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INTRODUCTION
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Le N-oxyde de nitro-4 quinoléine 1 est un composé bifonctionnel

dont les propriétés cancérogénes sont étudiées depuis 1957.

C'est un cancérogéne "type" qui est souvent utilisé comme réfé-
rence pour les études biologiques, mais son interaction avec 1'ADN est

encore mal connue au niveau moléculaire.

In vivo, il est transformé par les systémes enzymatiques en esters

d'hydroxylamines ou d'oximes qui sont les espéces réagissant effectivement

avec les acides nucléiques.

Les di et monoacétates 3, 4 et 5 peuvent étre considérés comme

des modéles de ces formes activées.

H OH OR
Pt |
NO, N N
~ ~N |
P e st _ _
|N+ N: N § Rl—Rz—AC
|
- - 4 R_=H, R_=Ac
1 ° 2' §_ ORZ s Rl A, g-H
5 Ry=Ac, Ry=

Avant de discuter en détail les problémes posés par l'étude de
la cancérogénése par le N-oxyde de nitro-4 quinoléine 1 et ses dérivés, nous
allons rappeler briévement quelques aspects de la cancérogénése chimique,
en insistant plus particuliérement sur le mécanisme d'action des amines

ou amides aromatiques dont la réactivité est proche de celle du composé
1.




La premiére relation entre cancer et environnement date de la
fin du XvIII® sidcle, elle est due au chirurgien anglais PERCIVAL POTT.
Des études ultérieures ont montré que 60 & 90 % des cancers humains seraient,
liés & des facteurs de 1l'environnement (substances chimiques, radiations

ionisanteset rayons ultra-violets).

La plupart des cancérogénes chimiques se fixent de fagon covalente
sur les macromolécules cellulaires et en particulier sur les acides
nucléiques (ADN et ARN). La formation d'une liaison cancérogéne-ADN semble
étre une étapé essentielle dans 1l'initiation du cancer mais d'autres fac-
teurs interviennent ensuite de fagon déterminante dans 1l‘'induction. défini-

tive de ce cancer.

Excepté pour certains agents alkylants, une activation préalable
des cancérogénesest nécessaife. Les systémes enzymatiques cellulaires trans-
forment le précancérogéne, inactif, en espéces trés réactives ou 'cancéro-
génes ultimes'", susceptibles de réagir avec les macromolécules cellulaires

(schéma 1).

Cette activation peut se faire en une ou plusieurs étapes, toutes .

ne sont pas forcément enzymatiques.

ACTIVATION ' DETOXICATION
PRECANCEROGENE
enzyme PRODUITS
: (enzyme)
CANCEROGENE PRECURSEUR > NON
(enzyme) CANCEROGENES

CANCEROGENE(S) ULTIME(S)

LIAISON COVALENTE AVEC NUCLEOPHILES :
CELLULAIRES : ACIDES NUCLEIQUES, PROTEINES

CANCER

Schéma 1 : Métabolisme des substances cancérogénes.




Les substances cancérogénes possédent des structures extrémement
variées (schéma 2) ce qui rend impossible toute relation structure-activité.
Ce n'est qu'en 1970 que MILLER (1) trouvait le trait commun & tous les can-

cérogénes la nature électrophiles des formes réactives.

Benzo(a)pyréne

Amino-2 naphtaléne Acétylamino~-2 fluoréne

H30\
N—NZzO .
H.C HN 70
3
Diméthylnitrosamine N-méthyl N-nitrosourée

N-oxyde de nitro-4 quinoléine

Schéma 2 : Crandes familles de cancérogénes chimiques.




L'activation métabolique modifie le précancérogéne en composés
électrophiles qui seront capables de former des liaisons covalentes avec

les sites nucléophiles des macromolécules.

Les voies d'activation sont trés diverses,nous en avons représenté
quelques exemples dans le schéma 3. Dans de nombreux cas, la premiére étape
est une oxydation du précancérogéne, réalisée pab une monooxygénase - cyto-
chrome PASO dépendante ~,la seconde é&tape peut &tre une estérification
(amines et amides aromatiques), un nouveau cycle d'oxydation (hydrocarbures

polycycliques) ou une simple élimination (nitrosamines).

Quelques réactions, telle que la réduction de dérivés nitrés,

font intervenir d'autres systémes enzymatiques.

Les cancérogénes ultimes possédent souvent plusieurs sites élec-
trophiles, par exemple dans le cas des amides aromatiques l'espéce réactive
postulée est un ion acylnitrénium dont la charge est délocalisée sur le

carbone en a (1).

R R
N ——eee N+ < N—R
O-Acyl ~0-Acyl -

=0-Acyl

L'attaque du nucléophilé peut se faire sur les deux positions.

De méme les macromolécules cellulaires présentent de nombreux
sites nucléophiles. Ainsi les bases nucléiques (purines ou pyrimidines)
sont susceptibles de réagir par les atomes d'azote cycliques ou les groupe-

ments aminés ou hydroxylés exocycliques.

Malgré cette multiplicité de sites réactionnels une certaine
sélectivité est observée. Les différentes classes de cancérogénes réagis-
sent différemment sur 1'ADN (schéma 4). A titre d'exemple, la guanine est

attaquée essentiellement au niveau des atomes d'azote N, et N7 et sur la

3
fonction carbonyle en position 6 par leés agents alkylants, alors que les
amines aromatiques se fixent sur le C

2.

8 et sur la fonction amine en position




PRECANCEROGENES CANCEROGENES CANCEROGENES
PRECURSEURS ULTIMES

AGENTS ALKYLANTS

H.C , _ NN
37 NG N
N— N=O —_— \(\ Wo —> HLC— N=N-OH —> xwo.'z“. OH

HLC
HC - /MJl H

HYDROCARBURES AROMATIQUES

OII
1
—— — - e
o HO HO
’ OH OH

AMIDES AROMATIQUES

Ac
. \Ooan \ \>o
Mo - Vo - o
H . OH OAcyl

Schéma 3 P Activations métaboliques proposées pour trois famillesde cancérogénes.

ESPECES REACTIVES
POSTULEES

N 44
CH

REACTION

mzm




AGENTS [An

CH, ALRYLANTS HC
O ~-o_
o 7 H H
M LN AGENTS
|\n.{ 380 C/ALKYLANTS
AGN - Hoeo.
o -
k A
N
3
AGENTS
LAKYLAOARTR QDN
He
H
/
AGENTS
'4\(” ~H _ ALKYLANTS
Cc ! T~ é AFLATOXINE
N = -~
t;‘ 3~ ~ - /
Teal 6
ADN 0 AN \ AAP
~ -~ - B oo AAF
‘H\ }k HC
HAGENTS QAF}// [l\
ALKYLANTS HC
AGEMTS ADN
ALKYLANTS
AAP : N-acétylamino-9 phénanthréne, AAF : N-acétylamino-2 fluoréne
HC : Hydrocarbures polycycliques.
Schéma 4 : Principaux sites de réaction des cancérogénes sur les

bases nucléiques.

I1 est nécessaire d'identifier avec précision les sites de réac-
tion d'un cancérogéne sur les bases de 1'ADN. En effet des études ont
montré 1l'importance relative des différents sites d'alkylation sur 1l'ini-
tiation du cancer. Plusieurs phénoménes entrent en jeu et en particulier

les processus de réparation jouent un réle déterminant.

Les cellules possédent des systémes enzymatiques capables d'éli-
miner certaines 1lésions induites dans 1'ADN. L'induction du cancer serait
due, en fait, & une défaillance de ces systémes enzymatiques. Schémati-
quement deux cas peuvent se présenter : la lésion est reconnue par les
enzymes mais réparée de fagon erronée ou la lésion n'est pas reconnue et

persiste sur 1'ADN.

La nature de la lésion ou en d‘autres termes la nature de la
modification chimique de 1'ADN (type de base modifiée, site de fixation
sur la base...) constitue un facteur déterminant dans les processus de

réparation.




Une approche chimique du probléme de la cancérogénése consiste
d'une part a identifier les sites de fixation d'un cancérogéne donné sur

les bases nucléiques et d'autre part & étudier les facteurs déterminant

1'orientation de la réaction.

De nombreux travaux ont porté sur 1'étude de la réactivité
in vitro de divers cancérogénes ultimes avec nucléosides, nucléotides ou
polynucléotides., Pour certains auteurs (2-12) le contrdle de 1l'interaction
du cancérogéne ultime avec la cellule réside dans ses propriétés chimiques.
Ils ont donc recherché des corrélations entre la réactivité ou la stabilité

des intermédiaires réactifs et leurs propriétés biologiques.

Les études faites dans la série des agents alkylants montrent
que la nature des produits de réaction des cancérogénes sur les différents

3*
sites des polynucléotides varie avec de nombreux facteurs le solvant

(5a, 6, 7), le pH (8), la structure des groupes alkyles ou aryles (8, 9)

et méme la nature du groupe partant (5a, 4, 10).

Il semble qu'il n'y ait pas de relation claire entre le pourcen-

tage de liaisons avec 1'ADN et le caractére cancérogéne in vivo. Cependant,

pour LOVELESS (3), le pouvoir cancérogéne des agents alkylants est 1ié

a leur fixation sur les atomes d'oxygéne et d'azote exocycliques. L'alkyla-

tion de ces atomes, impliqués dans les liaisons - hydrogéne provoque des

erreurs d'appariement (11).

HATHWAY et KOLAR (12) ont utilisé la notion d'acides et bases
durs et mous de PEARSON pour expliquer la sélectivité des N- et O-alkyla-
tions, les bases nucléiques é&tant considérées comme des nucléophiles
ambidants avec des sites mous (atomes d'azote cycliques) et durs (atomes
d'oxygéne exocycliques). Mais cette approche ne rend pas compte des diffé-

rences de réactivité observées pour une méme série de cancérogénes.

* Article revue sur la réactivité des agents alkylants (2).
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AMINES OU AMIDES AROMATIQUES :

L'activation métabolique transforme ces composés en esters

d'hydroxylamines ou d'acides hydroxamiques.

/R R R
Ar—-N\\ -  Ar—N ———————» Ar—N

H OH S0-acyl

/' \

R=H : Hydroxylamine
R=Ac: Acide hydroxamique
Les cancérogénes ultimes réagissent in vitro avec des nucléosides
ou des polynucléotides pour donner des produits de réaction comparable

& ceux observés in vivo.

Par exemple dans le cas de l'acétylaminofluoréne, les deux pro-
duits principaux correspondent l'un a la fixation sur 1l'atome de carbone
C8 de la guanine, l'autre & la réaction sur le groupement amino en position
2 de la guanine (schéma 5). Afin de rendre compte de 1l'obtention de ces
deux types de dérivés, et pour &tre en accord avec la nature électrophile
du métabolite ultime, MILLER (1) propose le passage par un intermédiaire
de type acylnitrénium dont la charge est délocalisée sur le cycle aroma-

tique (13, 14).

On trouve dans la -littérature peu de données sur la réactivité

de tels esters d'acides hydroxamiques.

Des études de photolyse (15) et de thermolyse (16) montrent
qu'ils se réarrangent facilement, avec migration du groupement ester en

ortho ou para.

0-CO-R
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Ac

(O N,

OH

(N-acétoxy N-acétyl)amino-2 fluoréne

O -~

on acylnitrénium

ESPECES [REACTIVES o /“ﬁ
NI
—% \

ADN »—'}
¥ >_’_\~\ @

NH

0
H\N N
A\ R
)\\ | N v NHAc
2 |
R

0
H\N/UIN\ H\N ’ NHZ
~ N ~ —
HzNJ\N N>_-I‘I| | + HzNJ\N v— 00
l
R

Schéma 5 : Mode d'action postulé du N-acétylamino-2 fluoréne.
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En présence de nucléophiles, ils réagissent pour donner des pro-
duits de substitution, essentiellement sur le carbone en ortho de l'amide

(17).

Ac OA
% c Ac\ /H
N N

NU-H NU

Dans la majorité des cas, les auteurs postulent 1l'existence d'un
intermédiaire acylnitrénium. Mais en fait aucune étude mécanistique appro-
fondie n'a démontré le passage par un ion acylnitrénium. Or un tel intermé-
diaire est surprenant car la présence d'un groupement électroattracteur

sur l'atome d'azote déstabilise considérablement le cation (18).

C'est dans la série des acides hydroxamiques cycliques que l'on

trouve le plus de données bibliographiques.

- Les acétoxy-4 benzoxazine-1,4 one-3 réagissent avec les nucléo-
philes (phénol, thiol, indole). Le principal site de réaction

est l'atome d'azote cyclique (19).

(0] 0]
o NU
—— +
N~ So NS0 G NS0

OAc

- L'acétoxy-3 xanthine est le siége de plusieurs réactions selon

les conditions utilisées (schéma 6) (20, 21)

. hydrolyse
. réduction en xanthine
. substitution avec fixation du nucléophile sur

1'atome de carbone 08.

Les deux derniéres réactions - réduction et substitution - peuvent
s'expliquer par le passage par un intermédiaire cationique dont les formes
limites sont un ion nitrénium et un ion carbénium. L'addition du nucléo-

phile peut se faire sur l'atome d'azote cyclique ou sur l'atome de carbone

Cg (21,22).




0
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Schéma 6 : Mécanismes de réaction des acyloxy-3 purines.
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Plusieurs hypothéses (ioniques (21, 23, 24) ou radicalaires (25,
26)) ont été avancées pour interpréter la réduction en xanthine. L'une

d'elles fait intervenir un ion nitrénium réagissant a 1'état triplet.

L'intervention d'ions nitrénium & 1'état singulet ou & 1l'état
triplet étant souvent proposée pour expliquer la réactivité des esters

d'hydroxylamines ou d'acides hydroxamiques, il nous semble intéressant

de rappeler bridvement ce que l'on connait sur la chimie des ions nitrénium,.

Ions nitrénium & 1'état singulet et & 1'état triplet :

La contribution essentielle & la connaissance de ces espéces
est due a GASSMAN (27). Celui-ci propose en effet un ion nitrénium comme
intermédiaire dans les réactions de solvolyse et de réarrangement des

N-chloroamines (27) et des esters d'hydroxylamines (28).

Placée dans des conditions solvolytiques, 1la N-chloroamine
s'ionise en ion nitrénium a l'état singulet. Si la durée de vie du singulet
est suffisante et sous 1l'influence de divers facteurs (effet d'atome

lourd...), le singulet peut s'interconvertir en triplet.

