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I N T R O D U C T I O N  
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De nombreuses substances a c t i v e s  o n t  pour c i b l e  p r é f é r e n t i e l l e  

l ' a c i d e  désoxyr ibonuc lé ique  (ADN) q u ' e l l e s  son t  s u s c e p t i b l e s  de m o d i f i e r  par 

r é a c t i o n  avec l e s  bases nuc léo t i d i ques .  Les m o d i f i c a t i o n s  q u ' e l l e s  e n t r a î n e n t ,  

i n d u i s e n t  se l on  l e s  cas des désordres p l u s  ou moins graves. 

Parmi ces substances, l e s  furocoumarines se d i s t i n g u e n t  t o u t  

p a r t i c u l i è r e m e n t  en r a i s o n  de l e u r s  d i ve r ses  p r o p r i é t é s  pho tob io log iques  : 

thérapeu t ique  dans l e  t r a i t e m e n t  de maladies de peau ( v i t i l i g o ,  p s o r i a s i s ) ,  

pigmentogène, mutagène e t  cancérogène pour c e r t a i n e s  d ' e n t r e  e l l e s  chez 

1 'an imal .  

B ien  que t r è s  é t u d i é  depu is  une v i n g t a i n e  d 'années l e u r  mode 

d ' a c t i o n  n ' e s t  pas to ta lement  é l uc i dé .  

Dans ce t r a v a i l ,  nous présentons une c o n t r i b u t i o n  à l ' é t u d e  de ce 

mécanisme. 

Z .  LES FUROCOUMARZNES, ORIGINES ET STRUCTURES : 

Les furocoumarines c o n s t i t u e n t  une f a m i l l e  de composés 

hé té rocyc l i ques  oxygénés essen t i e l l emen t  d ' o r i g i n e  végé ta l e  ( f a m i l l e s  des 

Ombe l l i f è res  e t  des Rutacées ( 1 ) ) .  

On peu t  l e s  c l asse r  en deux types,  l e s  furocoumar ines " l i n é a i r e s "  ou 

psora lènes (psora lène ,  méthoxy-5 psoralène, méthoxy-8 psora lène)  e t  l e s  

furocoumarines "angu la i res "  ou a n g é l i c i n e s  ( a n g é l i c i n e ) .  Les composés du 

premier t y p e  son t  l e s  p l u s  largement répandus. De nombreuses au t res  

furocoumarines o n t  é t é  également préparées par  synthèse en r a i s o n  des 

p r o p r i é t é s  thé rapeu t iques  de ces substances. 



9; 
Psoralène : R - R -  

1- 2-" 
Méthoxy-5 psora lène (5MOP) - 1 : R1=OCH3, R2=H 

Méthoxy-8 psora lène (8MOP) - 2 : R1=H, R -OCH3 
2- 

Angé l i c i ne  

II. PROPRIETES PHOTOBIOLOGIQUES DES FUROCOUMARINES : 

Cer ta ines  p r o p r i é t é s  pho tob io log iques  des furocoumarines é t a i e n t  

connues il y a p l u s  de t r e n t e  s i è c l e s  des Hindous e t  des Egyp t iens  q u i  

u t i l i s a i e n t  des e x t r a i t s  de p l a n t e s  contenant  des furocoumarines pour so igner  
-C * ,. ,. 

des leucodermies comme l e  v i t i l i g o  ( 2 ) .  

Les premières recherches b i o l o g i q u e s  a i n s i  que l e s  a p p l i c a t i o n s  

c l i n i q u e s  sur  ces substances n ' o n t  débuté qu 'après  l e u r  i so lement  par  H. KUSKE 

en 1938 ( 3 ) .  

L ' i so lement  d ' a u t r e s  furocoumar ines amena un développement 

cons idérab le  de l e u r  u t i l i s a t i o n  dans l e  t r a i t e m e n t  du v i t i l i g o  (4, 5 ) .  

