e  avec 2 molécules d'eau : 

Figure 20 

Composé !P4y-C5-4 ' ,5 ' dh 8Pso 1 O e  : -- - 

Figure 21 : Vue en perspective de la mol8cule de Thy-Cg-4 ' ,5 'dh 8Pso 10e. L Itr 

- - 
Figure 22 : Arrangement mol-éculaire du con-po& T1i;)i-C 4 ' ,5 ' dlri 8Pso 1 Oe. ( 5- - - 



Principaux r é s u l t a t s  : I 

Nous dégageons i c i  rapidement l e s  points l e s  plus marquants de ce t te  

6tude. 

Aucun empilement in t r amolécu la i r e  n 'a  é t é  observé, ce q u i  e s t  

genéralemerlt l e  cas  pour ce type  de composés comportant deux noyaux 

aromatiques d i f  f6rents. 

Empilements in%ermol.écula.ires : 

Un empilement iriter.mol6culaire adénlne-psoralène e s t  observé pour l e  

compos6 Ade-C4-8Pso - a Daris  Le c r i s t a l ,  il y a format ion  de p i l e s  i n f i n i e s  

adénilie-psoralène. Les noyaux s e  t rouvent  à une d i s t a n c e  de 3,5 8 e t  sont  

pratiquement p a r a l l è l e s  (angle  de go). Le recouvrement s e  f a i t  dans des  

d i r ec t  ioiis d'allongezrierit du psoralène e t  de l'adénine perpendiculaires (figure 

20). Cet te  s t r u c t u r e  pe rmet t r a  -- de proposer - un modkle d' i n t e r c a l a t i o n  - du 

niétlioxy-8 p s o r a l h e  -- dans l'ADN. 

Liaisons hydrogène - base-psoralène : 

Dans l e  c r i s t a l  du compos6 SIiy-Cd/Pso@ .- chaque molécule e s t  r e l i ée  

à deux voisir ies  par deux l i a i s o n s  kiydrogène iden t iques  e n t r e  l a  forict ion 

carbonyle du cycle  psoralkne et, 17ilydrog&ne port6 par  l 'atome d'azote en 

position '5 du cycle tliyniirie if igure 16) .  

Une a u t r e  l ia i \sori  hydrogène base-psoralhne e s t  observée pour l e s  

composes Ade-Cj-8Pso - & e t  Ade-C4-8Pso & - Blle l i e  la fonction carbonyle du 

cyc le  psoralkne à un hydrogène du groupement amine du noyau adénine d'une 

aut re  molecule (Figures 18 e t  20) .  

Recouvrement - des doubles l ia i sons  3,4 de dewr noyaux psoràlène - : 

Dans l e  c r i s t a l  du composé Thy-Cg-4',5'dh 8Pso IOe ,  - nous remarquons - 
surtout  - l a  proximit6 A-- ( 3  5 1) des l ia i sons  3,4 des no;yaux psoralkne. Ces noyaux 

s o n t  en t r a n s  l 'un  par r appor t  à l ' a u t r e  e t  dans un arrangement t ê t e  à queue 

( f i g u r e  22). 



I l  a été observé. dans ce c r i s t a l  e t  dans celui du composé 

Thy-C5-ûPso 6 e ,  - des pliotor6actions sGrséosé l ec t ives .  Ces photoraact ions o n t  

e t& étudiSes e t  sont décrites dans l'étude photochimique (p. 118). 

Dans l e  c a s  du composé Thy-Cg-8Pso &, - l a  s t r u c t u r e  RX du  

pliotodimlre formé a BtC: daterminGe à par t i r  d'un c r i s t a l  du'compo& 

Tlly-Cy-ûPso expod à la lumirre du joui'. 

I l  semble donc que cet te pliotoréaction dans l e  c r i s t a l  perturbe peu 

l'arrangemerit cr is ta l l in .  L'avaricement -- de la  phot;or&action pourra -- sans doute 

ê t r e  suivi'e par radiocristallograp2iie. 

III. CQN-QN - DE II' EKiDE PEYSI-QUE : 

Deux types de rBsultats se  dégagent de l'étude physicochimique des 

modèles Thy-Cn-i3Pso - 6, Ade-Cn-ûPso 8 e t  T2w-Cn-4 ' ,5 ' dh 8Pso Q . - - - , 

1. Nous connaissons maintenant l e  comportement conformationnel des 

composés modèles dans differents  milieux (solution, cristaux). Cette 

connaissance s e r a  u t i l e  l o r s  des études de photoréact iv i té  base- 

psoralhne e t  égalenient psoralène-psoralkr ie  : peut-  ê t r e  l e  

repliement des modeles a-t-il une influence sur la pliotoréaction '! 

2. L'étude de ces  composés apporte une mei l leure  connaissance des 

i n t e r ac t i ons  d'empilemerit base-psoralène en préc i san t  l a  nature  

e t  1' intensi-té. des forces qu 'e l les  mettent en jeu. 

Avec ce type de niodéles, il e s t  poss ible  de t e s t e r  l ' in f luence  de 

modifications structurales de l ' i n t e r c a l a n t  sur  son a f f i n i t é  pour 

difftrerites bases. 



C H A P I T R E  III 
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E T U D E  P H O T O C H I M I Q U E  



Nous connaissoris l e  comportement conf orniat ionnel des modèles 

pr4pares. Dans l ' eau ,  ces composés s e  presentent  nettement sous une forme 

r ep l i ée  dans l aque l l e  l e s  deux noyaux aromatiques pouvant photoréagir sont 

superposés. Par. contre,  dans l e s  so lvan ts  organiques, ces  i n t e r ac t i ons  

disparaisserit e t  la forme étendue prédomirie. 

D a r i s  ces  d i f  f é  rerites coridi t ions,  rious a l lons  niainteriarit examiner 

1eur.s comportements pliotophysiques e t  pliotochimiques. 

EXIDE PAR PEUl!ûLXSE ECLAIR DE L'EWi! EXCITE TRIPUB! DU NOYAU PSORAL;FNE : -- - -- 

Qu'il s ' ag i s se  du psoralkne lui-même ou de s e s  dér ivés  méthoxylés 

t e l s  que l e  8MOP j- e t  l e  5MOP 2, l ' é t a t  exc i té  t r i p l e t  appara i t  comme - - 
géri&ralement responsable, dans l'ADN, de la premiere réaction de photoaddition 

su r  l a  thymine (3, 83, 93). 

Psoralèrie 8MOP I - 

La désactivatiori  du t r i p l e t  du psoralèrie par l a  thymirie observée 

dans dif 'fer-ents so lvan ts  (94, 95) e t  l e  f a i t  que l ' é t a t  t r i p l e t  du psoralène 

i n t e r ca l é  daris l ' A D N  ai t  pu g t r e  6tudié (96) son t  tou t  à f a i t  en accord avec 

l e  role pr.épondérarit qui l u i  e s t  attribue. 

Par contre, un certain nombre de resultats  obterius récemmerit restent 

iriexpiiqués : 

. La  vi tesse de désactivatior~ de l ' é t a t  excité t r i p l e t  du psoralèrie 

par la thymine l i b r e  e s t  considérablement augmentée par la présence d'eau : 



Ce pIjériom&ne n 'es t  actuellement pas clairenient interprété. 

. Dans différerites coridit ions, l ' é t a t  e x i t 6  t r i p l e t  du métlioxy-8 

psoralkrie ( 8 ~ 0 ~ )  ne semble pas artfecté par la présence de la thymine (95,97). 

D'autre p a r t ,  l ' é t a t  t r i p l e t  du 8MOP i n t e r c a l é  dans l 'ADN a é t é  m i s  en 

évidence e t  étudié (83,96). Ses ca rac t e r i s t i ques  sorit t r è s  comparables, à 

l ' é t a t  l ib re  e t  à l ' é t a t  cornplex6 dans l'ADN. 

Une coririaissarice plus approforidie des modifications de l ' é t a t  excité 

t r i p l e t  des psoralhnes 101,s d e  l eur  ir i tarcalat iuri  dar is  l ' A D N  s tav&rk doric 

iridisperisable pour compreridre l e  mécanisme des pliotoréactions observées. 