R-N-R — R-N-R ——— R-N =R
® ®
ETAT ETAT

SINGULET TRIPLET

Les propriétés de l'ion nitrénium 3 1'état singulet sont sembla-

bles a celles des ions carbénium, c'est 3 dire, essentiellement, des réac-

tions de réarrangements et d'additions.

A 1'état triplet, 1l'ion nitrénium a des propriétés de biradical
cation. Il est en particulier capable d'arracher les hydrogénes du solvant

et de régénérer l'amine correspondante.

CH30H 4+ CH50H

*)
R=N ~R —_— R- N
)
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Pour tenter de mettre en évidence, 1l'interconversion singulet-
triplet, GASSMAN a é&tudié 1l'influence des solvants a atomes lourds sur

les pourcentages des différents produits de réaction (27).

En présence de solvants halogénés (chloroforme, bromoforme) le
pourcentage des produits de réduction augmente considérablement au détri-
ment des produits de réarrangement, ce qui est blen en accord avec 1'hypo-

thése d'une transformation singulet-triplet de 1'ion nitrénium.

En série esters d'hydroxylamines, la méme équipe a étudié la

méthanolyse de la benzoyloxy-1 pipéridine (28).

Elle a mis en évidence deux réactions compétitives

1. Réduction en pipéridine par le '"nitrénium triplet".

2. Obtention d'hydroxy-l pipéridine par une réaction

. _',/H
N+  X-CgHy~COy ———>> N
~
H

1. REDUCTION 10 % X donneur

de méthanolyse.

86% X attracteur

2. METHANOLYSE

( N~OH + X- CﬁH4-'C|—0CH3
0

90% X donneur

14% X attracteur

(Notons que l'on n'obserw pas de produits de réactions du nitrénium a 1'état
.singulet dans ce cas précis).

D'aprés ces résultats, on peut supposer que la réactivité d'un
ester d'hydroxylamine ou d'acide hydroxamique dépend de la stabilité rela-
tive des états singulet et triplet de 1'ion nitrénium intermédiaire. Quel-

ques auteurs (29, 30) ont cherché a prédire la réactivité et donc 1le
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pouvoir cancérogéne, par des calculs d'orbitales moléculaires. FORD et
SCRIBNER ont ainsi montré que les ions acylnitrénium aromatiques étaient

stables a 1'état singulet (29).

N-OXYDE DE NITRO-4 QUINOLEINE 1

Le N-oxyde de nitro-4 quinoléine 1 est un composé mutagéne et

cancérogéne. Il se fixe de fagon covalente sur les acides nucléiques.

Ses propriétés biologiques ont fait l'objet de trés nombreux
travaux et sont maintenant bien connues. Ce composé est souvent utilisé
comme référence pour des études de mutagénése eﬁ de cancérogénése. KAWAZOE
a d'ailleurs publié en 1981 une revue sur les propriétés biologiques et

physicochimiques de ce dérivé et de ses métabolites (31).

Comme la plupart des cancérogénes il doit &tre transformé par

les systémes enzymatiques cellulaires en espéces électrophiles.

La premiére étape d'activation est une réduction enzymatique
du groupe nitro en hydroxylamine (32), l'enzyme responsable de cette réduc-

tion a été isolée et identifiée (33).

Le dérivé hydroxylé intermédiaire 2 peut exister sous deux formes

tautoméres : hydroxylamine et oxime.

H OH OH
NO, ‘N N~
\ PRUEC—— )
- —_— ) _— I
K g 'r
- 0~ OH
1 0. 2; 211

Ce composé ne réagissant pas avec les nucléophiles in vitro il
parait évident qu'une seconde étape d'activation est nécessaire. Par analo-
gie avec le métabolisme des amines aromatiques, on propose généralement

une activation par estérification des fonctions hydroxylées.

De par la nature bifonctionnelle du cancérogéne précurseur 2
plusieurs mono ou diesters peuvent &tre envisagés : sulfates, aminoacyles,

ou acétates.




\N/ N/QH
el
g 'r

o~ OH

CANCEROGENE PRECURSEUR

OR M. o8 : _OR
N/ . \N/ N/OH N
Q) — Q0 , '
N N : N N
| J% | |
OH - 0" OR OR

MODELES DE CANCEROGENES ULTIMES

En 1975, TADA et TADA (34) ont isolé une enzyme capable d'activer
in vitro le dérivé hydroxylé 2, c'est une séryl-t-RNA synthétase qui trans-

fére un groupement séryl sur une des fonctions hydroxylées de el

Le produit de réaction n'a jamais été isolé A cause de sa trop
grande réactivité mais TADA et TADA (34) et plus tard KAWAZOE (31) retien-

nent la structure suivante comme étant la plus vraisemblable

N-0-CO- CH-CH,OH
|

| NH,
N

|
é. OH
Cet ester d'acide aminé est présenté actuellement comme étant

le métabolite ultime le plus probable.

En fait, seul le dérivé diacétylé 3 est obtenu par voie chimique.

Sa synthése a été décrite en 1967 par KAWAZOE et ARAKI (35).

H_OH OAc
N N
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Le diester 3 a été longtemps utilisé comme modéle de métabolite
ultime. ENOMOTO et al. (36) ont montré qu'il réagissait de fagon non enzy-
matique avec les acides nucléiques (ADN ou ARN).

Des comparaisons entre acides nucléiques modifiés in vitro par le
diester 3 et in vivo par le cancérogéne précurseur 2 ont confirmé la vali-

¥*
dité du modéle (37, 38).

Plus récemment plusieurs auteurs (39, 40) ont décrit la formation
d'un dérivé monoacétylé de 2 : 1'hydroxy-1 acétoxyimino-4 dihydro-1,4
quinoléine 5.

Ce produit est formé par action d'ammoniac liquide ou de dithio-

threitol sur le diester 3.

OAc OAc
N/ N/
I "NH3 quo l
N -DTT, DMSO N
| i
3 OAc 5 OH

Ce monoester n'a jamais été isolé et la structure n'a été pro-
posée qu'd partir de l'analyse du spectre de RMN du milieu réactionnel
dans lequel il se forme.

Ce dérivé monoacétylé 5 a lui aussi été avancé comme métabolite
ultime (39).

L'équipe de M.H.' LOUCHEUX a montré que ce composé est plus réac-
tif vis-a-vis de 1'ADN ou des polynucléotides que le dérivé diacétylé 3
(41). |

Des études récentes (42) ont révélé le pouvoir cancérogéne d'un
autre métabolite possible de 2 : le N-oxyde de nitroso-4 quinoléine 7.

Le composé peut &tre obtenu biologiquement soit par oxydation
enzymatique du dérivé hydroxylé 2 soit comme intermédiaire dans la réduc-
tion du N-oxyde de nitro-4 quinoléine 1 ; chimiquement, il est préparé par

oxydation douce de 2 (43).

* Las études des ADN modifiés in vitro et in vivo ont été faites par 1'équipe du

Dr. M.H. LOUCHEUX 3 l'Institut de Recherche sur le Cancer de Lille.
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Malheureusement, si la réaction de 7 in vivo, avec 1'ADN conduit
aux mémes produits que ceux observés avec le précancérogéne 1, il n'en

est pas de méme in vitro (42). L'intervention de 7 dans l'activation méta-

bolique reste donc a prouver.

La modification des acides nucléiques par les différents métabo-

lites ultimes a fait 1'objet de plusieurs travaux.

Nous avons vu que la comparaison entre les ADN modifiés in vivo par
le précancérogéne 1 et in vitro par un modéle de cancérogéne ultime permet
entre autre de tester la validité du modéle choisi.

In vivo, 1le pourcentage de fixation est trés faible, environ
1 molécule de cancérogéne pour 10 000 nucléotides (44), il est donc extré-
mement difficile d'isoler et d'identifier les produits de réactions.

L'utilisation de systémes modéles permet d'étudier in vitro 1'in-

teraction avec les acides nucléiques.

TADA et TADA (45) ont fait réagir le cancérogéne précurseur 2
. |
avec des homopolynucléotides en présence de systémes enzymatiques activa-

teurs. Ils ont montré que ce cancérogéne réagissait exclusivement avec

les bases puriques : adénine ou guanine.
L'hydrolyse acide des polynucléotides modifiés suivie de 1'ana-

lyse des produits de réactions par chromatographie sur papier a révélé
1'existence de quatre dérivés :

. deux produits de fixation de la quinoléine sur la guanine.
. un produit sur 1'adénine.

. un produit instable qui se décompose en N-oxyde d'amino-4

quinoléine 8.

Les trois produits de fixation de la quinoléine sur les purines
ont des propriétés chromatographiques comparables a celles des produits

obtenus aprés réaction de 1 sur 1'ADN in vivo.

i
!
{
i
i
|
J
|
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Eﬁ 1975, KAWAZOE et al. (46) ont isolé le produit de réaction
avec l'adénine en faisant réagir le cancérogéne précurseur 2 avec l'acide
polyadénylique, en présence d'un systéme enzymatique activateur.

Le produit a été extrait en trés faible quantité par chromatogra-
phie sur papier, aprés hydrolyse du polynucléotide.

D'aprés les données spectroscopiques (RMN et spectrométrie de

masse) et la détermination de pK , ces deux structures A et B ont été pro-

posées
NH, NH
N
T
N- X N-SN
I '
o H
N,OH
poOLY A 9
=A
I .
N ENZo
|
o OH

La structure B semble é&tre la plus probable (g plus stable que
A vis-a-vis de 1'hydrolyse acide ') mais depuis 1975 aucune étude spectros-

copique n'a confirmé la structure.

En 1981, BAILLEUL (47) a décrit 1l'obtention et la caractérisation
d'un produit de réaction du dérivé monoacétylé 5 avec la desoxyguanosine.

Le monoester 5 est obtenu par action du dithiothréitol sur le
diester 3. Ce mélange est ensuite additionné & une solution aqueuse de
desoxyguanosine. Le produit majeur de réaction est purifié par chromatogra-

phie sur colonne.
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Les données specfroscopiques (RMN, spectrométrie de masse et

UV) sont en accord avec la structure 10.

Les travaux d'isolement et d'identification d'un autre produit

de fixation de la quinoléine sur la guanine sont actuellement en cours

a 1'Institut de Recherche sur le Cancer de Lille.

La détermination des mécanismes mis en jeu lors de la réaction

des cancérogénes ultimes avec les bases nucléiques est restée trés hypothé-

tique.

Plusieurs problémes se posent :

1. La chimie des esters d'oximes ou d'hydroxylamines présents

dans les dérivés mono ou diacétylés est trés mal connue.
Aucune étude véritable de réactivité du diester 3, utilisé

pourtant depuis 1967, n'a jamais été réalisée. On ne trouve

dans la littérature que quelques publications sur la décom-
position thermique de 3 et plus récemment sur son hydrolyse

partielle en 5.

Les taux de réaction avec les bases nucléiques sont extré-

mement faibles, ce qui rend difficile 1'identification

certaine de tous les produits de réaction et impossible

toute étude cinétique.
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L'objectif que nous nous. sommes fixé a été d'étudier le mode
d'action du N-oxyde de nitro-4 quinoléine 1 et de ses métabolites au niveau
des bases de 1'ADN et en particulier de déterminer la nature réelle du
ou des métabolite(s) ultime(s).

En effet, rien ne permet d'affirmer par exemple que, lorsque
l'on met en présence un nucléoside avec le diester 3, l'on isole un produit
direct de réaction et non un produit de réaction entre un dérivé de dégra-

dation de 3 et le nucléoside.

Afin de résoudre ce probléme nous avons tout d'abord mis au point
des méthodes de préparation sélective des différents métabolites, mono-
acétates 4 et 5 et diacétate 3.

Puis nous avons entrepris une étude approfondie de leur réacti-

vité avec un double but

- Déterminer les mécanismes mis en jeu et la nature des inter-

médiaires (ion nitrénium, ion carbénium...).

- Préparer des produits de fixation de la quinoléine sur les
bases nucléiques qui pourront servir pour identifier les

produits formés in vivo.
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A. DERIVE DIACETYLE 3

L2 synthése du dérivé diacétylé 3 s'effectue en deux étapes a

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

H OH OAc
/
NO, N N
~ ~N
L _ —_— |
N7 N N
I ~ Ac. Ascorbique I* Ac,0 !
1 o7 ou 2 O- 3 Oac
PhNHNH,,, EtOH

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

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

REDUCTION :

La réduction est une étape délicate, car il faut conserver la
fonction N-oxyde et arréter la réaction au stade de 1l'hydroxylamine;or
la plupart des réactifs usuels conduisent & la désoxygénation de la fonc-
tion N-oxyde et & 1l'obtention de mélanges d'amino, hydroxylamino et azo-

quinoléines.

Deux méthodes sont décrites pour la synthése sélective et quanti-
tative du N-oxyde de 1'hydroxyamino-4 quinoléine 2 : en 1963, OCHIAI (48)
a employé la phénylhydrazine dans 1'éthanol et en 1968, ENOMOTO (36) a

utilisé l'acide ascorbique.

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

diluée d'ammoniaque, le rendement est supérieur a 85 %.
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2 peut exister sous deux formes tautoméres : hydroxylamine-oxime

'\M/“ N/OH
~ s me——aiid ,
M7 M
1’ |
e OH
21 217

Le spectre de RMN de ce dérivé ne peut pas &tre obtenu directe-
ment dans le diméthylsulfoxyde. On n'enregistre que des signaux trés
larges sans aucune résolution, ce phénoméne est probablement dl au trans-

fert d'hydrogéne intermoléculaire.

KAWAZOE (39) a analysé le produit en présence d'une trace
d ' acide ascorbique, le spectre devient interprétable et montre des pics
fins et une excellente résolution. D'aprés 1les déplacements chimiques

des protons CZ—E, C,~H et C_-H, KAWAZOE (39) a montré que le tautomére

3 8

gII (oxime) prédomine dans le diméthylsulfoxyde . Il faut noter que
ltauteur n'explique pas cet effet de 1l'acide ascorbique. Nous pouvons

supposer qu'une trace d'acide modifie la vitesse de transfert d'hydrogéne.
ACETYLATION :

Pour l'acétylation de 2, nous nous sommes inspirés de la méthode

décrite par KAWAZOE et ARAKI (35).

Nous avons utilisé un mélange d'anhydride acétique et d'acide

acétique, le produit final précipite dans 1l'eau.

D'aprés les spectres de RMN et d'IR, KAWAZOE et ARAKI proposent

la structure suivante

Cette réaction est sélective, on n'observe pas de N-acétylation

de 1l'hydroxylamine présente dans le tautomére gT. Or d'aprés les données
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de la littérature sur l'acétylation des hydroxylamines, nous aurions di

obtenir le produit suivant :

Par contre 1l'acétylation du tautomére EII conduit directement

au diester 3.

Les données spectroscopiques que nous avons obtenues sont tout
a fait conformes a la structure 3 :

Dans le spectre ae masse nous trouvons a c¢8té du pic de masse
Mt= 260, des pics résultgnt des départs successifs des groupements
acétyles (m/e = 218 et 176).

En IR, les groupements acétyles sont caractérisés par deux ban-
des intenses 3 1750 et 1805 cm .

Enfin la RMN nous donne de précieuses indications sur la struc-
ture du composé (cf. figure 1, spectre I, p. 31 ) : a cb6té des deux singu-
lets & 2,2 et 2,4 ppm correspondant aux groupements acétyles, nous trou-
vons deux doublets de type AB & 7,6 et 6,2 ppm, attribués respectivement

aux protons en position 2 et 3. La constante de couplage J = 8,4 Hz

AB

est élevée 4,5 Hz pour la quinoléine). En raison de. la forme

(JAB =
dihydro-1,4 quinoléine, le caractére de double liaison de la liaison 2-3

est plus important que dans la quinoléine elle-méme, ceci pourrait &tre a

l'origine de la valeur élevée de la constante de couplage (cf. p.35 ).

L'attribution des signaux correspondant aux deux fonctions acé-
tates en RMN et IR n'a pas été décrite avec précision. Pour différencier
les deux fonctions nous avons comparé leurs données spectroscopiques &
celles de deux composés modéles : 1l'acétoxyimino-4 méthyl-l dihydro-1,4

quinoléine 11 et l'acétoxy-3 xanthine 12 (49).

N— OAc 0 H N —OQAc
H i
AN N
N
l 4*\ I 7 l
N N N N
(0]
| | l
CHy OAc 0Ac

12

W
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Le tableau suivant compare les valeurs des signaux observés

en RMN et IR pour les trois composés.

IR RMN
co (cm‘l) COCH, (ppm)
3 1750 1805 2,2 2,4
11 1730 2,2
12 1820 2,4

Tableau 1 : Identification des fonctions acétates du diester 3.

Dans le spectre de RMN, on peut attribuer la valeur la plus
faible (2,2 ppm) & la fonction acétate d'oxime (position 4 de la quino-
léine) et la valeur la plus élevée (2,4 ppm) au groupement acétate fixé
sur l'azote hétérocyclique (position 1 de la quinoléine ou 3 des purines).
On retrouve une corrélation identique pour les valeurs des fréquences

de vibration dans 1'IR.

B. SYNTHESE DES DERIVES MONOACETYLES 4 ET 5

Toutes les tentatives de monoacétylation sélective du dérivé
dihydroxylé 2 ayant échoué, ﬁous avons étudié les réactions de désacétyla-

tion partielle du dérivé diacétylé 3.

2
/OAcx/// i _OH
N

| _— | ou ]
T N N
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Nous discuterons en détail <ces réactions de désacétylation
sélective de 3 dans le chapitre IV qui lui est consacré. Nous nous limi-
terons ici a la description des différentes méthodes de préparation des

deux monoesters.

* Préparation du monoester 4 : hydrolyse de 3 dans

l'acide chlorhydrique concentré.

Le dérivé monoacétylé en position 1 est obtenu avec un bon ren-

dement lors de l'hydrolyse de 3 dans 1l'acide chlorhydrique concentré.

I1 est préparé par barbotage d'acide chlorhydrique gazeux ou
addition d'acide chlorhydrique concentré dans une solution chloroformique
de 3. 4 précipite dans le milieu et peut &tre isolé sous forme de chlorhy-

drate.

Ce monoester doit &tre conservé a basse température (-20°C)
dans un dessicateur, car il se décompose spontanément a température am-
biante. Pour cette raison, nous avons toujours utilisé du produit frai-

chement préparé pour les études de réactivité (cf. Chapitre II).

N-OAc N—OH
HCl conc.
]  — l
N N
l I HCI
3 OAc 4 OAc

* Préparation du monoester 5.

En milieux acides dilués (par ex : acide chlorhydrique 1N) ou
en milieu basique (pH 10) 1l'hydrolyse de 3 conduit sélectivement au mono-
ester 5. Cette réaction n'est pas applicable d'un point de vue prépara-

tif car le monoester 5 n'est pas stable dans ces conditions.

5 peut aussi &tre obtenu quantitativement par action de nucléo-
phile (thiols ou amines) sur le diester 3 dans un solvant polaire non

nucléophile (diméthylsulfoxyde).
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Cette réaction de transfert d'un groupe acétyle a été mise
en évidence par RMN*. Sur la figure 1 nous avons représenté le spectre
enregistré aprés réaction du propane-thiol sur le diester 3. On note
1 'apparition d'un signal correspondant au thioacétate, l'intégratién

de ce pic confirme le caractére quantitatif de la réaction,

Toutes les tentatives d'extraction de 5 du milieu réactionnel
ont échoué (concentration du solvant, précipitation dans l'eau ou dans

un solvant organique).

Le dérivé monoacétylé possédant une certaine stabilité dans
le diméthylsulfoxyde (temps de demi-durée de vie supérieur a 12 h), la
réaction de transacétylation constitue une excellente voie de préparation

de 5.

C. STRUCTURE DES DEUX MONOESTERS

Nous avons déterminé la structure des deux monoesters (4 et
5) sur la base de réactions chimiques et de données spectroscopiques
il faut rappeler que 1l'acétate d'hydroxylamine cyclique 4 n'avait jamais
été décrit auparavant et que la structure de l'acétate d'oxime 5 a été

déterminée uniquement d'aprés le spectre de RMN (39).

1. Ces composés possédent un squelette identique a celui de

2o0u 3 :

-~ En présence d'anhydride acétique, ils donnent quantitative-

ment le diester 3 {identification de 3 par CLHP et CCM) .

Nous avons isolé et caractérisé des amides aprés réaction de 1l'amino-norbornane ou
d'amino-acridine avec 3 dans le chloroforme (cf. partie expérimentale).




S-Ac N-OAc
-C_l-_i_z- -CH3
~CH-
Cz-—_l-_l
U j .
C2-_H_ CB_-H
CS-—_H_ N1-DAC N-OAc
g
{ ] ! t I i I ] J |
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm
N/O‘l\c N/Ol\c
6 5 CH,; CH, CH;SH
3
7@ —_— - | + CHyCH; CH;SAc
N-—2 N g«
3 | DlYlS[J—d6 |
OAc OH
. 1 . . -
Figure 1 : Spectres de RMN'H des composés 3 et 5 (enregistrés dans le DMSO d6).
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- En milieu acide (acide chlorhydrique 6N) ils s'hydrolysent en

dérivé dihydroxylé 2.

Ils correspondent donc a deux dérivés monoacétylés de 2, ce

qui a été confirmé dans le cas de 4 par le spectre de masse (M= 219).

N-—0OAc

N_M/@)5

HC) 6N
OH
N~—0
DMSO H
HCI 12N
N—OH
OAc
HCI 6N

OAc 1

| &

2. Les données spectroscopiques confirment la présence d'une
fonction ester sur chaque composé et 1'étude comparative des spectres

de RMN permet d'attribuer une structure aux deux monoesters.

Le spectre de RMN du dérivé 4 n'a pu &tre enregistré qu'en

-

milieu acide a cause de son instabilité en milieu neutre (figure 2).

HOD Me0D AcOH /OH
o 5 N
N1-DR3 6 : | ,3
7 . N~2
8 !
OAc L

!
J

it

—
—
-
o— -

ppm
Figure 2 : Spectre de RMN'H du dérivé monoacétylé 4, (enregistré dans CD30D
en présence de DCl 7N).
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Cz—ﬂ CB-E OAc OAc Solvant
position 1 position 4
a
3 7,40 6,26 2,36 2,17 CD30D
(9,0) (7,15) (2,55) (2,35) CDSOD, DC1
a® (8,70) (7,10) (2,50) - CD0D, DC1
52 7,59 6,01 - 2,11 DMSO
(8,9) (7,0) - (2,36) DMSO,DC1
11 6,88 6,23 - 2,19 CDCl3
13 7,30 6,10 - 2,15 DMSO
Tableau 2 : Etude comparative des déplacements chimiques des protons

les plus caractéristiques.

Les valeurs indiquées entre parenthéses correspondent aux spec-
tres enregistrés en milieu acide. lLes déplacements chimiques sont exprimés
en ppm.

a : cf. figure 1 p. 31 ; b : cf. figure 2 p. 32 .

OAc LOH _OAc _OAc
N N N
| | |
N N N
| | |
13 R= H

\

On peut constater que 4 et 5 possédent une seule fonction ester
et qu'il existe une bonne corrélation entre la valeur des déplacements
chimiques des groupes acétates dans les monoesters 4 et 5 et dans le
diester 3. En milieu acide ceux-ci apparaissent sous forme de deux singu-
lets a 2,35 et 2,55 ppm dans le diester 3 et on trouve pour chaque mono-
ester un singulet & 2,36 ppm pour 5 et 2,50 ppm pour 4. De méme en milieu
neutre, le groupe acétate en position 4 du diester 3 est caractérisé par
un pic a 2,17 ppm et on observe pour le monoester 5 un singulet a 2,11

ppm.
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Nous avons synthétisé des composés modéles comportant une fonc-
tion acétate d'oxime en position 4 et différemment substitués en position

1 (méthylé 11, hydrogéné 13, cf. : synthése p.91).

Pour les trois molécules 5, 11 et 13, le déplacement chimique
des protons —CH3 est de l'ordre de 2,1-2,2 ppm. Cette valeur corréspond
aussi & celle de la fonction acétate d'oxime de 3 (6= 2,20 ppm). Elle
est plus élevée dans le cas des acétates d'hydroxylamines cycliques
(6= 2,40 ppm pour l'ester en position 1 du dérivé diacétylé ou en position

3 de la xanthine 12).

Nous pouvons donc proposer 1les structures suivantes pour les

deux monoesters 4 et 5

ltN/OH N/OAc H\N/OAc
~N
N
P ] = )
% T Ny
4 OdAc 5 OH OH

Lorsque ce travail était en cours la structure 5 a été décrite
par KAWAZOE (39) qui a publié la préparation de 5 par action du dithio-
thréitol sur 3 et proposé une structure d'aprés 1'étude du spectre de

RMN.

L'obtention de 4 sous forme de chlorhydrate nous a permis d'en-
registrer son spectre IR. Le spectre est caractérisé par une bande large
a 1825 Cm—l. Cette absorption du groupement carbonyle eét plus élevée
que celles du dérivé diacétylé 3 (1805 et 1750 cm—l), cette différence

est probablement due & l'existence du produit sous forme de sel.

FORMES TAUTOMERES DU MONOESTER 5 :

Nous pouvons apporter une précision supplémentaire sur la tauto-
mérie de 5. Ce monoester est en effet le seul dérivé acétylé de 2 qui peut

exister sous deux formes tautoméres.

/OAc H\ /OAc
N N
I [SE— \
N NT
o -
- 0~
27 311
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Dans le diméthylsulfoxyde, la valeur de la constante de couplage

J est d'environ 8 Hz.

2-3

Cette valeur élevée peut rendre compte d'une

structure de dihydro-1,4 quinoléine (tautomére §I). La constante de cou-

plage est plus faible dans le cas de N-oxyde aromatique (J2_ = 6 & 7 Hz)

(50,51).

/

Joo3

(Hz) : 4,8

/
2

/
o—2e
I 4\ —

6,5

7~

+
H

~

N
I
o

6,6

3

0

P
N
|
OH

8

Nous avons aussi constaté qu'en série quinoléine tous les compo-

sés possédant une structure dihydro-1,4 ont une constante de couplage

J importante (tableau 3).

2-3
Composés; Rl R2 CS—H J2_~3
OR
s 3 OAc Ac 7,34 8,5 Hz
5 OH Ac 7,60 8 Hz
| 11 CH, Ac 6,9-7,6 7,9 Hz
! 13 H Ac 7,1-7,6 7,5 Hz
R,
R Composé R
~
P 8 NH, 8,43 7 Hz
T-+
O_ _2_0 Cl 816 6,5 Hz
R
~ 14 Cl 7,5-8 4,7 Hz
O — .
N
Tableau 3 : Influence de la tautomérie sur la constante de couplage J

2-3

et sur le déplacement chimique du proton en position 8.
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Le déplacement chimique du proton CB—H, en position péri con-
firme cette hypothése. Nous avons observé que le déplacement chimique

de ce proton est peu sensible & la nature du substituant fixé sur 1l'azote

hétérocyclique lorsque le composé se trouve sous forme dihydro-1,4 quino-
léine ( § compris entre 7 et 7,6 ppm). Par contre les N-oxydes de quino-
@ léine sont caractérisés par un déblindage important de ce proton
(5=8,45 ppm pour le N-oxyde d'amino-4 quinoléine 8). Cet effet peut s'ex-—

pliquer par 1l'anisotropie magnétique du N-oxyde (39).

Le déplacement chimique du proton C_-H du dérivé monoacétylé

5 a une valeur proche de celle observée dans 1e8 diester 3 (8= 7,34 ppm)
ou dans le composé modéle 11 ( 6 compris entre 6,9 et 7,6 ppm) ; or tous
deux existent uniquement sous la forme tautomére de dihydro-1,4 quino-
léine.

Ces résultats montrent que, dans le diméthylsulfoxyde, 5 préparé
a4 partir du diester 3 existe sous la forme d'hydroxy-1 acétoxyimino-4

dihydro-1,4 quinoléine, 5

_I'
N/OAf /OAc H\N/OAc
" NU DMSO
N
| —= 1] ==
N~ DMSO N N~
. | c | 5 | ¥

REMARQUE : PREPARATION DE 5 PAR OXYDATION :

Nous avons tenté de synthétiser le monoester 5 par une voie
univoque ne faisant pas intervenir le N-oxyde de nitro-4 quinoléine 1,

composé coliteux et fortement cancérogéne.