Les Gtudes physicocliimiques UV e t  de RMN rious ont montré que les  

composés prépar&s pourraient ë t r e  de bons modeles pour étudier. l'influence de 

la complexat ion sur l e s  propri6tés de l ' é t a t  t r i p l e t  du métlioxy-8 psoralène. 

D a i s  ce but, l e  coniposé Thy-C4-8Pso a 6th étudié par photolyse écla i r  au - 
Laboratoire de Biophysique du Muséum Natiorial d 'His toi re  Naturelle*.(Ce 

conipose a Gte cho i s i  p l u t 6 t  que l e s  a u t r e s  analogues eri r a i son  de s a  

solubil i te  wi peu plus élevée dais l'eau). 

1 / Propr i k t k s  - de 1' état excitk triplet - des psoralènes : 

Les spec t r e s  d'absorption t r i p l e t - t r i p l e t  d'un grarid nombre de 

fur.ocoumarines ont  é t é  observés daris d i f f é r e n t e s  condit ions : l ' a l l u r e  des 

spectres obtenus varie beaucoup avec l e  solvant ; l e s  rendements quantiques de 

pissage iritersystàme sirigulet-triplet 9 ISC sont faibles : par exemple, pour 

l e  8MOP, 4 ISC (benzkne) = 0,011 e t  @ ISC (étlianol) = 0,02 (94,95). 

Urie des p1.opri6tés l e s  p lus  niarquarites de l ' é t a t  t r i p l e t  des  

psoralènes res ide  dans l eu r  désac t iva t ion  t r&s  rapide par des molécules 

restt2es à l ' e t a t  fondamental (94). La v i t e s s e  de c e t i e  désac t iva t ion  e s t  

pratiquement controlée par la dif fUsiori. 

* L'étude a eté  réalisée par J . R .  RONE'ARD-HAHE;T d a i s  l e  laboratoire de 

R. BENSMSON. 



photoproduits 

Cet te  d h a c t i v a t i o n  peut ou non conduire à une photoréaction. La 

duree de vie  de l ' é t a t  exc i t é  t r i p l e t  des psora l&r~es  e s t  donc assez  cour te ,  

e l l e  d6perid fortement du solvant  e t  de l a  concentrat ion de la  solution.  Par 

exemple, la durée de vie intrinskque de l ' é t a t  t r i p l e t  du 8MOP daris l e  benzène 

e s t  de 1 p s  e t  de 10 u s  dans l ' é thanol  (94,95). 

Dar i s  l'eau, l e  spectre d'absorption t r ip le tc t r ip le t  d v è l e  une autre  

p ropr i&t& remarquable des furocoumarines : l eur  pllotoionisation (98). En 

e f i e t ,  lorsqu'une so lu t ion  aqueuse de furocoumarine e s t  é c l a i r é e  avec un 

laser,on observe vers 700 nm sur l e  spectre, l'absorption caract&ristique de 

l 'electron solvaté .  

Celui-ci e s t  forme suivarit uri processus bipliotoriique. Le psoralène 

e s t  tout d'abord excité par un premier photon. L'état excit6 formé absorbe un 

deuxieme photori, ce qu i  conduit à l lobtentiori  du r ad i ca l  c a t i on  e t  à l a  

liberation d'un électr.on. Cet élect1.on se f i xe  sur une molécule de psoralène 

à l ' é t a t  excit6 pour former un radical anion 

lpsoG + hv -+ Pso* - spso* 

~ ~ P S O *  + hv - PSO.+ + e-aq 

1 ~ s ~  + e aq --+ PSO *- 

L'existence de c e t  é l ec t ron  e s t  mise en kvidence par sa réact ion 

avec l e  protoxal N20 : 

H 2 0 + e a q  +N20 -+ % + OH* + OH- 

Un barbotage de N20 dans la  solutiori conduit à la  disparition de l a  

contribution de 1181ectrori solvatb dans l e  spectre observé ( A max = 720 nm, E = 

1,85.104 l/niole/cm) . 



2/ FFtude de l'état excit.6 t r i p l e t  du noyau poralène du compod --- 
Tby-C4-8Pso dans l'éthanol (forme ouver t e )  : 

L'étude physicochimique r é a l i s d e  a permis d ' é t a b l i r  l 'absence de 

repliemerit dans l'étliariol pour l e s  composés modèles préparés. 

Le spec t re  d'absorption t r i p l e t - t r i p l e t  du composé Tliy-C4-8Pso a 

donc tout d'abord été enregistre dans 1'6 tlianol à d i f f é r en t e s  concentrat ions 

e t  conpart: avec celui  du u~Gtlioxy-8 psoraltne ( 8 ~ 0 ~ ) .  

LONGUEUR D'ONDE nrn 

Figure 23 : Spectre  d'absorption t r a n s i t o i r e  obtenu immédiatement 

exc i t a t i on  par un Gclair l a s e r  à 725 nm du composé Tkiy-C4-8Pso - 6d 
l - 

1' ét11anol. 

après  

dans 

Le spectre obtenu (Figure 23) e s t  tres proche de celui  du 8MOP (95). 
On constate kgalement une for.te influerice de la concentration sur la durée de 

v i e  de 1'Qtat t r i p l e t .  Une dGsactivation t r è s  rapide par des molécules à 

l ' e t a t  loridamental a donc bien l i eu  conime dans l e  cas du 8MOP : 

T ~ I ~ - C ~ - ~ ~ P S O *  + ~ l l y - ~ ~ - ~  8 ~ s ~  --- + 2 Tl1y-C~-8Pso~ ou photoproduits. 

Par. exemple, lorsque l 'on  passe d'une concentration de 2.1 0-4 

moles/ l  uiie çoncentratiori de 4.1 0-4 molas/ l ,  l a  durGe de v ie  du t r i p l e t  

diminue -environ de moitié de 4 iis à 2,2 ri S. 



?, Le observation e s t  t r b s  ir i téressante eri vue des é tudes  de 

pliotocliiniie des composés Tkiy-Cn-8Pso, en e f fe t  nous puvoris attendre -- une for te  

influerice -- de - la concentration sur la pllotor~activi té .  -- 

A p a r t i r  de s  d u r é e s  de v i e  T C  dé t e rminées  à d i f f é r e n t e s  

concentrat ions on peut d é f i n i r  des v i t e s s e s  de d i spa r i t i on  du t r i p l e t  

cal .actéris&es par l e s  constarites kc = l /  TC. L'ordonnée à l ' o r i g i n e  de l a  

droite portant kc eri fonction de la concentration nous donne la durée de vie 

du t r i p l e t  T O  en l'absence de d6sactivation par l ' é t a t  fondamerital (durke de 

v i e  intr insèque).  La  pente de c e t t e  d r o i t e  correspond à l a  constante de 

vitesse kt de la desactivation. 

La durée de v i e  du t r i p l e t  en présence d'oxygène a également é t é  

d6terminée. Elle e s t  caracterisée par la  constante de vitesse de désactivation 

par l'oxygkne kQ 02. 

Les résul ta ts  obtenus daris l 'étIli~~io1 sont port& dans l e  tableau 8. 

Ils sont comparés aux valeurs dkcrites dans la l i t t é r a tu re  pour l e  8MOP dans 

1 '  etlianol (95). 

------ 

--- 

----- 
Tableau 8 : Propr ia tés  des  é t a t s  exc i tb s  t r i p l e t  des composés Thy-C4-8Pso6A - 
e t  niéthoxy-8 psoralhne ( 8 ~ 0 ~ )  1 - dans l'étlianol. - 

- 
Nous pouvons vo i r ,  dans l e  tableau 8, que daris l ' é thanol ,  l ' é t a t  

exc i té  t r i p l e t  du noyau psoral&rie dar i s  l e  composG Thy-C4-8Pso a t o u t  à f a i t  

l e s  menies propriétés que l ' é t a t  t r i p l e t  du niéthoxy-8 psoralèrie seul. 