La voie de synthése choisie a été la N-oxydation de 1l'acétoxy-

amino-4 quinoléine 13 :

H H
o \N/O H\ /OAc
N\ NHOH, HCI N Ac,0 N
——ee P
~ - -
N K2003 N N
14 15 13
OXYDATION

{3
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13 est préparé en deux étapes, a partir de la chloroquinocléine
(cf. : synthése p.91), Il faut remarquer que 1l'estérification de 1'hydro-

xyamino-4 quinoléine 15 conduit sélectivement a une O-acylation.

Nous n'avons jamais observé de N-acylation ou de N,0O-diacyla-
tion, réactions généralement observées lors de l'estérification des hydro-

xylamines (52, 53).

L'oxydation de 13 a été réalisée par l'acide métachloroper-
benzoique dans le chlorure de méthyléne. Nous avons suivi la réaction
par CLHP. En présence d'un large excés de peracide, la réaction est totale

en 2 heures. On observe un pic majeur sur le chromatogramme.

Le produit a été isolé et identifié. Les données spectros-
copiques (RMN, spectrométrie de masse) et chromatographiques (CLHP, CCM)
correspondent & celles de la nitroso-4 quinoléine 16 (cf. : annexe:chimie

des nitrosoquinoléines).

Cette réaction anormale d'oxydation sur l'azote en position

¥*
4 peut s'expliquer de deux facgons (schéma 7).

H OAc H OH
\N Ve \N/
N voie a N
—
7 -~
N N
13 15 peracide
— oz
(|36H4—CI
c=0 : ~
\ H -
ISXR) | N
[ H ) ki
0 OAc
N— OAc \\N’/Q\,a
le:) voie b ~N
A B
B N =
; X /

Schéma 7 : Mécanismes d'oxydation du dérivé acétylé 13.

Les amino-2 ou -4 pyridines sont oxydées avec un excellent rendement sur l'azote

hétérocyclique dans les conditions que nous avons utilisées (54).
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Voie a : L'acétate d'oxime 13 s'hydrolyse en présence de peraci-
de (celui-ci contient toujours un faible pourcentage d'acide).

L'hydroxylamine 15 est alors oxydée en nitrosoquinoléihe 16,
Nous n'avons aucune preuve du passage par 15, car ce produit n'apparait
pas sur les profils chromatographiques enregistrés tout au long de 1la

réaction.

Voie b : 13 existe principalement sous la forme tautomére d'acé-
toxyimino-4 dihydro-1,4 quinoléine, ce qui explique la faible nucléophilie
de l'azote hétérocyclique.

Nous pouvons alors proposer un mécanisme d'attaque électrophile
de la fonction acétate d'oxime par le peracide, suivie de 1'élimination

de 1'acétate.
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cHAPITRE II

DERIVE

MONOACETYLE

4
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Le dérivé monoacétylé 4 est un composé trés instable qui n 'a

pu étre obtenu et conservé que sous forme de chlorhydrate.

Les problémes posés lors de son analyse par CLHP reflétent la
forte réactivité de ce monoester. En effet, injecté immédiatement aprés
dissolution dans le méthanol, 4 se présente sous la forme d'un pic unique
et fin ; nous avons montré que ce pic ne correspond pas a 1l'élution du
monoester 4 mais & celle de la nitroso-4 quinoléine 16, formée instantané-
ment et quantitativement sur la colonne. Aussi, lorsque nous mentionnons
les produits 4 et 16 nous les avons différenciés et identifiés de fagon

certaine par des manipulations complémentaires (cf. : paftie expérimentale).

OH o

N~ NZ
CLHP N
—_—
‘ g
4 OAc ‘ ‘.lé

Nous avons commencé notre étude en examinant 1l'influence du pH

sur la réactivité de 4.

Pour cela nous avons utilisé des solutions d'acide chlorhydrique
(0,01N & 12N) pour les pH inférieurs a 2, un tampon pour les pH compris en-

tre 3 et 7 et une solution de soude pour les milieux basiques.

Afin d'analyser directement la composition du mélange réactionnel

* -
par CLHP nous avons employé des solutions 4x10 3M de monoester 4 et nous

*  L'identification d'un composé par CLHP est faite selon un double critdre : valeur du

temps de rétention tR' calcul du rapport des absorptions aux deux longueurs d'onde

du détecteur, R=00254/00365'

nues permet une analyse quantitative des produits de réaction par comparaison des hau-

L'utilisation de solutions-étalons de concentrations con-

teurs de pics.
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avons effectué les réactions a température ambiante (18-20°C).

Nous avons déterminé les constantes de vitesse en suivant la
disparition du monoester 4 au cours du temps par CLHP jusqu'a un taux de
conversion supérieur & 90 %. Pour les réactions effectuées en milieux

acides (pH4L 1), nous avons observé une réaction de pseudo-premier~ordre,

les constantes de vitesse ont é&té calculées & partir de 1'équation

suivante :

Ln([4]) = -kt.

RESULTATS

. Dans 1l'acide chlorhydrique concentré (12N) 1'hydrolyse de
la fonction ester est quantitative, on n'observe que le dérivé dihydroxylé
2 en fin de réaction. Afin d'identifier 2 nous l'avons acétylé en diester

3, le caractére quantitatif de l'acétylation a été montré par CLHP.

. Lorsque la concentration en acide du milieu réactionnel

diminue, le rendement en produit d'hydrolyse 2 décroit pour atteindre O

entre pH 1 et 2.

Ainsi, dans l'acide chlorhydrique 6N on voit apparaitre & cdté
du composé d'hydrolyse 2 un nouveau produit, 1l'hydroxyamino-4 quinoléine
15, formé avec un rendement d'environ 6 %. Ce pourcentage va croitre rapi-
dement pour atteindre 50 % dans l'acide chlorhydrique 1N. L'hydroxylamine
15 a été caractérisée par acétylation "in situ" en acétoxyamino-4 quino-

léine 13 (elle méme identifiée par CLHP dans le milieu réactionnel).

OH OH H OH

N7 - N~ SN
HCl1 dil. :

~
[ - | + P
) | 7 '
4 OAc 2, OH _1__5_1
N N
~
| ~
N N

|
3 OAc 12




A titre d'exemple nous avons représenté sur la figure 3,
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les

courbes de disparition de 4 et de formation des deux dérivés 2 et 15 dans

des solutions d'acide chlorhydrique dilué

Ln [g]

min

%
100

\ 2a: 2N HCI

o

[ 2
50 F'y /_-D

~—°

: : 15

- ’,,,—u“”——_—a
O[ i 1 1 A 1 1 i

0o 10 20

Figure 3 :

30 40 50 60

Hydrolyse en milieu acide :

en fonction du temps.

I
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N/
H*@h
N
|
OAc

70 min
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composition du mélange réactionnel

H OH

4

~

N
15

—

On note une diminution surprenante de la vitesse de la réaction

lorsque la concentration en acide augmente, le temps de demi-durée de vie

passe de 7 mn dans l'acide 1IN & 78 mn dans 1l'acide chlorhydrique 6N

(tableau 4).
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HC1 12N - 6N 3N 2N N

k(mn_l) 0,012 - 0,009 0,020 0,039 0,087
t% (mn) 55 78 34 17 7
Tableau 4 : Influence de la concentration en acide sur la vitesse de
réaction.
. Aux pH supérieurs a 1, il se forme deux produits majeurs de
réaction :

-~ L'hydroxyamino-4 quinoléine 15.

- La nitroso-4 quinoléine 16.

Nous avons caractérisé la nitrosoquinoléine 16 par piégeage
avec un diéne (diméthylbutadiéne). Le diéne est ajouté (en excés) dans

le solvant avant l'addition du monoester 4.

Nous avons montré (cf. annexe:chimie des nitrosoquinocléines)
que la réaction entre le dérivé nitrosé 16 et le diéne est trés rapide,
16 est piégé au fur et a mesure de sa formation. Le produit de condensation
est une dihydro-3,6 oxazine-1,2, 17, (identifié par comparaison par CCM,

CLHP et RMN avec un échantillon authentique, (55)).

N’OH N//o i N or
~ ~
| — _ + _
N } N N
|
4 Ohc 16 a5
-~
V/
—
N
~
N/

e




Les pourcentages relatifs de 15 et 16 varient avec le pH. Une
augmentation du pH provoque une diminution du pourcentage en hydroxylamine
15, par contre la formation de nitrosoquinoléine 16, faible & pH 1

(10 %) croit rapidement pour représenter 85 % a pH 5.

pH 1 2 3,1 5,3 7
% 15 58 31 ‘ 25 22 15
% 16 9 66 76 83 67

Tableau 5 : 1Influence du pH sur la formation de 15 et 16.

Dans ces conditions de pH (pH> 1), la décomposition de 4 est treés
rapide, nous estimons que le temps de demi-durée de vie est inférieur a une
minute*. Nous avons analysé les produits de réaction 15 et 16 Quelques minu-
tes aprés 1l'addition du monoester 4 au solvant. Le mélange réactionnel
évolue ensuite au cours du temps, il se forme un précipité vert dont la
composition a été examinée par spectrométrie de masse. Il s'agit essentiel-
lement de nitroso-4 quinoléine 16 contenant quelques traces d'un produit
de masse moléculaire plus importante (m/e = 300). Par comparaison avec
des spectres de diméres de quinoléine précédemment décrits (56-58) nous
avons attribué a ce produit une structure d‘azoxyquinoléine 18. La forma-
tion de ce composé peut aisément s'expliquer par la condensation du dérivé

nitrosé 16 sur 1l'hydroxylamine 15.

H\ /OH //o
~ ~
N N

15 16 18

Nous n'avons pas de données complémentaires sur la structure
de ce dimére de quinoléine car il est peu soluble, ce qui rend sa purifi-
cation difficile. (Le probléme d'identification des diméres de quinoléine

s'est posé pendant tout notre travail, cf. p.65).

by

* gn UV, il apparait une bande d'absorption 3 745 nm, caractéristique des nitrosoquino-

léines, d&s l'addition d'eau au monoester &.
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. En milieu basique la décomposition de 4 est extrémement
rapide. L'addition de soude 1N au monoester 4 provoque la formation immé-
diate d'un précipité rouge. La spectrométrie de masse révéle que le produit

majeur de réaction est l'azoxyquinoléine 18.

Nous pensons que la nitroso-4 quinoléine 16 est 1'intermé-
diaire réactionnel et nous avons vérifié que 16 placé dans les mémes condi-

tions donnait le méme dérivé (étude en CCM).

OoH B OT o T N
N N SN
. >
S ~N
! —_—— _ —_— -
N . N N
|
‘i‘OAc L 1§. - l§

En conclusion ; 1'hydrolyse de 4 donne selon les pH, trois produits

primaires de réaction : 2, 15 et 16 (figure 4).

Dans une zone de pH comprise entre 0,1 et 1, nous
sommes en présence des trois produits, mais 2 se forme uniquement

a pH inférieur & 1 et 16 n'est observé qu'd pH supérieur a O,1.

,% OH
10
i N~
" 2
) le) O—— I
' !
- 2 OH
16
L — H /OH
sol - N
P ~
- ——u -
N
i 15
- N
i 0-0-0 ~
i _ i i - N/
-1 0 1 2 3 s 6 7 -LOG[H*] 16

> &

Figure 4 : Hydrolyse de

identifiés,

Influence du pH sur les rendements en produits
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Nous avons tenté de relier ce changement important de réactivité

a un phénoméne de protonation-déprotonation de 4.

Pour déterminer la valeur approximative du pX nous avons regardé

1'évolution du spectre d'absorption UV de 4 en fonction du pH {figure 5 p. 48).

-

Le spectre enregistré a pH 0,2 est superposable & celui obtenu

dans 1'acide chlorhydrique 12N (A'max a 230 et 342 nm).

Quand le pH croit de 0,2 & 1 on remarque surtout le déplacement

de la bande d'absorption de 230 a 242 nm. Ces deux bandes sont nettement

visibles a pH 0,7. Les modifications de 1‘'absorption dans la région 340-

350nm sont plus complexes et peu caractéristiques.

La décomposition rapide de 4 ne permet pas d'enregistrer les

spectres a pH supérieur a 1.

L'ensemble des résultats obtenus (réactivité, étude UV) est en
accord avec le passage vers pH 0,5-1 de la forme protonée (Amax= 230 nm)

de 4 4 la forme libre (A = 242 nm).
- max

H_ OH JOH

N N

> < = |

N: Thd T

éAc | OAc

N/OH N//o H\N/OH

~ ~

N' N~ N~

2 AH 16 15

Le site de protonation est vraisemblablement 1'atome d'azote
de la fonction oxime en position 4, mais la charge est délocalisée sur
le cycle (4 titre de comparaison le pK de l'acide conjugué de la diméthyl-
oxime est de 1,7 (59)).
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L] ]
300 400 A nm

Figure 5 : Influence du pH sur le spectre d'absorption de 4.

(En raison de la réactivité importante de 4, les spectres ont été enregis-

trés immédiatement aprés dissolution de 4 dans le solvant, ce qui implique

la pesée d'un nouvel échantillon (10 mg) pour chaque pH. Les différences

de concentrations observées empéchent d'obtenir une mesure précise de pK.)
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L'espéce la plus réactive est la forme neutre (tempg de demi-

durée de vie inférieur a 1 mn).

INTERPRETATION

a. Hydrolyse :

L'hydrolyse est caractéristique de la réactivité de la forme
protonée de 4.

Cependant lorsqu'on étudie 1l'influence de la concentration en
acide sur la vitesse de réaction (figure 6), on remarque que la vitesse
ne varie pas linéairement sur toute la gamme de concentration.

La vitesse de réaction diminue entre 1N et 6N puis augmente pour

les concentrations supérieurs a 6N.

LOG k

-2 .\\\\.

—1 1 1 A1

1
12N 6N 3N 2N N -LOG[HY]

Figure 6 : Influence de 1la concentration en acide sur 1la vitesse

de réaction.

L'accélération de la vitesse de réaction pour des concentrations
en acide supérieures a 6N indique un changement dans le mécanisme d'hydro-
lyse. Ce phénoméne pourrait &tre dii & la protonation de la fonction ester

en milieu trés acide,.
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oM H_+ OH H_+ OH
| N | — |
N H N H ?l
} |

4 OAc OAc o
4 NG
I l o

H\N _OH H\N _OH

—— >

e N

OAc o OH

L'hydrolyse de la forme monobrotonée fait intervenir une attaque
nucléophile de l'eau, sans activation de la fonction ester.

La véritable catalyse acide ne s'observe qu'en milieux trés
acides, 4 réagit alors sous forme diprotonée.

Dans les deux cas, le seul produit de réaction est le dérivé
dihydroxylé 2.

b. Elimination de

l'acétate

: Obtention de nitroso-4
quinoléine 16 :

Cette réaction ne s'observe qu'ad pH supérieur a 1. Le dérivé
nitrosé représente 80 % des produits de décomposition de 4 & pH 7.
La réaction est trés rapide,

puisque le temps de demi-durée de
vie est estimé inférieur & une minute.

son N

Le dérivé nitrosé ne peut provenir que d'une coupure de la liai-~
1

~0Ac. La réaction peut &tre homo ou hétérolytique.
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Il faut remarquer que le groupe hydroxyle porté par l'azote exo-

cyclique peut favoriser 1'élimination de l'acétate.

i
qOAc

L'élimination peut &tre plus ou moins concertée, avec passage

possible par un intermédiaire cationique de type nitrénium.

En milieu basique (pH 12), la formation de la base conjuguée
précéde et accélére 1'élimination de l'acétate et conduit directement 2a

la nitrosoquinoléine 16.

- -
OH 0] 0o
N/ N/ N7
“OH N
, ettt J l e _
N N N
i CI
4 OAc . VOAc i 16
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c. Réduction : Obtention de 1'hydroxyamino—4

quinoléine 15 :

L'obtention de ce composé est beaucoup plus surprenante. Ce pro-
duit de réduction est formé surtout en milieu acide, le rendement atteint
58 % & pH 1. En milieu neutre (pH 7) il représente encore 20 % de la
réaction.

Plusieurs hypothéses mécanistiques peuvent &tre avancées pour

expliquer cette réaction.

L'une d'elles fait intervenir un état triplet de 1'ion nitrénium,

formé par coupure hétérolytique de la liaison N-OAc.

Cette hypothése implique une inversion de spin de 1'état singulet

vy

1'état triplet. GASSMAN (27) a montré que les ions nitrénium réagissant

o

1'état triplet étaient susceptibles d'arracher des hydrogénes au solvant.

-

Une rupture homolytique de la liaison N-OAc n'est pas & éliminer.
Le radical intermédiaire peut donner le produit de réduction par arrache-

ment d'hydrogéne au solvant.

hd [

..AcO
Une rupture homolytique similaire a été proposée par ARAKI (60)
pour la thermolyse du diester 3. Les conditions réactionnelles é&taient
telles, qu'un mécanisme radicalaire était nettement favorisé (chauffage

de 3 dans le dioxanne & 80°C).

Une réaction de réduction d'ester d'hydroxylamine a aussi été
observée par PARHAM et Coll. (21-26) au cours de la décomposition de

1'acétoxy-3 xanthine 12.
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auteurs ont successivement envisagé plusieurs mécanismes

! passage par un ion nitrénium réagissant a

1'état triplet ou coupure homolytique de la liaison N-OAc.

Les données dont nous disposons ne permettent pas de choisir
entre un mécanisme ionique ou radicalaire. Ces deux mécanismes peuvent

aussi &tre plus ou moins compétitifs selon les milieux.

CONCLUSION

L'ensemble des résultats (produits et vitesse de réaction) nous

indique que 4 réagit sous des formes différentes selon les pH.

H\+ /OH H\:i/OH N/OH N/o_
) = Q0 = OO — a0
N N N N .
| | | |
o r/ OAc OAc OAc
l+o\H / l \ l
~
T: , N
2 oH 15 16
HYDROLYSE REDUCTION ELIMINATION
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Les formes protonées {(mono ou diprotonées) donnent exclusivement

le produit d'hydrolyse 2.

La forme anionique favorise l'élimination. Enfin la forme neutre

donne un mélange de produits de réduction et d'élimination.

Les réactions sont trés rapides pour les formes neutre, anionique
ou diprotonée. La forme monoprotonée est la moins réactive, c'est

d 'ailleurs sous cette forme que le monoester 4 est isolé et conservé.

I1 est important de noter les points suivants :

* Nous n'avons pas isolé jusqu'd présent de produits de fixation

d'un nucléophile sur la quinoléine.

* Excepté le produit d'hydrolyse 2, on obtient surtout des pro-

duits ne possédant plus la fonction N-oxyde.







Le dérivé monoacétylé, 5, est un composé bifonctionnel qui

peut exister sous deux formes tautoméres :

N/oAc H\N/OAc
i = ~
" N
5; i

Préparé par desacétylation partielle du diester 3, 5 est obtenu
sous la forme de dihydro-l,4 quinoléine E'. Selon les solvants 1l'équilibre
sera déplacé vers l'une ou l'autre des deux formeé tautoméres. On peut
prévoir que ces deux formes n'auront pas la m8me réactivité. Dans un cas,
§I’ la fonction réactive est un acétate d'oxime, dans l'autre, §II’ c'est

un acétate d'hydroxylamine.

Avant d'étudier la réactivité de ce composé avec les nucléophiles
il est nécessaire d'examiner 1l'influence du pH et du solvant sur la réac-

tivité de 5 afin de déterminer quelles sont les espéces mises en jeu.

Nous avons effectué cette étude en utilisant principalement la
CLHP comme méthode d'analyse.
Dans les conditions d'é&lution que nous utilisons, 5 se décompose

‘instantanément et de fagon répétitive en trois produits 5, 5, etb

B c*
La figure 8 représente un chromatogramme caractéristique du mono-

ester 5.
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Nous n'avons pas pu séparer et caractériser ces trois produits
mais lors des études de réactivité de 5 nous avons identifié deux dérivés

qui possédent les caractéristiques CLHP de 5, et §B :

Le N-oxyde d{écétoxy-s amino-4 quinoléine pour §A {(cf. p. 73 )

Le N-oxyde de .méthoxy-3 amino-4 quinoléine pour §B {ef. p. 77)

Nous avons utilisé la diminution de ces trois pics comme mesure
de la disparition de 5 au cours du temps.

Pour les réactions en milieux acides et en solvants organiques,

nous avons déterminé les constantes de vitesse & partir de 1'équation

h1[§]=—kt, car dans ces conditions nous avons observé une réaction de
pseudo~premier ordre.



I. HYDROLYSES : INFLUENCE DU pH :

1. RESULTATS :

Nous avons regardé 1l'influence du pH sur la nature des pro-
duits d'hydrolyse et sur la vitesse de réaction. Cette étude a été faite
sur une gamme de pH s'étendant de solutions d'acide chlorhydrique 6N a

la soude diluée 0O,1N.

. En milieu fortement acide (6N), 1l'hydrolyse de la fonction
ester en hydroxylamine 2 est quantitative.
Le dérivé dihydroxylé 2 a été identifié par CLHP et par UV.

Nous avons enregistré le spectre UV de la solution en fin de réaction et

nous l'avons comparé & celui décrit dans la littérature pour 2 (tableau 6).

A

max (E)a
2 litt.b 232 (18000), 345 (16500)
Réaction - 232 (18600), 342 (17000)

Tableau 6 : Identification de 2 par UV.
a : Spectres enregistrés aprés dilution dans HCl 1IN

b : ref. 50.

Lorsqu'on passe & des solutions acides plus diluées, le pourcen-
tage en produit d'hydrolyse 2 diminue. Il devient négligeable dans l'acide

chlorhydrique 0,1N (5 %).

~

Parallélement & la diminution de 2 on observe l'apparition d'un
nouveau produit de réaction le N-oxyde de chloro-3 amino-4 quinoléine 19.
Ce produit est formé presque quantitativement dans l'acide chlorhydrique

0,1N (un pic majeur en CLHP).

Nous avons isolé ce composé et nous avons déterminé sa structure

par spectrométrie de masse et de RMN.




En spectrométrie de masse, les pics de plus haute masse molécu-
laire sont m/e = 194 et 196. On observe ensuite une coupure M-16 (m/e =
178 et 180) qui indique la présence d'un N-oxyde, la coupure suivante

-

& m/e = 143 provient du départ d'un atome de chlore.

La masse moléculaire observée a m/e = 194-196 correspond a un

N-oxyde d'amino-4 quinoléine substitué par un atome de chlore.

Dans le spectre de RMN on retrouve les signaux correspondant
aux quatre protons benzéniques, mais les deux doublets caractéristiques
des protons Cz—ﬁ et CS—E des quinoléines substitués en position 4 ont dis-
paru. Ils sont remplacés par un singulet (intégrant pour un proton), qui
indique que le chlore est fixé en position 2 ou 3. Le déplacement chimi-
que élevé ( § = 8,4 ppm) de ce singulet permet de 1'attribuer au proton
en position 2 (position o par rapport & l'atome d'azote cyclique ; pour

un proton situé en B , le déplacement chimique serait d'environ 6,5-

7 ppm) : le chlore se trouve donc fixé en position 3 de la quinoléine.

NH,
2 ct
[ N 4
7 “, 2
8 T*
o~

4 . | | |
8 7 6 ppm

Figure 9 : Spectre de RMN1H du N-oxyde de chloro-3 amino-4 quinoléine 19

(enregistré dans le DMSO—de).

En outre, la présence d'un singulet échangeable, intégrant pour
deux protons ( 8§ = 7 ppm) confirme l'existence d'un groupe amino sur la

molécule.
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Ce produit a déja été obtenu par SAWANISHI et al. (61), par ther—

molyse du dérivé dihydroxylé 2 dans 1l'acide chlorhydrique 1N. Mais les
auteurs se sont limités & décrire le spectre UV. Aussi pour confirmer la
structure, nous avons enregistré le spectre UV de la solution obtenue en
fin d'hydrolyse de 5 dans l'acide 0,1N. Ce spectre est tout & fait superpo-

sable A celui décfit dans la littérature pour 19 (X e (MeCH) = 223
(e= 27600), 260 (e= 12300), 372 (e= 8750) (61)).

En milieu acide il se forme donc deux produits 2 et 19, Sur la
figure 10 nous avons représenté les variations des pourcentages de ces deux

composés en fonction de la concentration en acide.

o)
o
100
A4
v
501
OH
N/
| 1 ’
[ ] N g
/ N
1 2 i L
6 3 2 1 10-7 10-2-L0G [H¥
Figure 10 : Influence de la concentration en acide sur la formation
de 2 et 19. '

Les pourcentages sont calculds par rapport aux pics observés en CLHP, dans
HC1 6N pour 2 {100 % de 2) et dans HCl 0,1N pour 19 (100 % de 19).
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L'augmentation de 1l'acididté du milieu favorise 1'hydrolyse en 2

alors que dans les solutions les plus diluées seul le produit de substitu-

tion 19 est observé. ‘/OH
N
HC1 12N I
N
L0Ac l
N .
2 OH
I
N
|
5 on NH,
Ci
HC1 0, 1N ~ '
ry
T+
19 ©°
» Dans 1l'acide chlorhydrique O0,0IN, le rendement en produit

de substitution 19 diminue (le pic en CLHP ne représente plus que 40 % du
pic observé dans l'acide 0,1N). Il se forme plusieurs produits mineurs parmi

lesquels nous avons isolé le N-oxyde d'amino-4 guinoléine 8.

,OAc
N NH2 NH2
HCl 0,01N ci
| > > D
- + Py
| W It
5 oH g o~ 19 0°

8 a été identifié par comparaison de ses propriétés chromatogra-
phiques (CCM, CLHP) avec celles d'un échantillon de synthése.

Le produit de référence 8 a été préparé soit par substitution
du N-oxyde de chloro-4 quinoléine 20 par l'ammoniac soit par réduction du

monoester 5 par le thiophénol.

~OAc
Cl NH2 N
NH., MeOH PhSH excds
N 3 . N |
7’ S g N
T+ 100°C e omso |
20 0~ 8 o" 5 on
Le spectre de masse comportant le pic moléculaire a m/e = 160

confirme la structure,
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Nous avons ensuite étudié le comportement de 5 & des pH pro-
ches de la neutralité.

Les solutions & pH 4, 6 et 7 ont été préparées en neutralisant
une solution d'acide acétique 1N par la soude 1IN. Dé&s 1'addition du mono-
ester 5 dans ces milieux il apparait un précipité quel que soit le pH.

La fraction soluble dans l'eau est analysée par CLHP. Elle
est composés de plusieurs produits (5 pics sur le chromatogramme) que nous
n'avons pas pu séparer. \

Le précipité a été analysé par spectrométrie de masse. Le
pic de plus haute masse moléculaire (m/e = 314) correspond 3 un dimére de

quinoléine dioxygéné.

D'aprés cette masse deux structures sont possibles

PYRIDAZINOQUINOLEINE PYRAZINDQU{NDLEINE
o

‘+
ito22

Nous proposons la structure 21 aprés comparaison des données
obtenues en spectrométrie de masse avec celles décrites par KOSUGE et al.
(56-58) (cf. p. 65 ). La structure 22 n'est pas & exclure car des composés
similaires ont été préparés par dimérisation d'azidoquinoléine (62).

L'insolubilité de ces diméres rend impossible toute purifica-—
tion. Nous n'avons donc aucune autre donnée spectroscopique nous permettant

d'assurer la structure.

Nous avons rencontré le méme probléme d'identification des
diméres de quinoléine tout au long de ce travail, les structures ne sont

proposées que d'aprés l'analyse des spectres de masse.

. En milieu basique, nous avons également observé la formation
d'un précipité}
A pH 10, nous avons analysé par CLHP la fraction soluble

dans 1'eau.

On observe sur le chromatogramme un produit majoritaire

(temps de rétention 6mnS0, R=3,3) qui ne se forme pas & pH 10. Nous n'avons
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~

pas réussi a extraire ce produit du mélange réactionnel & cause de sa forte
polarité et de son instabilité.
La partie insoluble, analysée par spectrométrie de masse,

peut correspondre & un mélange d'azo- ou azoxyquinoléines 23 (m/e 332,

316, 300, 284) et de pyridazino ou pyrazinoquinoléines 24 et 22 (m/e = 330,
314, 298, 282). Les pics de plus hautes masses moléculaires (m/e = 330 et
332) correspondent aux dérivés trioxygénés mais il peut s'agir d'un mélange

de produits mono-, di- et trioxygénés.