3/ -- Etude du coqos6 Tb-Cn-8Pso dans l'eau (forme repliée) : 
I -- 

Le spectre d'absorptiori t r ip le t - t r ip le t  du compod Thy-C4-ûPso a é té  

enregistré dans un mélange eau-étlianol 98:2 . L'étude physicochimique menée 

précédemment rious permet d'estimer un degré de repliement au moins é g a l  à 50 S& 
pour ce compo6 plac6 daris l e s  mêmes conditions. 
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Figure 24 : Spectres d'absorption t ransi to i res  obtenus après excitation par un ' 

ecla i r  laser à 265 nm du compo& Thy-C4-8Pso = 6d dans un mélange e ~ k t h a n o l  

9 8 : 2 .  

O : Spectre obtenu imddiateruent après 1' excitation laser.  

+ : Spectre obtenu 2,6 p s  après l 'excitation laser. 

En liacliuré contribution due à l 'électron solvat&. 

Le spec t r e  obtenu e s t  repor t6  sur  l a  Figure 24. Ce spec t re  a une 

al lure tout a fait analogue à cel le  du spectre du 8MOP dans l'eau (94) : Entre 

400 e t  470 rini, nous observons l'absorption t r ip le t - t r ip le t  du noyau psoralène. 

Au dessus de 470 nm, une importante absorptiori due à l 'electron solvat& es t  

v i s ib le .  Celle-ci d i spa ra i t  après  barbotage daris l a  so lu t ion  d'un capteur 

d'alectrun, l e  protoxal . Cornnie l e  8MOP, l e  compod Tkv-C443Pso se  photoionise 

SOUS &clairemerit laser. 

La concentratiori de la solution étant limit4e par la solubilit4 dans 

l 'eau du composé é tudié ,  l e  spec t re  observé a une i n t e n s i t é  t r è s  fa ib le .  Il 



n ' e s t  uonc pas  p o s s i b l e  dans  c e s  c o n d i t i o n s  de  mesurer  t o u t e s  l e s  

caractéristiques de l ' é t a t  excit& t r i p l e t  observé. Seule la  durée de vie à une 

concentrat ion de 5.10-5 moles/ l  a é t é  mesurée, e l l e  e s t  d'environ 10 u s ,  
valeur à comparer à c e l l e  obtenue pour l e  8MOP dans l e s  mêmes condit ions : 

2,5 u s à 4,5.10-5 moles/ l  (99). 

Dans l ' eau l a  durée de v i e  de l ' é t a t  t r i p l e t  du noyau psoralène 

compléxé avec la  thymine semble plus  élev6e que c e l l e  du 8MOP s e u l  en 

solut  ion. 

4/ Conclusion : 

Dans l'etkianol, l e s  p ropr ié tés  de l ' é t a t  excitk t r i p l e t  du noyau 

psoral&ne des mod&les Shy-Cn4Pso sont identiques à cel les  de l ' é ta t  t r i p l e t  

du 8MOP. Les composés modhles sont, dans ces conditions, sous forme étendue: 

ce r&sultat n'est donc pas surprenant (95). 

1 

Dans l 'eau,  l e  spec t r e  d'absorption t r i p l e t - t r i p l e t  du noyau 

psoralkne a pu ê t re  enregistré malgr6 la  fa ible  solubil i t6 du composé 

Thy-C4-8Pso. Le spec t re  observb e s t  s i m i l a i r e  à c e l u i  du 8MOP s e u l  en 

solution.  I l  f a u t  noter  cependant que de f a i b l e s  d i f férences  rie s o n t  

probablement pas v i s i b l e s  en ra ison de la  f a i b l e  i n t ens i t é  des signaux 

enregistrds. 

11 a été 6 tabl i  sans anbiguitk par spectroscopies W e t  de RMN que 

l e  composé Thy-C4-8Pso s e  t rouva i t ,  dans l 'eau,  sous une forme rep l iée  pour 

p lu s  de 50 $ des molécules.11 e s t  donc probable que l ' é t a t  t r i p l e t  du noyau 

psoralkne n ' es t  pas a f f ec t é  sensiblement par l e s  i n t e r ac t i ons  d'empilement 

avec la thymine. 

Ceci v a  dans l e  sens des résul ta ts  de la l i t t é r a tu re  : 

* Er1 prgsence de thymine, il n'a pas é t é  observé de désact ivat ion du 

t r i p l e t  du 8MOP (95, 97). 
* L'e ta t  exc i té  t r i p l e t  du 8NOP in t e r ca l é  dans l 'ADN a ét6 observé 

(83,96). Les ca rac t é r i s t i ques  de ce t r i p l e t  sont  proches de c e l l e s  

du t r i p l e t  du 8MOP l i b r e ,  sa durée de v i e  , dix f o i s  plus élevée 

api.Es intercalation, pouvant peut-être s'expliquer par une viscositk 

plus importante du ,milieu. 



Nos r é s u l t a t s  sont  compatibles avec c e t t e  dernière  observation : 

daris l'eau, l a  durée de vie de l ' é t a t  t r i p l e t  du noyau psoralène présent dans 

l e  niodàle Thy-C4-8Pso e s t  4 f o i s  p lus  élevée que c e l l e  du t r i p l e t  du 8MOP 

l ibre .  

Urie conclusion d t f ' i n i t i ve  concernant ce phénomène nécess i t e  une 

etude complémentaire. En effe t ,  ces durées de vie dépendent des constantes de 

v i t e s s e  de desactivation des t r i p l e t s  par  l e s  molécules r e s t ée s  à l ' é t a t  

fondamental. Ces constantes sont probablement différentes dans l'eau pour l e  

8MOP e t  l e  composé Thy-C4-8Pso, surtout en raison du repliement. 

I l  sera probablement d i f f i c i l e  i c i  de conclure, la faible solubi l i té  

du 8MOP e t  du composé Thy-C4-8Pso dans l'eau rie permettant pas de mesurer ces 

constantes e t  l e s  durées de vie intreins&ques des t r i p l e t s  de fac;on précise. 

Tous c e s  r é s u l t a t s  s e  r e c o u p e n t  e t  i nd iquen t  que l e s  

caracteristiques -- de ll&tat excité t r i p l e t  du 8MOP sont peu modifi6es l o r s  de --- -- 
la complexation avec la thymine de l ' A D N .  - 

Une pliotoréactivité accrue de l ' é t a t  t r i p l e t  du 8MOP vi4-à-vis de la 

thymine ri'est donc pas at tendue l o r s  de l ' i n t e r c a l a t i o n .  Ceci e s t  en accord 

avec la  mise en évidence d'une photoaddition dans l ' A D N  de 8MOP à l ' é t a t  

t r i p l e t  non intercalé conduisant à des monoadditions (1 00, 101 ). 

Les modbles préparés s e  comportent tout à fait comme des modèles du 

dthoxy-8 psoralène 8MOP e t  non du psoralèrie. 

Les études de pl io toréact iv i té  des modèles ont  é t é  r é a l i s é e s  dans 

l ' eau,  solvant  dans l eque l  nous avons observé d'importantes i n t e r ac t i ons  

psoralhe-base, e t  dans différents  solvauits organiques qui  fon t  d i s p a r a î t r e  

c e s  interactions. 



L'irradiation de solutions désoxygénées des modèles a 6% réal isée à 

365 nm, loryyueur d'onde u t i l i s é e  dans l a  majorité des études photochimiques 

des furocoumarines. 

Il e s t  bien t5tabli que l e s  psoralknes sont capables de photoréagir 

avec l e s  bases  pyrimidiques des a c i d e s  nucléiques (3). En ou t re ,  quelques 

t ravaux semblent montrer que l e  psoralkne e t  l e  méthoxy-8 psoralkne 

pl iotoréagissent  Ggalemerit avec l ' adén ine  ( respect ivement  dans l ' a c i d e  

polyadériylique (50) e t  l e  t-RNA (51 ) ) . 
C'es t  aux photor6act ions  avec l e s  bases pyrimidiques que sont  

a t t r ibues  l e s  principaux e f f e t s  biologiques observés. 