-0
*N
~
I/N
N/
+‘l
o 22

©

D )

(3; 23

——

A pH 13, on n'obtient que des diméres de quinoléines (22,
23 ou gﬂ) en fin de réaction. Néanmoins on voit apparaitre en CLHP le pic
caractéristique du dérivé dihydroxylé 2 en début d'hydrolyse, ce pic diminue

ensuite rapidement au cours du temps.

Ve

N/OH
pH 13
. @ﬁj — o DIMERES
N
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Les structures 23 et 24 sont proposées uniquement aprés com-
paraison des pics observés en spectrométrie de masse avec ceux de la litté-
rature (56-58).

En effet, la formation de ces diméres ouverts (azo ou azoxy-
quinoléines 23) et fermés (pyridazinoquinoléines 24) & partir de dérivé
hydroxylé 2 a fait l'objet de nombreuses publications, souvent confuses
ou contradictoires.

KOSUGE (56-58) a décrit une réaction de décomposition du
dérivé dihydroxylé 2 en milieu basique. Il a obtenu un mélange complexe
de dimdres avec des rendements qui varient de 2 & 7 %. Il a déterminé la
structure des différents dérivés essentiellement par spectrométrie de masse.

Pour la formation des azoquinoléines 23, il suggére 1l'exis-
tence d'un intermédiaire nitrosé, le N-oxyde de nitroso-4 quinoléine 7 et

propose le mécanisme suivant :

H_ OH o
\N/ Né NH2
J OH N N
————————— +
~ s N/
¥ I+ I
2 o 7 0" 8 o~

O~ 23 dioxygéneg
Cependant KOSUGE ne démontre pas la présence du N-oxyde

d'amino-4 quinoléine 8 dans le milieu.

On peut remarquer que le dérivé trioxygéné pourrait &tre
formé de la méme fagon par condensation du dérivé dihydroxylé 2 sur le

dérivé nitrosé 7.

o H _OH o
NZ ' | SN
| *

N R

. + ~ - ~N >0
N ”~
|+ Ns N7
0 - -

7 2 0

6- 23 trioxygéné
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Notons que cette azoxyquinoléine 23 n'a pas été mise en évi-
dence lors de 1l'hydrolyse de 5 en milieu neutre. Elle semble étre trés ca-

ractéristique de la réactivité du monoester 5 en milieu basique.

Pour les pyridazinoquinoléines 24, KOSUGE avance un méca-

nisme radicalaire (57, 58).

L'isolement et la caractérisation des différents diméres

de quinoléine étant extrémement difficiles & réaliser nous n'avons pas poussé

plus loin nos études dans ce . .domaine.

En conclusion, il apparait que le monoacétate 5 conduit & des

types de produits totalement différents selon le pH du milieu dans lequel

il est traité.

* En milieu fortement basique la réaction implique le passage
par le dérivé dihydroxylé 2, qui se décompose ensuite en diméres 23 et
24. Ceci a été confirmé a pH 13 par CLHP. On voit apparaitre le pic caracté-
ristique de 2 en début d'hydrolyse, celui-ci diminue ensuite au cours du

temps au fur et & mesure que se dépose le précipité des diméres.

* L'hydrolyse de 5 en dérivé dihydroxylé 2 est aussi majori-

taire en milieu fortement acide.

* En milieux faiblement acide, neutre ou faiblement basique

{pH compris entre 2 et 9) on n'observe pas d'hydrolyse.
Pour ces pH d'autres réactions ont lieu :

—~ Addition du nucléophile sur le carbone 3 de la quinoléine:
obtention de 19 dans les solutions d'acide chlorhydrique

diluées (pH 1 a 2).

~ Dimérisation : formation de pyridazino ou pyrazinoquino-

léine 21 ou 22.

~ Réduction : formation du N-oxyde d'amino-4 quinoléine 8.
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Parallélement & ces modifications dans la nature des produits
de réaction nous avons remarqué deux changements importants dans les vites-
ses de réaction, l'un en milieu acide entre pH 0 et 1, 1l'autre en milieu

basique & pH 10.

Nous avons rassemblé toutes les données cinétiques dans le

tableau 7 :
HC1
milieu 6N 3N 2N IN 0,IN 10N
* -1
k (mn ) 0,03 0,013 0,0097 0,006 0,016 0,1
*
t % (mn) 22 51 72 117 40 7
Tampon
pH 4, 6, 7, 9 .10 13
*» 1
k (mn 7) n.d n.d n.d
t % (mn) 1 ’ 40-50 10
Tableau 7 : Influence du milieu sur la vitesse de disparition de 5,
* Les valeurs de constante de vitesse et de temps de demi-durée de vie correspondent

aux moyennes obtenues sur deux expériences.

La vitesse de disparition du monoester 5 diminue quand on
passe de l'acide 6N & l'acide 1IN (vitesses relatives de 5 & 1). Elle aug-
mente ensuite trés vite lorsque la réaction est faite en milieu acide dilué
(facteur de 1 & 15 entre HCl 1N et 1072N).
Entre pH 4 et 9, la réaction est trop rapide puisqu'on peut
mesurer la vitesse. A pH 10, la vitesse d'hydrolyse diminue, mais 1'augmen-

tation de pH l'accélére de nouveau.
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Les réactions les plus lentes sont observées dans l'acide

chlorhydrique 1N et dans un tampon pH 10.

Nous avons tenté de relier les changements de réactivité
observés & la fois au niveau des produits de réaction et des cinétiques,
a des modifications de l'espéce réactive mise en jeu aux divers pH.

Pour évaluer le pK du monoester 5, nous avons enregistré

son spectre UV & différents pH (tableau 8 et figure 11).

A
nax (¢) (nm)

pH 10 400 (16000) 262 (14000)

pH 0,1 332 (16000) 232 (24000)

*
EtOH 365 (16000) 260 (14000) , 236 (12500)
*

CHCl3 370 (14000) 258 (15000) -, 244 (15000)
Tableau 8 : Caractéristiques UV du monoester 5 en différents milieux.
* Nous n'avons pas réussi 3 enregistrer le spectre en milieu neutre. Nous avons utilisé

comme référence pour la forme neutre les spectres enregistrés en solvants organiques.

En milieu acide, le spectre est. caractérisé par deux maxima
a 232 et 332 nm. Le spectre reste le méme pour les concentrations en acide

supérieures a 0,1 N (pH 1).

Par contre lorsqu'on passe & pH 2 on note un déplacement

de l'ensemble du spectre vers les longueurs d'onde plus élevées.

Le méme phénoméne est observé quand on passe du milieu neutre
(Xmax=236, 260 et 365) au milieu basique. A pH 10, les deux maxima d'absorp-
tion sont situés & 262 et 400 nm. Ce spectre ne change plus entre pH 10
et 13.
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400 300
A nm
Figure 11 : Variation du spectre UV de 3 en fonction du pH.

Ces résultats indiquent que selon les pH, 5 existe sous trois
formes différentes. On peut considérer que les variations du spectre UV sont
dues & des phénoménes de protonation-déprotonation du monoester, et qu'elles

3*
permettent d'évaluer les pKé a2 eto.

A pH inférieur & 2, le monoester existe sous forme protonée

et, a pH supérieur & 9, sous forme anionique.

A titre d'exemple, le pK de 1tacide conjugué du N-oxyde de 1'acétylamino-4 pyridine

est de 1,6 (63a).
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En milieu acide la protonation a lieu sur le N-oxyde, nous

pensons que la charge est localisée surtout sur l'atome d'azote cyclique.

A partir de ces données on peut tenter de donner une inter-
prétation des résultats (cinétique et bilan réactionnel) observés.

2.  INTERPRETATION :

* En milieu fortement acide (acide chlorhydrique 1N a 6N),
l'ester 5 existe sous forme protonée.

I1 est le siége d'une réaction
d'hydrolyse qui fournit le dérivé dihydroxylé 2.

Cette réaction subit une catalyse acide

: la cinétique croit
de l'acide 1IN & 1l'acide 6N.
H_ OAc H, O\ H_ ,OH
+ N *0\
H H

~ B N

“ Y N>
NI'O' l+ |+
OH OH

[N
o)
X
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* En milieu fortement basique (pH 10 & 13), la molécule existe
sous forme anionique. Elle subit une hydrolyse de la fonction acétate
d'oxime, qui donne a nouveau 2. Celui-ci se décompose ensuite en une série
de diméres.

Quand la basicité augmente, la vitesse de réaction croit

sous l'influence d'une catalyse basique.

Cette catalyse n'est efficace qu'a pH trés élevé en raison

de la présence d'une charge négative sur la molécule.

Dans la gamme de pH 2 & 9, le produit existe essentiellement
sous forme neutre. sa réactivité est beaucoup plus élevée. Des réactions
autres que l'hydrolyse deviennent compétitives. On note en particulier des
réactions qui impliquent une rupture cde la liaison N4—O telles que la subs-
titution qui conduit au dérivé chloré 19 ou la réduction qui fournit l'amine
8 (outre des molécules décrites qui ne peuvent 8tre  des produits primaires
de la réaction). Quels que soient les mécanismes de rupture de la liaison
N-0 (radicalaire ou ionique), on congdit bien que de telles réactions soient
plus difficiles sur les espéces chargées que l'on trouve en milieux acide

et basique.

La réaction la plus intéressante d'un point de vue biologique
est celle qui se passe en milieu neutre ou sous l'action d'une faible cata-
lyse acide ou basique.

Malheureusement cette réaction est trés complexe dans l'eau,
on observe de nombreux produits secondaires.

Afin de préciser le mécanisme nous avons élargi 1l'étude de

la solvolyse de 5 & d'autres solvants.




- 72 =

II. INFLUENCE DE LA NATURE DU SOLVANT

SUR LA REACTIVITE DE 5 :

Nous avons étudié 1'influence du solvant sur la nature des pro-
duits de réaction et sur la cinétique.

Ces données doivent nous permettre de choisir entre un mécanisme
ionique ou radicalaire de rupture de la liaison N,-OAc et de déterminer

4
quelle est l'espéce réactive (forme tautomére).

Nous avons examiné deux séries de solvants de pouvoir ionisant

et de nucléophilie variables :

- Solvants hydroxylés : teat-butanol, éthanol, méthanol, éthanol
aqueux (20 % d'eau), et trifluoroéthanol.
Le trifluoroéthanol est un solvant trds ionisant mais trés
peu nucléophile. Les autres solvants (excepté le Leat-butanol)
possédent des pouvoirs nucléophiles voisins, et des pouvoirs

ionisants croissants.

- Mélange acétone-~-eau, pour lequel le pouvoir ionisant croit

avec le pourcentage d'eau.

Nous avons suivi une démarche expérimentale analogue a celle uti-
lisée pour les milieux aqueux, en étudiant par CLHP la vitesse de dispari-
tion de l'acétate 5 dans les solvants indiqués, & des concentrations de
3x10~°M a 250C.

1. RESULTATS :

a. Ftude cinétique :

Nous avons observé des réactions de pseudo-premier-ordre, excepté

dans le cas du Zerf-butanol oli la cinétique est plus complexe.
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Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau suivant :

Solvant
d
YCl a YOst kc,d log k t %
-1
(mn 7) (mn)
EtOH -2,50 -1,75 0,013 -1,88 53
MeOH -1,20 -0,92 0,021 -1,66 32
EtOH aq. 0 0 0,043 -1,36 16
(20% H20)
e
TFE +2,38 +1,80 0,26 -0,57 3
MeZCO—HZO
90 10 - - 0,016 -1,78 42
80 20 -0,80 - 0,034 -1,47 20
70 30 +0,17 - 0,052 -1,28 13
60 40 +1,00 +0,66 0,074 -1,13 9
Tableau 9 : Influence du solvant sur la vitesse de solvolyse de 5.
a: ref. 64 ; b : ref,65 ; c : constante de vitesse k, calculée & partir de 1'équation
Ln ([5])=-k; ; d : les valeurs de k et t 3 correspondent aux valeurs moyennes obtenues
sur deux expériences ; e : dans le TFE, k est estimé 3 partir de 3 points seulement.

Nous avons étudié la variation de la constante de vitesse en fonc-
tion du pouvoir ionisant du solvant Y.
¥*
Ce paramétre Y a été introduit par GRUNWALD et WINSTEIN en 1948

(66), il est défini par 1l'équation suivante :

Log (k/ko) = mY

* Pour une revue récente, cf. ref. : §7a.
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ko représente la constante de vitesse observée dans 1'éthanol
contenant 20 % d'eau, ce milieu sert de référence avec une valeur

de Y nulle.

k est la constante de vitesse obtenue dans le solvant donné, et

m caractérise la sensibilité de la réaction au pouvoir ionisant.

A 1l'origine (66), cette équation a été déterminée en examinant
la solvolyse du chlorure de <Zert-butyle et en postulant que la réaction
suivait un mécanisme purement SNl, sans assistance nucléophile du solvant.

GRUNWALD et WINSTEIN ont choisi arbitrairement une valeur de m=1
péur le chlorure de teat—butyle'et ont ainsi défini une échelle de pouvoir
ionisant YCl'

Pour les solvolyses obéissant a un processus S 2, l'équation géné-

N
ralisée fait intervenir le pouvoir nucléophile du solvant N :

Log (k/ko) = mY + 1N

1 représente la sensibilité de la réaction au pouvoir nucléophile

du solvant.

Par la suite, plusieurs auteurs ont repris ces équations pcur
calculer d'autres échelles de pouvoir ionisant Y ou de pouvoir nucléophile N.

Le chloro-1 adamantane (64) et le tosyloxy-2 adamantane {65) ont
permis d'établir de nouvellés valeurs de Y (respectivement YCl et YOTs)
car ces composés ne peuvent pas subir d'attaque nucléophile par le solvant
(1=0, m=1).

Par contre, pour évaluer N, SCHADT, BENTLEY et SCHLEYER (65) ont
utilisé le tosylate de méfﬁyle, connu pour réagir selon un mécanisme
SN2 (1=1, m=0,3).

L'utilisation des équations de GRUNWALD-WINSTEIN permet de déter-
miner l‘'importance de 1l'assistance nucléophile du solvant dans une réaction.
A titre d'exemple nous avons représenté dans la figure 12, les diagrammes
obtenus pour le tosylate de propyle et pour le tosylate de bicyclo 2,2,2
octane. Dans le premier cas, on n'observe pas une bonne correlation entre
les constantes de vitesse et YOTs’ la relation devient linéaire si on fait
intervenir N. On notera que la vitesse de solvolyse est plus faible dans
le trifluoroéthanol (peu nucléophile, fortement ionisant) que dans 1'éthanol

aqueux.
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Dans le second cas par contre, il existe une relation linéaire

entre les constantes de vitesse et le pouvoir ionisant YOTS’ la réaction
est beaucoup plus rapide dans le trifluoroéthanol que dans 1l'éthanol aqueux.