On p e u t  n o t e r  que  l e s  p s o r a l è n e s  p r é s e n t e n t  une a c t i v i t k  

photodynamique génSratrice d'oxygène s ingulet  (3, 102) qui  peut eritralner un 

c e r t a i n  nombre de conséquences b io log iques  (Grythèmes, photoallergies ...). 

Des r e a c t i o n s  de photooxydation d e s  psoralkries s e  produisent  également en  

prksence d'oxygène singulet (1 03, 104). 

A l a  f i n  des annees 60, l ' équ ipe  de L. MUSAJO proposa un mécanisme 

molGculaire pour l ' a c t i o n  photocliimique des furocoumarines dans l ' A D N  (1  1 ,  

21). 

Apr-ks intercalation, l e s  psoral&nes s'additionnent photochimiquement 

s u r  l e s  bases  pyrimidiques.  Les doubles  l i a i s o n s  3,4 ou 4 ' ,5 '  du psoralkne 

peuvent r k a g i r  avec l a  double l i a i s o n  5,6 de l a  pyr imidine  pour former des 

cyclobutanes (morioadduits 3,4 ou 4 ' ,5 ' ) .  La photoréactiori  de deux doubles 

l i a i s o n s  du psoraltlne peut  conduire  à l a  Sormation d'un b isaddui t .  Les deux 

briris de l'ADN sont a lo r s  l i é s  de f'ac;on covalente. 

Ce mécanisme ~Beposait  à l 'époque s u r  quelques données obtenues 

surtout à p a r t i r  de r é su l t a t s  de pliotodiniérisation des psoralènes e t  de leurs  

pliotor6actions avec des bases l i b r e s  . 



De ilombreux travaux a,vaierit m i s  en évi-derice une photodimérisation 

t r è s  r a p i d e  d e s  p s o r a l è n e s  ( 1 1 ,  3 4 ,  35) .  C e t t e  r e a c t i o n  met e n  j e u  

essentiellerncnt les doubles l ia i sons  3,4. 

L16tude des photoréactions pyrimidiries libres-psoralknes a é t é  men6e 

p r  l'équipe de L. MUSAJO dans des conditions exp5rimentales t r è s  d i f f i c i l e s  * 
en  r a i s o n  des p o s s i b i l i t é s  de pl iotodimérisat  iori des psoralknes (28). Un 

c e r t a i n  nombre de monoadduits en 4 ' ,5 '  ont  é t é  i s o l é s  à l ' é c h e l l e  du 

milligramme mais n'ont pas é t é  compl4tement caractéris6s : 

Tliyrnine 5 ,6  0 4 ' ,5 ' psoralbrie (analyse d e  l ' a zo te ,  RMN, UV). 

Cytosine 5,6 O 4 ' ,5 ' psor.alène (arialyse é'l.émeritaire proche, UV). 

Thymine 5,6 O 4 ' ,5 ' niéthoxy-5 psoralène (IN). 

En  ce  q u i  concerne l e s  morioadduits 3 ,4 ,  i ls f u r e n t  m i s  en évidence par 

c~iromatograp~iie, par spectromètr i e  W e t  par reirradiatiori  à 254 nm quiconduit 

aux produits de départ. 

Le mécanisme formu16 à p a r t i r  de ces r é su l t a t s  a été confirmé par de 

nombreuses 6tudes u l té r ieures  : 

Les calculs  théoriques montr&rhen.t en 1 9 7 1  que la double l i a i son  3,4 

des  psoralènes e s t  p lus  s u j e t t e  à l a  cyc loüdd i t ion  que c e l l e  en 4 ' ,5 '  (105). 

D i f f é r e n t s  a d d u i t s  e n t r e  l a  tiiymjne ou l a  thymidine e t  l a  diméthoxy-5,7 

coumar.ine furent ensuite i s o l é s  e t  caractér is&e (30, 106). 

Il f a l l u t  cependant attendre 1<381, pour que l e s  premiers r é su l t a t s  

complets soient obtenus : 

* En 1981 , S.Y. WANG et, Coll .  (31 ) di-5criverit l a  photoréac t ion  

intermoléculaire du métlioxy-8 psorülène - 4 avec une base modifiée : -. 
l a  d iméthyl -1  ,3 thymine .  C e t t e  p h o t o r é a c t i o n  s e  f a i t  dans  

l'acetoni-brile gel&. Deux adduits dimétkiyl-1,3 thymine 5,6 0 3 4 -  
8MOP c i s  an t i  e t  c i s  syri s e  f'ornierit avec un rendement assez élevé : 

25 $ a u  t o t a l .  
......................................................... 
* Grarid e x c h  de thymine ( XI 00) , solu t ion aqueuse de psoralkne ( 1 O - ~  à 

10-4 m l e s / l ) ,  i r rad ia t ion  en solution gelGe (5 à 1 5 l i t r e s ) .  



* En 1982, pour l a  première f o i s ,  un adduit  thymine 5,6 0 4',5' 

méthoxy-8 psoral&ne c i s  syn f u t  obtenu e t  caractérisé complètement 

(RX) par l'équipe de E. J. LAND (32). 

* paral lèlement,  J.E. HEARST, H. RAPOPORT e t  Coll. é tudièrent  l e s  

pliotoréact ions d'un c e r t a i n  nombre de psoralènes avec l ' A D N  (38, 

39). Ils i so l è r en t  e t  c a r ac t é r i s è r en t  de nombreux monoadduits à 
l ' éc l ie l le  du microgramme. Daris l e  cas  du 8MOP 1 par exemple, ils 

obtir11,erit l e s  adduits c i s  syn suivants : 

Cytidine 5,6 O 4',5' 8MOP 2 ?J 
Thymidine 5,6 0 4',5' 8MOP 50 $ 

Thymidine 5,6 O 3,4 8MOP 20 % 
Bis adduits 45 %. 

Que ce s o i t  l o r s  de l a  photoréaction in termolécula i re  thymine- 

psoralène ou l o r s  de la  photoaddition du psoralèrie dans l'ADN, on ne connait 

pas encore l e s  ra isons  qui  conduisent à uri monoadduit en 3,4 p l u t ô t  qu'à un 

monoadduit en 4',5'. Les proport ions r e l a t i v e s  de ces  monoadduits ne sont  

d ' a i l l e u r s  pas clairement é t ab l i e s .  Par exemple, dans l 'ADN,  des études 

c inét iques  indiquent l a  formation plus  importante du monoadduit 3,4 (1 07),  

a l o r s  que parmi l e s  monoadduits i s o l e s  (38, 39), c ' e s t  l e  monoadduit 4',5' 

qui prSdoniirie (50 $). D'autre p a r t ,  l e s  ca l cu l s  théoriques prévoient une 

photoréactivité accrue en 3,4 (1 05). 

I l  n'existe pas de réponse sat isfaisante à toutes ces questions. 

Le problème de l a  s t r u c t u r e  des bisaddui ts  f u t  résolu  en 1982 par 

l ' équipe  de H. RAPOPORT qui confirme l a  s t r u c t u r e  postulée (40). Ces auteurs 

montrèrent egalement que l e s  monoadduits 4',5' sont  à l ' o r ig ine  de l a  

formation des b i s  adduits. 

De nombreuses questions restent pos4es sur l e  mécanisme d'action des 

furocoumarines dais l 'ADN : 



* Au iliveau moléculaire : 

. Nature des adduits minoritaires ou/et instables (avec l'adénine 

par exeniple ) . 
. P~.opriétés  e t  importarice des adduits f'orm6s. 

. Mécariisme des photoreactions : i n f luence  de l ' i n t e r c a l a t i o n ,  

rô le  des é t a t s  excités. .  . . . 

* Au niveau biologique : 

. R e l a t i o n  e n t r e  l e s  modi f i ca t ions  chimiques de l 'ADN e t  l e s  

act ivés biologiques observées. 

II. -- El!UDE D I B  MODELE3 THYlvlING 

1/ Photoproduits attendus : 

Nous pouvons dresser la liste des p~.odu!its attendus, compte-tenu des 

r é s u l t a t s  de la  l i t t é r a t u r e  e t  de 1.a strilcture des conlposés préparés. 