Ce composé réagit sans assistance nucléophile du solvant.

OTs
OTs
LOG(k/kg)
TFA
.l “ LOG(k/Kg)
HFIP 1r TFA..H,COZH A A
| AHco,H 5%’%% HCOH TFA
2 + & TOYTFE °
A/QI'FE 0| .72;65A
50 %E A
/ HFIP
L. , TFE &
0 /°80%E
A -1 1
/AcOH
-2 L “tonie)
4 1 | 1 1 1
2 0 2 4 2 4
YOTs | a YOTs ou ® 04N+0,58Y
Figure 12 : Exemples d'application des équations de GRUNWALD-WINSTEIN.

I : Solvolyse du tosylate de propyle-2 (65).
II : Solvolyse du tosylate de bicyclo 2,2,2 octyle (67b).

Dans le cas du dérivé monoacétylé 5 nous avons étudié la variation
de la vitesse de réaction en fonction de Y. Nous avons employé deux échelles

de pouvoir ionisant : YCl (64) et YOTs (65).
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Les résultats obtenus sont rassemblés dans la figure 13 :

LOG (k/kg)
1
TFE TFE,
051
260% A
AT0% A
o+ A_A
30% EtOH -
20%H,0
A .
MeOH
-0,5h
EtOH
A = Me,CO A = Me,CO
i [l ] i 12 i | 1 2 1
-2 -1 0 1 2 -1 0 1 2
Figure 13 Influence du poﬁvoir ionisant du solvant (Y) sur la vitesse

de solvolyse du monoester 5.

ko correspond 3 la constante de vitesse déterminée dans 1'éthanol aqueux (20 % H20).

Nous obtenons dans les deux cas une relation linéaire, en

accord avec l'équation de GRUNWALD-WINSTEIN : Log (k/ko) = mY

Nous trouvons des valeurs de m faibles : m = 0,24 en fonction
de YCl et 0,36 avec YOTs' (Dans la chimie des tosylates ou
halogénures d'alkyles m est compris entre 0,7 et 1 pour un
composé réagissant selon un mécanisme SNl et de l'ordre de
0,3-0,5 pour un composé dont la solvolyse nécessite l'assis-

tance nucléophile du solvant (tableau 10)).
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Tosylate Equation : 1 NOTs +om YOTs

1 m

Adamantyl-2 0 1

Bicyclo 2,2,2 octyl 0 1,05

Cyclohexyl 0,23 0,75

Cuclopentyl 0,26 0,71

Pentyl-3 0,26 0,72

Propyl-2 ' 0,40 0,58

Ethyl 0,83 0,41

Méthyl 1 0,3

Tableau 10 : Param@tres de l'équation de GRUNWALD-WINSTEIN pour une série
de tosylates d'alkyles (67).

m représente la sensibilité du substrat au pouvoir ionisant (Y) et 1 sa sensibilité au

pouvoir nucléophile du solvant (N).

Le résultat le plus important est que, dans le cas du monoester
5 , nous avons observé une relation linéaire entre la vitesse de solvolyse

et le pouvoir ionisant quelle que soit la nucléophilie du solvant, or nous

avons utilisé des solvants de pouvoir nucléophile trés variable (tableau 11).

Solvant | EtOH  MeOH EtOH aq Me,CO-H,0 (60:40) TFE
NOTS 0 -0,04 4] -0,041 -3,0
Tableau 11 : Pouvoir nucléophile des solvants utilisés pour la solvolyse
de 5 (65).

Ce résultat indique que la réaction n'est pas sensible au pouvoir

nucléophile du solvant, elle ne dépend que du pouvoir ionisant du milieu.

On peut donc en conclure que la solvolyse du monoacétate 5 fait
intervenir une étape d'ionisation de 1la molécule, avec séparation de

charges dans 1'état de transition.
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b. FEtudes des produits de réaction :

Nous avons noté des variations importantes de la composition
du mélange réactionnel selon les solvants. La figure 14 rassemble les chro-
matogrammes de CLHP enregistrés en fin de réaction dans les divers solvants
étudiés.

Nous avons identifié les produits suivants

1. N-oxyde d'acétoxy-3 amino-4 quinoléine 25 :

Le produit 25 est obtenu lors de la solvolyse de 5 quel que soit
le solvant utilisé (acétone-eau, alcool). C'est un composé polaire carac-
térisé en CLHP par un temps de rétention faible* (6mn50, R=3,3).

SiAon utilise la hauteur du pic observé en CLHP comme mesure
de la quantité de 25 formé dans chaque solvant, on constate que la forma-
tion de 25 est proportionnelle au pouvoir ionisant du solvant Y. Elle est
presque quantitative (un seul pic en CLHP) dans les solvants peu disso-
ciants (terit—~ butanol, acétone -~ 10 % eau) et diminue rapidement lorsque

le pouvoir ionisant du solvant augmente (figure 15).

H Figure 15 : Influence du solvant

sur la formation de 25. Etude dans

un mélange acétone-eau.

H représente la hauteur corrigée du pic
observé en CLHP (cf. partie expérimentale

p.191).

OAc .

/

1+

N
ul
o—2z

Y(t.BuCI)

* Lles propriétés chromatographiques correspondent & celles du pic SA, 1tun des trois

pics caractéristiques du monoesters 5 en CLHP.
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Figure 14 : Chromatogrammes CLHP :
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réactivité de 5 dans les solvants
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Plusieurs tentatives d'extraction de ce produit du milieu réac-
tionnel ( Zert-butanocl ou acétone - 10 % eau) se sont soldées par des
échecs, le produit se décompose lors de la concentration du solvant. De

plus en raison de sa forte polarité il migre trés difficilement sur silice.

Nous pouvons néanmoins proposer la structure 25 pour ce composé

sur la base de l'observation suivante :

Identification de 25 : transformation en N-oxyde d'hydroxy-3

acétamido-4 quinoléine 26.

Si on laisse évoluer le mélange réactionnel obtenu dans le Zeat-
butanol, 25 se convertit lentement en un autre produit 26, mis en évidence
par CLHP (temps de rétention 6mnl0, R=1) et qui est isolé avec un rendement

d'environ 50 % aprés 12 heures de réaction.

Ac H
\NI
5
OAc t BuOH AN
Z TAN ! )2
N* 12 h., 20°C . N:
5 0” 25 O 26 07

Ce nouveau dérivé a été identifié par les techniques spectros-

copiques usuelles (RMN, IR, spectrométrie de masse).

C.-H Me0D N-Ac

ppm

Figure 16 : Spectre de RMN 1H du N-oxyde d'hydroxy-3 acétamido-4

qQuinoléine 26 (enregistré dans CD30D).
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Dans le spectre de RMN on observe danskla région des aromatiques,
les multiplets caractéristiques des quatre protons benzéniques. Les deux
doublets correspon@ant aux protons C E et CSE ont disparu et sont remplacés
par un singulet ce qui indique que la molécule porte un substituant en
position 2 ou 3. Le déplacement chimique de ce singulet est élevé (6§ =
8,34 ppm) et ne peut correspondre qu'au proton situé en o de 1l'azote cycli-
que (C2-§). on remarque aussi dans ce spectre un singulet intégrant pour
trois protons ( § = 2,10 ppm) qui peut étre attribgé a un groupement COC_lj_3
d'une amide ou d'un ester. Le spectre IR léve cette ambiguité, on observe

une bande intense a 1660 cm"1 qui ne peut appartenir qu'a une amide.

Enfin le spectre de masse présente un pic & mt-16 (M*= 218)
que l'on retrouve toujours avec les N-oxydes de quinoléines.

L'ensemble de ces données est en faveur d'une structure de
N-oxyde d'acétamidoquinoléine hydroxylée en position 3.

Le spectre UV confirme la présence d'un groupe -OH libre. Si
on enregistre les spectres d'absorption UV & différents pH on constate
un déplacement important de l'ensemble du spectre lorsqu'on passe du milieu

neutre (pH 7) au milieu basique (NaOH 1N).

Ac H Ac H
NHAc , N N
OH -
. N Oﬂ e Xy °
—_ -~
P N/ ) N/
h|‘+ . ) + ) ] +
OH o o~ 0~
Amax (HCl 1N)= , Amax (QH 7) amax (NaOH 1N)

240, 350 nm 240, 360 nm 251, 395 nm

Cette variation du spectre correspond & l'ionisation de la molé-

cule en milieu basique.

L'obtention du N-oxyde d'hydroxy-3 acétamido-4 quinoléine 26
& partir de 25 nous permet de proposer une structure & ce dernier
(cf. p. 73).
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,0OAc

N NH2 NH2
OAc H
' CH30H N N »Og 3

N N> + -

N
| l+ '+
5 OH 25 O o~ 27 (R=CH,)

La solvolyse du monoester 5 conduit aussi & des produits de

fixation du solvant sur la quinoléine.

2. Produits de substitution en 3 :

N-oxyde d'alcoxy-3 amino-4 quinoléine :

Dans les alcools plus dissociants que le Zezt-butanol on note
‘l'existence d'un second produit de solvolyse. Les caractéristiques CLHP

différent légérement selon l'alcool utilisé (tableau 11)

solvant temps de rétention R
MeOH 8mn 4
EtOH 8mn35 4,2
TFE 8mn35 2,9
Tableau 11 : Caractéristiques CLHP du second produit du solvolyse :

N-oxyde d'alcoxy-3 amino-4 quinoléine 27.

Le produit formé dans le méthanol correspond & un produit déja
isolé et caractérisé par N. TOHME (68) qui l'avait obtenu aprés réaction

du diester 3 dans le méthanol (cf. chp. IV p. 130.
Ce produit provient de la fixation du solvant sur le carbone
3 de la quinoléine, il s'agit du N-oxyde de méthoxy-3 amino-4 quinoléine

27 (R=CH,). ;



OR

/

+1\\

N
I

27 0~ R = CH

27 . CH

La similitude des propriétés chromatographiques permet de suppo-
ser qu'il se forme des produits analogues dans les deux autres alcools
(éthanol, trifluoroéthanol). Mais nous ne les avons pas isolés et iden-

tifiés.

Remarque : Cette réaction dépend de la nucléophilie de 1'alcool
(faible pour le <terf-butanol ou le trifluoroéthanol, importante pour 1le

méthanol ou 1l'é&thanol), elle n'est pas observée dans 1l'eau.

3. Le N-oxyde d'amino-4 quinoléine 8 :

Dans les alcools nous avons observé de nombreux produits mineurs
qui n'ont pas été isolés. Parmi ceux-ci nous avons identifié le N-oxyde
d'amino-4 quinoléine 8 par ses propriétés CLHP (temps de rétention 6mn30,
R=10). Il semble que celui-ci ne se forme que dans les solvants & pouvoir

ionisant élevé (méthanol, éthanol aqueux, trifluorcéthanol).

+z\ /

joo
o__.

4. Diméres de quinoléine : pyridazino[3,4 3 5,6-cﬂ quinoléine 24 :

Dans le mélange acétone-eau, 1l'augmentation du pourcentage d'eau
favorise la formation de produits insolubles. Nous les avons analysés par
spectrométrie de masse. Le pic de plus haute masse m/e = 330 correspond
a une pyridazino[?,d—c ; 5,6-c'] quinoléine trioxygénée mais la coupure
la plus importante (100 %) est & m/e = 314. Nous pensons qu'il s'agit d'un

mélange de produits di et trioxygénés.




- 84 -

Nous avons rencontré ici toujours le méme probldme de séparation

et d'identification des diméres (cf. p. 65-66}.

2. INTERPRETATION :

- - . - — . - - .

La solvolyse du monoester 5 est une réaction ionique qui implique
une étape d'ionisation conduisant & un intermédiaire chargé comme 1'indi-

quent clairement les résultgts cinétiques.

Plusieurs chemins réactionnels sont ensuite observés, ils donnent
des produits de différents types : réarrangement, substitution, réduction
et dimérisation.

p—— OAc

REARRANGEMENT

~OAc J OR
N
. ' _ SUBSTITUTION
N{
l
N

- REDUCTION

8 o°

DIMERISATION
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Afin de rendre compte de la formation de produits de substitution
sur l'atome de carbone (% de la quinoléine il faut supposer le passage
par un intermédiaire dans lequel une charge positive est délqcalisée en

cette position.

Le monoester 5 est formé sous la forme tautomére d'acétate
d'oxime §I’ mais il peut exister sous une autre forme tautomére d'acétate

d'hydroxylamine, §II'

N/OAc H\ /OAc
N
| _ ~N
N ~
" &
31 211 ©

Les acétates d'oxime tels que -§I sont difficiles & ioniser,

l'intermédiaire chargé serait un ion iminium.

OAc
N N+
AcO
| ~= !
1 1
| OH
H
§; ©
H OAc H H
\N/ +N/ \N
~ - N AcO™ +
-~ v - - ~
12 TR 1+
o~ o-
QII

Par contre les gcétates d'hydroxylamines tels que §II peuvent
conduire plus facilement & la rupture hétérolytique de la liaison N-O
(travaux de GASSMAN (27), cf. : Introduction p.14 ). L'intermédiaire réac-
tionnel serait un ion de type nitrénium, avec une charge délocalisée sur

l'atome de carbone 3 de la quiﬁoléine.




(tent- but
de 25 est

/

\

jon
o—=
]

- OO0 -

. Un tel intermédiaire obtenu a 1'état singulet rendrait
compte des produits de substitution en position 3, isolés

dans les alcools ou dans l'acide chlorhydrique dilué,

. L'intervention de 1l'ion nitrénium & 1'état triplet peut
expliquer la réduction en aminoquinoléine 8 ainsi que la

formation de diméres de quinoléines.

. Le produit de réarrangement 26 proviendrait du retour inter-

ne du groupement acétate sur le cation délocalisé.