Tous l e s  photoproduits tliyminupsoral&ne iaol6s jusqu'à ce jour sont 

des adduits de type [2+2] résul tant  de la rbaction de la double l ia i son  5,6 de 

l a  thymine su r  une des deux doubles 1- taisons 3,4 ou 4',5' du psora lène  avec 

formation d'un cyclobutane. Ces adduitu peuverit pr6senter une stéréochimie c i s  

ou t rans,  l i ée  à la  positiori des deux rioyzux thymine et psoral&ne par rapport 

a u  p l a n  du c y c l o b u t a n e .  Une sLri ictur .e  s y n  ou a r i t i  e s t  d é f i n i e  p a r  

l ' o r i e n t a t i o n  tête-queue des noyaux l ' un  pa r  rappor t  à l ' a u t r e .  Pour 

distinguer ces deux dernières corif igu ra t  ions  nous reprendrons l a  d é f i n i t  i on  

donnée par H. RAPOPORT e t  Coll. (38, 39, 40) : 

* L a  conf igura t ion  syn ( t ê t e  à t e t e )  correspond à une p o s i t i o n  

adjacente  sur  l e  cyclobutarie de l ' a z o t e  1 de l a  thymine e t  du 

carbone 2 ou de ltoxygl:ne 1 d i 2  noyail psoràlc'ne. 



* Dans la  configurat ion a n t i  ( t ê t e  à queue), c e s  mêmes atomes sont  

liés à deux carbones du cyclobutane diagonalement oppos6s. 

Au to ta l ,  huit adduits thymiri+psoralène sont envisageables lo rs  de 

la pliotorSaction intermol&culaire. 

Irons - syn Irons-onli o s -  syn 

Monoadduits 3,4 

cis -ont; 

Pour. étudier ces photoadditions, nous avoris préparés deux séries - de 

modales compl&nientaires, l e s  niodkles t h y m i n m o - 8  psoralene Thy-Cn-8Pso - - 6 

e t  l e s  modtles tliymine-mdthoxy-5-psoralkne Thy-Cn-5Pso = 15 (ceux-ci é t a n t  

préparés par G. HUART, chercheur de 3ème Cycle du laboratoire) : 

Comme on peut voir sur l e  schéma ci-dessous e t  à par t i r  de modéles 

molGculaires, l e s  composés Thy-Cn-8Pso 6 - e t  Tliy-Cn-CjPso pourront former des 
7 

addui t s  @+g de f a ~ o n  Bquivalerite en ?,4 ou eri 4' ,5 ' ,  en c i s  ou en trans.  Par 

contre, l e s  composés Thy-Cn-8Pso - 6 rie conduiront qu'à des adduits syn e t  l e s  - 
compos&s Tkiy-Cn-5Pso 15 - à des adduits ariti. - 



POIII- i 111;' rzit'r' i t7 de rnodb 1 es,  l a  ,Gr i e  Thy-Cn-8Pso 6, - par exemple, nous 

pouvons dor i  i, tendre 1.a iIrirmti oiz de c ~ u a t i . ~  addui ts  de type cyclobutane. 

De i i ~ C m e  au niveau (le ces m o d t l ~ s ,  la photodimérisation psoralène- 

psoralene res te  possible. Potlr é v  i i,eï ces  L'É.actions, nous nous placerons l o r s  

de no t re  étude en uiilieu t rès  dil-u6 (10-5 a. 10-4 nioles/l).  

Dans l e  Gu. t de  n i e t t ~ . e  su  ~ o i n t  l u s  c o n d i t i o n s  d ' i r r a d i a t i o n  des  

d i v e r s  modèles, rious avoris étG aiuenss à r G a l l s e r  un c e r t a i n  nombre d ' e s s a i s  

p r é l i m i n a i r e s  c1n i~~ic~,ai.ll, v a r i e r  dif'f47:renJ~i pa ramè t re s  t e l s  que l e  s o l v a n t  

d '  i r r ad i a t ion ,  la d-i~i-Ge, 1 a concenti*aJLion. 

En r LL; IlT>rr (lu I,rf,:, g;i:~-ar~(i riorubre a ' - s s a i s  à mener hau te  d i l u t i o n ,  

iious avons m i s  a u  point ilrie rue l l i o log ie  d ' i d e n t i f i c a t i o n  r a p i d e  d e s  

photoproduits formés : 

L'analyse des  s c ~ l  ii t j o n s  i r l  a ~ i ~ e s  se fa i t  pa r  chromatographie  

l i q u i d e  hautes  -C(>rnicriccs ((:1,111'1. La  d c t e c t i o n  d e s  p r o d u i t s  fo rmés  e s t  

r é a l i k e  par spectrophotoaiètrie Il\r sirnuStan6ment à deux longueurs d'onde 254 
e t  365 nm. Le rapporat d ' a b s o r p t j o n  à c e s  aeux longueur s  d'onde A (254/365) 
sera u t i l i s é  pour. car c 1 c ~ r . 1  ser 1 e s  yh~.topro6uits foririés. 

Les s o l u t i o n s  i r . ra i l i ees  se;*orit r é i r r a d i é e s  à 254 nm. Dans ces 

conditions,  l e s  photoadduits de type cyclobiiltane doivent reformer l e s  compo&s 

modèles de départ (28, 29) e L s e r o i ~ t  a i n s i  rapidement ident i f iés .  

Enfin, parmr c t s  ;iJiltci-ts; rlc.Lis pmrrons dis t inguer  facilement les 

a d d u i t s  3,4 d e s  a d d u i t s  .I ',SY à, p a r t i r  d e s  r t k u l t a t s  de  l a  l i t t é r a t u r e  (28, 

29, 31, 3 2 ) .  En effet, l e s  adduits 5,4 nlabscri;er,t p a s  l a  l u m i è r e  à 365 nm 

a l o r s  que l e s  add in~ t~ ;  4' ,>' abço~uciit beaucoup p lus  à 365 nm que l e  modèle de 

départ  . 

Les ei-:zai,si d ' l  rr-adla tien r l O J S  oi;t t o u t  d 'abord r é v é l é  une f a i b l e  

photoréactiv ité àt:s conzposcs U~y--c:.,--8Ps l A 3 - 6 I4ême en solut ion diluge e t  malgré - - 



des 6clairemen-t~ Gnergétiques importants (voir p 157), l e s  temps d ' i r radiat ion 

n a c e s s a i r e s  r.:\irr a t t e i n d r e  un é q u i l i b r e  pho tos ta t ionna i re  son t  longs ( 3  à 
3011) . 

Influence du solvant : - 
La nature des produits formhs varie beaucoup avec l e  solvant (eau, 

é thano l ,  a c G t o n i t r i l e ,  acétone,  dichloromtithane, DMF, DMSO, mélanges eau- 

solvant organique). Pour de f a ib les  concentrations eri produit de départ 

(10-4 M ) ,  on observe, dans un s o l v a n t  donné, un photoproduit  souvent  

majori ta ire ,  quelquefois instable  e t  presque toujours accompagné d'une f o r t e  

proportion de composé n'ayant pas reagi (E'igure 25 e t  Tableau 9). 

Figure 25 : Cliromatogrammes (CLHP, PE 50) de solutions du composé Th,-C4-8Pso 

i r radiées  à 365 nm (3.10-5 moles/l). - 
1 : Eau-é thano l  95 : 5 ,  8 h  d ' i r r a d i a t i o n ,  I I  : E t h a n o l ,  4 h,  I I I  : 
A c é t o n i t r i l e ,  3 h ,  I V  : A c é t o n i t r i l e  , 6h. 

1, II, III ; Proximitg de l ' é t a t  s t a t i o r i n a i ~ ~ e ,  I V  : L ' i r r a d i a t i o n  e s t  t r o p  

longue, l e  pliotoproduit s e  décompose ain cour-s du temps bien que n'absorbant 

pas à 365 nm. A, B, C : P2lotopr.oduits majoritaires. 



L'état photostatiorinaire e s t  souver-it d i f f i c i l e  à obtenir, cer tains  

p r o d u i t s  s e  décomposant en cours  d ' i r r a d i a t i o n  ( d a n s  l ' a c é t o n i t r i l e ,  

1' acktone , l e  ni&la.rige eau-acétone 50 : 50). 

D'autres pl iotoproduits  ont  la  p a r t  i cu l -a r i t é  d 'absorber à l a  

longueur d'onde d' i r r a d i a t i o n ,  une expos i t ion  t r o p  longue conduit  à l e u r  

d ispar i t ion  (eau, 6thano1, f igure  25). 

Dans l e  dichlorom6thane9 la DMF e t  l e  DMSO, l e s  plriotoproduits sont 

plus nombreux, certairis sorit instables.  

Influence - de -- la  concentration : 

Comnie l e  laissait ~ r e v o i r  l ' k tude  en photo lyse  & c l a i r  du composé 

Tliy-C4-8Pso 6d, - rious avons constaté une f o r t e  influence de la  concentration : - 

1.  Sur la  riature e t  l e  nombre des photopr.oduits, (C > 10-3 moles/l) 

(!?ableau 9, compost. T ~ I ~ - C ~ - ~ P S O  Gd). - - 

2. Sur la  pkiotoréactivibS. ~ ê m e  pour des  concen-trations f a ib les  

( 10-3#), l e s  temps d ' i r r a d i a t i o n  rii?cessaires son t  t r è s  l o n g s  

(Tableau 9) .  I ls augmentent rapidement l o r s q u e  la  concent ra t ion  

devient plus importarite. 



Nous avons observé dans tous  l e s  cas une diminution krès  importante 

du taux de pliotoréact ion lorsque la concentrat ion augmente. Par exemple, nous 

voyons su r  l e  tableau 9, que pour l e s  compos8s Thy-C4-8Pso e t  - 
Thy-CI2-8Pso 61 i r r ad iks  respectivement dans l 'éthanol e t  dans y a d t o n i t r i l e ,  - 
la  concentrat ion maximale en photoproduit maJori ta i re  n'augmente pas avec la 

concentration de départ. 

La désactivatiori de l ' é t a t  excitS t r i p l e t  du noyau psoralène par des 

molécules à l ' é t a t  fondamentai est probablement responsable de la diminution 

de c e t t e  pliotoréactivité lorsque la coricentrat ion augmente (phenornitne m i s  en 

kvidence l o r s  de l 'dtude en photolyse Gclair du compos6 Thy-C4-ûPso 6d). - 

.. 

c )  Conclusion de ces  essais : 

L a  s t a b i l i t é  thermique  des  deux plriot;oproduits major i ta i res  form&s 

respectivement daris l 'éthanol e t  dans l 'eau, s ' e s t  avérée bonne a l o r s  que dans 

d 'autres solvants,  l e s  p2iotoproduits s e  d6composerit à tem$rature ambiante ou 

à l ' évapora t ion .  

c---------- 

Concentratfion en  

compos4 i r r a d i é  

Thy-C4-Pso r 

Cmax 

Ethanol t 

Thy-C1 *-8Ps0 T 

Cmax 

Acétoni t r i le  t 

T a b l e a u  9 : P h o t o r é a c t i v i t é  d e s  composés Thy-C,18Pso - 6 en f o n c t i o n  de l a  - 
concent rat ion. 

Les valeurs  indiquées ont é t é  déterminées par analyse en CLKP pour des t e m p  

d' i r r ad i a t ion  t conduisant à un équi l ib re  photostat ionnaire. 

T : t a u x  de  reac t ior i  dé te rminé  à p a r t i r  de l a  p r o p o r t i o n  de composé i r r a d i é  

restarit. C m a x  : Conceritration en photoproduit exprimée en unit& a r b i t r a i r e  e t  

calculée à p a r t i r  àes  hauteurs de p i c s  (CIZP) e t  des volumes injecl&. 

- 

I O ~ M  

------___-_----------------.-------------------------------------- 

< 4@ 
3 
4h 

-----------------------.----------------------------------- 

195 
7h 

-------------------------------------------v--------------pp--A 

3.10-%I 

40 à 6@ 
1 

311 

1 

321 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * - - - - - ~ - -  

3 . 1 0 ~ ~  

< 2% 

2,s  

711 

194 
1 Oh 

8 . 1 d ~  

nombreux 

pllotoproduits 

>l  5h 

1 9 3  
201.1 



Nous avons d0i7.c c h o i s i  d ' i so l e r  l e s  photoproduits formés dans ces  

deux solvar: t:; . 
Nous nous placerons à des concentrations t r è s  faibles (de l 'ordre de 

10-4 molesll) de fac;on à obtenir un taux de reaction maximum (Tableau 9). 

31 Etde dans 1' 6thanol : -- 

Nous avoris irradié à 365 nm des solutions dans l'étkianol des modhles 

Tkiy-Cn-8Pso 6 - à des coiicentrations de ~ . I O - ~ M .  

Pour tous l e s  composés, quelle que so i t  la longueur de la  chsne,  on 

observe la formation d'un produit majoritaire. 

Nous pouvons voir dais l e  tableau 10 que t r è s  vraisemblablement la 

nature de ce photoproduit ne varie pas avec la longueur de la  chalne carbonSe 

(n = 3, 4, 5, 6 e t  12), l e  rapport d'absorptiori A (2541365 nm) r e s t a n t  

constant e t  l e s  temps de rétention &voluant comme ceux des composés modèles. 

.......................................... 
Composés i r radiés  

--------------------------------------------- 

t~ A 
-- ---------------------.----y--------- 

T ~ ~ - C + P S O ~  7WO 24,9 

T ~ ~ - C ~ - ~ P S O ~  7mn50 2 4 2  

Tkl;y-C5-8~soa 8m35 24,3 

T ~ - c ~ - ~ P s o ~  YU0 24,O 

Tiy-C, ,-8psoa 9mn/;5 24,3 
T~J-C, ,-8psob 

- - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

----- 
Photoproduits Conditions 

majoritaires d' élution 
- 

tR A 

10,6 6 CLHI? 
-- 

1 Oml-QO PE 50 

1 01ll?1 O 10,4 PE 50 

1 OmM5 10,5 PE 50 

I Inin25 10,4 PE 50 

1 Onin5 5 10,4 PE 80 

1 lmrax) 1 2 ,O* PE 80 
-------- 

Tab leau  10 : Carac té r i s t iques  CLHP des pliotoproduits formés l o r s  de 

l ' i rradiat ion à 365 nm de solutions des composés T11y-C,~8Pso 6 dans l'étlianol 

(a ) ,  ou dans l e  melange eau-6thariol5O : 50 (b). tR : Temps de rdtent ion ; A : 

Rapport d'absorptiori 254/365 nm. 

* For te  incer t i tude  sur c e t t e  valeur en  ra i son  de l a  f a i b l e  proport ion de 

produit formé. 
i -. - 



l u i l ib re ,  i i r e s t e  toujoures une f o r t e  proportion du produit de 

d&par t  (60 à 80 $). Cet é t a t  pho tos ta t ionna i re  e s t  d i f f i c i l e  à a t t e i n d r e ,  

l e s  pliotoproduits absorbent  l a  lumihre à 365 nm (Tableau 10) e t  une 

i r  rad ;aii,ion -i,~.op longue provoque leur  d6cornposit ion. 

En ce qui concerne la structure de ces cornpo&s, nous pouvons f a i r e  

tout  d'abord deux remarques : 

- RGirradiés à 254 nm, l e s  piiotopr.oduits ne conduisent pas aux mod&les 

de départ, ce ne sont donc pas des adduits de type cyclobutane. 
- Ces produits sont assez s tables  l o r s  de l 'évaporation de l 'é thanol .  

Daris l e  cas du composé Tkiy-C4-8Pso @,la pliotoréaction s e  fait avec - 
un rendement mei l leur .  Nous avons donc i r r a d i e  c e  composé en s o l u t i o n  dans 

l t&tl. ianol à une concen t ra t ion  d 'environ 10-4 moles / l  a f i n  d ' i s o l e r  l e  

photoproduit majoritaire. 

Après pur i f  i c a t  ion, quelques milligrammes ont &té  isolés.  