Cette réaction est favorisée dans les solvants peu dissociants

anol, acétone - 10 % eau) or nous avons montré que la formation
dépendante du pouvoir ionisant du solvant (cf. : figure 15 p.78 ),
o 7]
NH2
OAc
——— ~
7~ -~
N~ N
| |
o 5 O
ROH tBuOH
Y
NH, NHAc
OoH OH
~ N
~ ”~
1% i
o-
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D'aprés sa structure, cet ester 25 doit &tre trés réactif et fa-
cilement hydrolysable.

En particulier dans les conditions d'analyse par CLHP que nous
utilisons (pH 2,5), 1l'hydrolyse doit &tre rapide et nous détectons proba-
blement le N-oxyde d'hydroxy-3 amino-4 quinoléine 28. Dans les solvants
nucléophiles et polaires, le transfert du groupe acétyle peut se faire
soit avec le solvant lui-méme (alcools) soit avec les autres composés
présents dans le milieu.

Il faut remarquer que la migration du groupe acétyle de 1l'oxygéne

sur l'azote,passage de 25 & 26, ne s'observe que dans le teat-butanol, sol-

vant peu nucléophile et peu dissociant.

Des réactions tout & fait comparables de réarrangement d'esters

d'acides hydroxamiques ont été décrites dans la littérature (69-72).

R H
s
SN
OR R= Ac
—_— CO-Ph
SO,R’

Elles conduisent & des orthoaminophénols N,O-diacylés.

OR

R\N/

Dans le cas des phénylhydroxylamines O-acylées, une seconde
migration peut intervenir (73) et donner ainsi une orthohydroxyamide. Il
faut noter que dans ce cas précis (série du toluéne), l'ester intermédiaire

est totalement instable a température ambiante en solvants aprotiques.

0 CO~Ph H /CO-Ph

0O-CO-Ph OH
e o —

CH
CH 3

-

Remarque : Nous avons tenté de mettre & profit ce réarrangement
pour synthétiser le dérivé hydroxylé 28 afin de confirmer la structure

du produit de retour interne 25.




La voie choisie a été la suivante :

OMs
I‘\N/ NH, NH,
MeOH OMs OMs
N > ~ : -~ ' ~
g ~ ”~
N7 60°C, 40 h N mC1-PhCO4H '|‘+
29 30 Me ,CO 31 07
“OH
NH,
A OH
N/
l+
28 O

La préparation de 1'ester méthanesulfonique 29 est décrite plus
loin (cf. p. 92). La réaction de migration de l'ester en position ortho
s'effectue avec un rendement d'environ 30 % dans le méthanol,.

Nous n'‘avons malheureusement pas rééolu le probléme de 1'oxyda-
tion. Le N-oxyde de mésyloxy-3 amino-4 quinoléine 31 semble trés instable,

une trace de base suffit a le décomposer.

En conclusion, le mécanisme impliquant le passage par une paire

d'ions, dont la charge positive est délocalisée sur deux positions (ion
nitrénium-ion carbénium), correspondrait aux diverses données cinétiques
observées et rendrait compte des différents types de produits formés lors

de la solvolyse de 5.

Ce mécanisme met en évidence 1l'importance de la tautomérie de

o

Seul 1le tautomére acétate d'hydroxylamine §II est susceptible
de s'ioniser en intermédiaire de type ion nitrénium.

Rappelons que le monoester 5 est pféparé a partir du diester
3 par transfert d'un groupe acétyle sur un nucléophile (thiol ou amine,
ajouté en quantité stoechiométrique), dans le diméthylsulfoxyde. Il est

stable environ 24 h dans ce solvant dans lequel il existe sous la forme
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d'acétate d'oxime §I . Selon notre hypothése mécanistique, pour qu'il
devienne réactif, il faut qu'il passe sous l'autre forme tautomére, acétate
d'hydroxylamine : 1'équilibre tautomérique éL::::§IIne peut s'établir que
dans un solvant donneur-accepteur de protons (solvants hydroxylés), ce
qui explique la relative stabilité de 5 en solvants aprotiques et sa trés

forte réactivité en solvants hydroxylés.

A la vue de ces résultats nous nous sommes ensuite intéressés
a 1'influence de la fonction N-oxyde dans la réactivité de 5.

En effet lorsque le monocester existe sous la forme tautomére
d'acétate d'hydroxylamine il posséde une fonction N-oxyde en position 1

susceptible d'intervenir dans sa réactivité.

III. ROLE DE LA FONCTION N-OXYDE :

Dans un but cemparatif nous avornis synthétisé et étudié deux

séries de composés dépourvus de fonction N-oxyde.

OR H _OR OR

yd N, 7 7

N N "N
P -~ ~

| ~ || B {
r‘d N~ N
1

H CH,

R = Ac, SO,CH

1. Dans la série quinoléine, non substituée en position 1, les
dérivés peuvent exister sous deux formes tautoméres hydroxyl-

amine-oxime, comme le dérivé monoacétylé 5.
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2. Par contre les dérivés de la méthyl-l quinoléine sont bloqués
sous la forme d'oxime. Ces composés constituent des modéles
pour 1l'étude de la réactivité de la forme acétate d'oxime

du monoester 5 (tautomére §I).

Pour chaque série nous avons préparé les esters des acides

acétique et méthane sulfonique.

En effet nous avons lors des études de solvolyse que le mono-

ester 5 peut subir deux réactions principales

a. Coupure O-Ac conduisant au produit
d'hydrolyse 2. Cette réaction n'est

observée qu'en milieu acide ou basique. s

Coupure N-OAc qui génére l'ion nitré-

nium intermédiaire.

Les modéles acétylés peuvent réagir selon les deux mécanismes, par
contre les esters d'acide méthane sulfonique ne peuvent donner que des

ruptures N-OMs.

Nous avons comparé la réactivité des divers modéles avec celle

du monoester 5 en conditions d'hydrolyse et de méthanolyse.

a. anthése :

Nous avons synthétisé les dérivés de la quinoléine et de méthyl-1

-

quinoléine & partir de la chloro-4 quinoéline 14 selon le schéma suivant:
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L'hydroxylamine 15 a é&té préparée selon la méthode de HAMANA
(74) par substitution du chlore par le chlorhydrate d'hydroxylamine. On
obtient de la méme fagon l'oxime 33 & partir de l'iodure de méthyle-1
chloro-4 quinoléinium 32. Ce produit est nouveau, il a été caractérisé
par les méthodes usuelles (analyse, spectrométrie de masse, RMN).

Dans le spectre de RMN de 33, on observe les six protons aroma-

tiques. I1 faut noter que la constante de couplage J est élevée (8Hz)

2-3
ce qui est en accord avec la structure de dihydro-1,4 quinoléine (cf.:

Chp. I p. 35 ).

L'acétylation par 1l'anhydride acétique des dérivés hydroxylés
15 et 33 s'effectue dans la diméthylformamide en présence d'imidazole,
les rendements sont de 60 % pour 13 et 50 % pour 1ll. Les deux produits

ont été identifiés gréce aux données spectrogcopiques suivantes :

- Les spectres IR de 11 et 13 sont caractériséspar une bande

intense a 1730 cm_l.indiquant la présence d'une fonction acé-

tate sur la molécule.
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Dans l'acétate d'hydroxylamine 13 on observe en plus une

bande & 3440 cm"l due au groupement N-H de 1'hydroxylamine.

- Les spectres de RMN confirment 1les structures des deux
esters. Outre les signaux caractéristiques des six protons
aromatiques il existe pour chaque produit un singulet inté-
.grant pour trois protons. Les déplacements chimiques mesurés
(6= 2,15 et 2,19 respectivement pour 13 et ll) correspon-

dent & celui d'un groupe méthyle porté par un acétate.

- Enfin dans les deux cas on obtient en spectrométrie de
masse, le pic moléculaire 2 Mt= 202 pour 13 et Mt = 216
pour 11 ainsi qu'un pic résultant du départ d'un céténe

(M+—42), cette coupure est caractéristique des acétates.

Les deux esters d'acide méthanesulfonique ont été préparés dif-
féremment par action du chlorure d'acide méthanesulfonique.

Dans le cas du mésylate d'oxime, 34 , nous avons employé la
méthode de SCHOTTENT et BAUMAN., La réaction se fait & 0°C dans 1l'eau main-
tenue & pH basique par l'addition de soude. Le produit précipite au fur
et & mesure de sa formation avec un rendement d'environ 50 %.

Cette méthode n'est pas utilisable pour l'ester d'hydroxylamine
29, car l'hydroxylamine de départ 15 n'est pas stable en milieu basique.
Nous avons effectué la réaction dans la pyridine & basse température
(-20°C). Le produit est précipité dans l'eau et tout de suite cristallisé
dans un mélange acétate d'éthyle-hexane. Le rendement est faible (35-40%).

Les mésylates sont caractérisés en RMN par la présence dans
le spectre d'un singulet intégrant pour trois protons. Les déplacements
chimiques (§= 3,20 ppm pour 29 et 3,16 ppm pour 34) correspondent & celui

du méthyl d'un ester d'acide méfhanesulfonique {0-30 —CES). Les analyses

2
€lémentaires et la spectrométrie de masse sont en accord avec la formule

proposée pour les deux composés (M+= 238 pour 29 et 252 pour 34).

b. Réactivité :

Ncus avons tout d'abord étudié les réactions d'hydrolyse des

dérivés acétylés 11 et 13.
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1. Hydrolyse des acétates 13 et 11 :

L'acétoxyamino-4 quinoléine 13, placée en milieu acide (acide
chlorhydrique N & 6N), s'hydrolyse quantitativement en hydroxyamino-4
quinoléine 15 (analyse par CLHP et CCM).

La vitesse de disparition de 13 augmente avec la concentration

en acide (tableau 12).

Conc. HC1 1N 3N 6N

1

k(mn_l) t% (mn) k(mn ~) t% (mn) k(mn_l) t% (mn)

Modéle 13 0,004 160 0,011 63 0,029 23
N-oxyde 5 0,006 115 0,013 50 0,031 21
Tableau 12 : Hydrolyse de 13 en milieu acide : comparaison avec la

réactivité de 5.

Las réactions ont été effectuées 3 partir de solutions 4x10_3M. a 25°C.

- Les valeurs obtenues pour 13 (temps de demi-durée de vie) sont

tout & fait comparables & celles observées pour le monoester 5.

En milieu basique (soude 1N), 1'hydrolyse de 13 en hydroxylamine
15 semble quantitative. L‘énalyse de la réaction est rendue difficile
a4 cause de l'instabilité de 1'hydroxylamine 15 en milieu basique. La fai-
ble solubilité de l'acétate 13 dans le milieu empé&che toute étude ciné-

tique.

Des résultats identiques sont obtenus dans la série méthylée
en 1. L'obtention de l'oxime 33 & partir de l'acétate 1l est rapide et
quantitative en milieu acide ou basique (acide chlorhydrique 1N o6u soude
1N). '
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OH
N/OAc N/
) - L,
N HCl1 1N ou N
| |
R NaOH 1N R
= l§_ = 1__5_
R = CH3 11 R = CH3 33

En milieu neutre pH 7, les dérivés acétylés 11 et 13 sont quasi-
ment insolubles et tréds peu réactifs. On n'observe pas de réaction aprés
une semaine d'agitation & température ambiante.

2. Méthanolyse :

* Réactivité des dérivés acétylés 11 et 13 :

Nous avons laissé une solution méthanolique d'acétate d'hy-
droxylamine 13 & température ambiante et & 1'obscurité.

Aprés une semaine, l'analyse de la solution par CLHP montre
qu'il n'y a pas eu de modification sensible de sa composition, on retrouve
plus de 80% de produit de départ (produit purifié par chromatographie sur
silice).

L'acétate d'oxime 11 réagit différemment:la méthanolyse est
totale aprés une semaine de rééction a température ambiante. Il se forme

uniquement l'oxime de départ.

* Réactivité des méthanesulfonates 29 et 34 :

-

L'ester d'hydroxylamine 29 a été chauffé & 60°C dans le
méthanol. Aprés 48 heures de réaction l'ester de départ a totalement
réagi. L'analyse du mélange réactionnel par CCM montre qu'il se forme
deux produits majeurs que nous avons isolés et purifiés par chromatogra-

phie sur silice :

- La mésyloxy-3 amino-4 quinoléine 30 est formée avec un

rendement d'environ 40 % (aprés recristallisation).
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La structure a été déterminée par RMN et spectrométrie

de masse puis confirmée par l'analyse élémentaire.

Sur le spectre de RMN (figure 17), on trouve les quatre
signaux caractéristiques des protons benzéniques. Les dou-

blets correspondant aux protons C_-H et C_-H sont remplacés

2 3
par un singulet intégrant pour un proton, D'aprés son dé~
placement chimique élevé (8= 8,54 ppm), ce signal ne peut

étre attribué qu'au proton C_-H voisin de l'azote hétéro-

2
cyclique.

On observe aussi deux autres singulets : 1'un intégrant
pour deux protons échangeables, l'autre pour trois protons
et qui sont attribués respectivement & un groupement Nﬂz

et au méthane sulfonate 0SO_CH

27=3"

CHC1,
NH,
T I T i !
9 8 7 6 S ppm

Figure 17 : Partie aromatique du spectre de RMN 1H de la mésyloxy-3

amino-4 quinoléine 30 (enregistré dans CDCls).

La méthoxy-3 amino-4 quinoléine 35 est isolée avec un ren-

dement d'environ 30 % ( aprés cristallisation).

Le spectre de RMN est comparable a celui du produit précé-
dent 30, (figure 18). Le singulet attribué au groupement
méthane sulfonate (S02Cﬂ3) a disparu, il est remplacé par

un autre singulet plus déblindé (8= 3,96 ppm) intégrant




- 96 -

aussi pour trois protons.

. NH,
Cz-l‘l_ femOCHJ
AN N7 2
8
Ar-H 32

—

9 8 7 6 ppm

Figure 18 : Partie aromatique du Spéctre de RMN 1H de la méthoxy-3

amino-4 quinoléine 35 (enregistré dans CD;OD).

Le pic moléculaire observé en spectrométrie de masse cor-

respond & la masse d'une aminoquinoléine substituée par
. . +

une molécule. de méthanol (M =174).

L'ensemble de ces données spectroscopiques nous permet

de proposer la structure 35 & ce produit de méthanolyse.

En conclusion : le mésylate d'hydroxylamine donne donc deux

produits de méthanolyse :

Un produit de migration du groupement sulfonate sur le

carbone en ortho : 30.

Un produit de substitution par le solvant : 35.
























































































































































































































































































