Les spectres de masse (impact klectronique, ionisation chimique avec 
l e  méthane e t  l'ammoniac) indiquent une masse moléculaire probable de 428, qui 

correspond à la f ixa t ion  d'une molbcule d'6tiimol sur l e  composé Tliy-C4-8pso 

6d ( M  = 382). Dans c e s  s p e c t r e s ,  nous r.etsouvons l e s  coupures c l a s s i q u e s  du - 
noyau thymine. 

La comparaison du spectre  de RMN 'Ii de ce photoproduit avec ce lu i  du 

composé de d2par-t Thy-C4-8Pso - 6d révkle  t o u t  d'abord que la thymine e s t  - 
inciiangée : l e s  déplacements chimiques des protons - H6 e t  3 sont identiques 

dans l e s  deux composés. 

Nous trouvons &galement dans l e  specxïe du photoproduit, l e s  signaux 

des protons aromatiques du psoralène présen tarit t o u t e f o i s  une modi f i ca t ion  

importante de la constante de couplage des protons en position 3 e t  4. Cette 

constante passe de 10 Hz pour l e  compose d e  dspurt à 16 Hz. Cette augmentauon 

de l a  cons tan te  de couplage e s t  en faveur  d'une ouver ture  de l a  l a c t o n e  avec 

isomt2risation c i s - t r a n s  de la  double l i a j - son  3,4 : on t rouve  dans l a  

l i t t é r a t u r e  (108) l e s  dorinées suivantes : 



aigriaux d'un groupement ethyle sont v i s ib le s  sur  l e  spectre : un 
quadruplet cerit1.6 à 4,20 ppm e t  un t r i p l e t  à 1,30 ppm. Le déplacement chimique 

du quadruplet peut ê t r e  comparé ceux dcnriss dans la ILttArature (109). 

- Pour un es t e r  R-COOC%-CH7 a2 = 4,20 P P  

- Pour un Gtlier de pkibnol Ph-0-Ci&-CB3 (?$ = 3,90 P P  

Ces donnges son t  compat ib les  avec l a  s t r u c t u r e  su ivante  dans 

laquel le  l e  groupement Gthyle e s t  engag6 dans une fonction e s t e r  : 

"'"A 2"' ~ r c O O c ' H '  

AJ 
O \ 

OH 

Cette s t ructure a été confirmée par comparaison avec un échantil lon 

autheritique obtenu par une aut re  voie (composC - 21 , p 96-97). - 

Nous avons préparé par une aut re  voie un composé analogue ayant une 

chaîne carbonge plus longue ( n  = 12 ; compo& - 22). - 
Celui-ci  a é t e  i d e n t i f i é  par  CLHP au photoproduit  formé l o r s  de  

1 ir radia t ion  du modèle Thy-CI 2 4 P s o  dans l t6thanol .  - 
En ce qui concerne l e s  au t res  photoproduits i ssus  des modèles Shy- 

Cn-8Pso 6 presen tan t  des longueurs  de chalLie d i f f t r e n t e s ,  nous avons vu - 
préckdemment que l e u r s  c a r a c t é r i s t i q u e s  CLHP é t a i e n t  indépendantes de l a  

longueur de c e t t e  chaîne  (n  = 5 ,  4, 5, 6 ,  1 %  j. I 

L'ensemble  de  c e s  r 6 s u l t s t s  ~ c f i t r e  b i e n  que  l a  n a t u r e  d e s  

photoproduits ne dépend pas de la lory5uclir de la chdne  r e l i a n t  l a  thymine au 

psoràlène. Ces pliotoproduits ont la s t ruc ture  suivante : 



4/ H x d e  dans 1' eau : --- - - 

L'irradiation à 365 nm de tous l e s  compo&s Thy-Cri-8Pso 6 - dans l'eau 

à une concentration de 3.10-5 moles/l conduit à la formation d'un photoproduit 

dont l a  nature ne va r i e  probablement pas avec l a  longueur de l a  chaîne 

carbonée (n = 3, 4, 5, 6,  1 2 )  comme l ' indique l e  tableau 1 1 : 

- Les rapports d'absorption A des pliotoproduits formés sont l e s  mêmes. 
- Les temps de retention $ de ces pliotoproduits suivent 1'6volution 

de ceux des modèles toR. 

Plusieurs remarques sont en faveur d'une photoréaction tout à f a i t  

comparable à cel le  qui s e  produit dans l 'é thanol : 

* La nature des photoproduits semble ne pas ê t r e  a f fec tée  par la 

longueur de la cliazne carbonée (~ab leau  11 ) . 

* Le compos6 Thy-CI2-8Pso - n'a pu e t r e  i r r a d i é  dans l ' eau pure à 

cause de son insolubilité. Irradié dans un mélange eawéthanol 50 : 

50, il donne deux produi ts  ayant l 'un,  l e s  mêmes carac t6r i s t iques  

chromatographiques que cel les  du photoproduit formé dans l'éthanol 

e t  1' autre, ce l les  des photoproduits formés dans 1' eau (Tableau 1 1 ) . 

* Les temps de rétention en CLfIP des photoproduits formes dans l'eau 

sont  t r è s  s ens ib l e s  au pH du melange Gluant. Dans l e  cas d'une 

add i t  ion d'eau, s i m i l a i r e  à c e l l e  d'éthariol, nous at tendons l a  

formation d'un acide  qu i  s e r a i t  donc sens ib le  au pH du mélange 

analytique . 



major i t a i r e  
.......................... --.-------------. 

Conl~o~Gs  i r r ad iés  

1 ---------------------- - .-- ------ A-.. 

Phot oprodui t Condition 

d' é lut ion 

T a b l e a u  1 1  : Caracter i s t iq .ues  CLHP des  photoprodui ts  formés l o r s  de 

l ' i r rad ia t ion  de solutions aqueuses des  cmrn3osés Thy-Cn8Pso 6. S o l u t i o n s  à - - 
3.10-?M dans uri m6lange eau-atiiarioi 95 : 5 (a)  ou 50 : 50 (b). tR : Temps de 

rétent ion,  A : Rapport d'absorp-tiori 2c>4/365 m. 

S i  c e s  liypothhses sorit exavtes ,  on peut  r e l i e r  d i rec tement  l e s  

photoproduits  obtenus dans l ' e a u  e t  dans i 'étkianol ; l e s  e s t e r s  form6s dans 

ltGtllanol devant conduire par hydrolyse aux acides obtenus dans l 'eau. 

Les mélanges de pl iotoréact ion obtenus dans l ' é t h a n o l  ont  donc é t é  

cliauf f k s  quelques minutes en  présence  de soude concentrée.  Les p r o d u i t s  

d 'hydrolyse o n t  é t é  analysSs par CLRF en i i lzant  avec un m i l i e u  tamponné e t  

compax.és aux photoproduits observés clais l ' e a u  cl able au 12) .  

Bien que l'hydrolyse &boutiüse dans certains  cas (Thy-C3-8Pso 6c e t  - - 
Ihy-C12-8Pso 6l) à l a  for.matiori de p l u s i e u r s  composés, l ' u n  d ' en t re  eux a - 
t o u j o u r s  l e s  mêmes c a r a c t t r l r - t i q u e s  CJJHP (temps de r é t e n t i o n  e t  r appor t  

d'absorption) que ce l les  des pho- topr~d~r i t s  fformés dans l 'eau (Tableau 12). 



_____-__ --- 

Compo&s irradiés Produits Photoproduits Conditions 
d'hydrolyse majoritaires d'élution ClXP 

-------- 
T1~-C3-8Pso PE 50 PI--~ 
Ti7y-C4-8Pso 20,O 20,8 PE 50 ~ £ 5  
T~~J'--~-~Pso 19,5 PE 50 pH5 
~hy-c@~?so 20,O PE 50 pH5 

Tableau 12 : Caractéristiques CLHP des composés forniks lors de l'hydrolyse de 
solutioris des composds Thy-Cn-8Pso dans l'éthanol pr6alablemerit irradiées à - 
365 nm ( à ltti.quilibre photostationnaire). Ces caractéristiques sorit comparées 

avec celles des photoproduits formés lors de l'irradiation de ces mêmes 

coniposés daris un mélarige eau-bthanol 95 : 5. tR : Temps de rbtention, A : 
Rapport d'absorption 254/365 nm. 

Nous avons prépar6 deux composés témoins Thy-C4-8Ps&O2H 19 et - - 
Thy-Cl 2-8PsoCOsH 2J (p 96) ayant la structure de 1' acide attendu. - 

Les caractéristiques CLHP de ces temoins sorit identiques à celles 
des pl~otoproduits mis en évidence lors de l'irradiation dans l'eau des 

composds iiiy-C4-8Pso - 6d et Shy-Cl*-8Pso 61. Ces caractéristiques sont - -- - 
également les mêmes que celles des photoproduits formés à partir des autres 

mod&les t.tudi6s (Tliy-Cn-8Pso : &, n = 3 ; &, n = 5 ; 6f , n = 6. Tableau - - - 
11 ). 

La structure de ces pliotoproduits se trouve ainsi prouvée d'une 

manière non ambigue : 

En résumé, il appara?t que la photois6actiori la plus importan-te se pr-oduisant à - 
la fois dans l'eau et dans l'éthanol lors de l'irradiation des modkles 

Thy-C,r8Pso 6 consiste en une ouverture du c;ycl.e pyrone de la furocoumarine. = 



A notre connaissance, c e t t e  photoréaction n'a pas é t é  décr i te  dans 

la l i t t 6 r a t u r e  pour l e  compo& a c t i f ,  l e  méthoxy-8 psoralène 8MOP - 1. Nous nous 

sommes dorie a t tac l igs  à m e t t r e  en évidence la  format ion  é v e n t u e l l e  d'un 

photoproduit d'ouve~.ture de ce composé. 

5/ P h o t o r é a c t i v i t é  - des  méthow-8 - e t  propoq-8  psora lènes  1 e t  13 - - 
dans l'eau et dans l ' é thanol  : ---- 

Nous avons t o u t  d'abord i r r a d i é  à 365 nm des s o l u t i o n s  de 8MOP 1 à = 
une concentration d1  environ 5.10-5 moles/l daris l1 eau. 

Comme pour l e s  modèles, nous observoris une pliotoréactivité faible.  

I l  se  forme un photoproduit  m a j o r i t a i r e  q u i  absorbe l a  lumikre  à 365 nm. A 

l ' é q u i l i b r e  photos ta tonnai re ,  il r e s t e  une f o r t e  propor t ion  de p rodu i t  de 

départ ( > 80 $) (Figure 26). 

I r r a d i é  dans l ' é thano l ,  l e  8MOP - 1 a un comportement photochimique - 
comparable : il apparait  un photoproduit majoritaire,  différent  de celui  formé 

dans 1' eau (Figure 26) . 

E II 
F i g u r e  26 : Chromatogrammes CLHP de s o l u t i o n s  de méthoxy-8 psora lène  1 - 
i r r a d i e e s  à 365 nm (5.10-5 m o l e s / l ) .  1 : Eau-Gthanol 95 : 5, 8 h  

d ' i r r a d i a t i o n .  II : E t h a n o l ,  6h  d ' i r a d i a t i o n .  A ,  B : P h o t o p r o d u i t s  



majoritaires. 

Er1 raison des faibles photoréactivités observées et des 

coricentz.ttticiis utilisées, nous n'avons pas cherch6 à isoler ces photoproduits. 

Aprks irradiation la solution ethanolique a été traitée en milieu 

basique. L'analyse CLHP indique la formation d'un compod qui est identifié au 
photoproduit obtenu lors de l'irradiation dans l'eau (Tableau 13). 

Le propoxy-8 püoral&rie - 13 irradié en solution diluGe dans l'eau et - 
dans 1' éthanol. montre un comportement comparable (CLHP ; Tableau 13). 

Composés irradiés 

t " ~  A 

8~~0-45~ 10mnî5 19,6 
8M0P 7mn.5 19,6 
8ps06jb IOmr1.25 19,6 
8M0pb 7mri/lS; 19,6 

8 ~ 0 ~ ~  

hydrolyst; 

Tous ces résultats permettent de proposer les structures 17 et 18 - - - 
pour les photoproduits issus de 1' irradiation du 8MOP respect ivement dans 

l'eau et dans l'éthanol : 

I - - 
OCH, 

Tableau 13 : Caractéristiques CLHP des photoproduits majoritaires formés lors 
de l'irradiation à 365 nm des composés 8Pso-c3 13 et 8MOP 1. a : Irradiation = - - 
dans l'étlianol. b : Irradiation dans un mélange eau-&than01 95 : 5. c : 

Caractéristiques du produit de saponification d'une solution de 8MOP irradié 

dans l'éthanol. 

, 

..................................................... 
Photoproduits 

majoritaires 
----------------------.----------------------------------------- 

% A 
---------------------.-------------------------------------- 

12mn25 8,9 
10mn35 9,O 

7mn50 20 ,O 
5m35 18,l 

5m35 18,5 

5mn35c 1 7 , 3 ~  

5mn35' 18,2' 
................................................................. 

Conditions 

d ' élut ion 

CU-P 

PE 50 
PE 50 
Pl3 50 

PE 50 pH5 
EI 60 pH5 

PE 50 p E  

EI 60 pH5 



D m s  l e  bu t  tic confirmer c e s  s t r u c t u r e s  e t  de façon à d i spose r  de 

quanti t c u  si. 1' t ' lsmtec;  de produits pour en dtudier l e s  propr ié t is ,  nous avons 

ent repr is  de l e s  p~.éparcr- par voie univoque. 

6 /  - P r - e i a t à o n  --A- - des comgPosRs -eénioins : 

II lous les p2iotoproduits m i s  eri évidence sont des dérivés de l 'acide 

t r ans  (hydroxy-6, rn4tIloxy-'7) berizofuryl-5 pr ognoique 8MOPC02H 17.1 - 

L a  prépar.aiiori de c e t  ac ide  a é t é  d é c r i t e  dans l a  l i t t é r a t u r e  (59, 

110). E l l e  s e  fait par r & a c t i o n  de I ' é t l i y l a t e  de sodium s u r  l e  méthoxy-8 

psoralène 1 s ~ i v i e  d'une hydrolyse : - 

1 )  E ~ o - N ~ +  

2)  H ~ O  

8CS3, OCHl 3 *. " 17 - 
LE: COI~PO& -.*. 1'7 a 6tk a ins i  prépare avec un bon rendement (80 $) . -- 

Les rdsul-iats de l 'étude piiotochimique dans l 'eau nous ont inc i t é  à 

é t u d i e r  si ce produi-l; 1-1 s e  f o r m a i t  b i e n  l o r s  de l ' i r r a d i a t i o n  du 8MOP en - --- 
m i l i e u  b a s i ~ ,  Z n  effet;, l ' ouver tu re  chimique de l a  l a c t o n e  par  une base 

d e v r a i t  f a v o r i s e r  l a  formatiori  de 17. D 'aut re  p a r t ,  nous t rouvons dans la - 
l i t t é r a t u r e , u n  t r a v a i - l  q u i  d é c r i t  l ' a p p a r i t i o n  de p r o d u i t s  f l u o r e s c e n t s  

lorsque l'on i r r ad ie  des s01utior1s de coumarines ou de furocoumarines dans La 

soude aqueuse (1 1 1 ) .  Les  produits formés n'ont pas 4tk i so lés  par les auteurs 

qui  font n4anrnoiris I_'hypothèse dsurle réaction conduisant à l'ouverture de la 

lactone suivie d'mie photoisoniérisation. 

Nous a v o n s  i r r a d i é  à 365 izm l e  8MOP - 1 en s o l u t i o n  dans un mélange - 
eau-éthanol 90 : 10 à wie coriceritratiori d'environ 2.10-3 rnoies/î en pr6sence 

de  soude (0,OS Pl). Nous avons a i n s i  obtenu avec un bon rendement (65 $) un 
produit dorit l e s  car.actéristiques sorit identiques à ce l l e s  de l 'acide 8MOPC02H 

1 7 préparé précédemment. - - 










































































































































