La v é r i t a b l e  a p p l i c a t i o n  c l i n i q u e  dans l e  t r a i t e m e n t  du v i t i l i g o  e t  
>k * 9: 

du p s o r i a s i s  a  é t é  mise au p o i n t  par l ' é q u i p e  de J.A. PARRISH en 1974, 

se lon  un procédé q u ' i l s  o n t  appelé l a  PUVA t h é r a p i e  : u t i l i s a t i o n  c o n j o i n t e  

des d é r i v é s  du psora lène (5MOP - 1, 8MOP - 2 e t  t r i m é t h y l - 4 , 5 '  ,8  psora lène (TMP)) 

en p r i s e  o r a l e  s u i v i e  d 'une e x p o s i t i o n  aux rayons  u l t r a v i o l e t s  e n t r e  320 e t  

400 nm (UVA) ( 6 ) .  

n Furo(3,Z-g)-1 benzopyranne one-7 ou fu ro (3 ,2 -g )  coumarine. 

hc .: V i t i l i g o  : d é c o l o r a t i o n  de l a  peau par  absence de pigment.  

*-A* P s o r i a s i s  : a f f e c t i o n  cutanée c a r a c t é r i s é e  par  une p r o l i f é r a t i o n  

anormale de l ' ép i de rme .  



Actue l lement  l a  PUVA t h é r a p i e  r e s t e  l e  p r i n c i p a l  t r a i t e m e n t  du 

p s o r i a s i s  e t  du v i t i l i g o  ( 7 ) .  

Le pouvo i r  mélanogène des furocoumarines e s t  une a u t r e  p r o p r i é t é  

mise à p r o f i t  en cosméto log ie  e t  en par fumer ie  (crèmes s o l a i r e s  e t  eaux de 

Cologne, contenant  des essences de bergamote). Ces essences renferment  

essen t ie l l ement  du 5MOP - 1 (bergaptène) .  Ce t t e  p r o p r i é t é  s ' e x p l i q u e r a i t  par  une 

s t i m u l a t i o n  de l a  mélanocytose par  l e  psora lène ( 8 ) .  

Par a i l l e u r s  des cancers de l a  peau o n t  é t é  observés chez des s o u r i s  

badigeonnées avec des furocoumar ines (5MOP - 1, 8MOP - 2 e t  a n g é l i c i n e )  e t  

exposées aux UVA (7 ,  9 ) .  Chez l'homme, l e s  observa t ions  f a i t e s  su r  ces e f f e t s  

cancérogènes e t  mutagènes semblent a  p r i o r i  c o n t r a d i c t o i r e s  (10, 11) .  

Cependant, on ne peut  e x c l u r e  que l a  PUVA t h é r a p i e  joue un r ô l e  dans 

l ' a p p a r i t i o n  des cancers de l a  peau chez l e s  i n d i v i d u s  ayan t  dé jà  é t é  exposés 

à des agents carcinogènes (12,  revue 13) .  

Les furocoumarines, en p a r t i c u l i e r  l e s  furocoumarines l i n é a i r e s  

b i f o n c t i o n n e l l e s  o n t  également é t é  u t i l i s é e s  dans l ' é t u d e  des s t r u c t u r e s  

secondaires de l 'ADN c i r c u l a i r e  e t  de l ' a c i d e  r i bonuc lé i que  (ARN) (14 ) .  

D ' au t res  études o n t  montré que l e s  furocoumar ines r é a g i s s e n t  avec 

l e s  p ro té i nes ,  en p a r t i c u l i e r  avec l e s  ac ides  aminés aromat iques, ce q u i  se 

t r a d u i t  par des i n a c t i v a t i o n s  d'enzymes e t  même pour c e r t a i n s  au teurs ,  par l a  

f o rma t i on  "d ' addu i t s "  cova len ts .  Mais jusqu 'à  p résen t ,  aucun "addu i t "  n ' a  é t é  

i s o l é  (15 - 17 ) .  

III. M O D E  D ' A C T I O N  D E S  F U R O C O U M A R I N E S  : 

L. MUSAJO e t  C o l l .  o n t  proposé à l a  f i n  des années 60 un mécanisme 

d ' a c t i o n  des furocoumarines au n i veau  de l 'ADN (pour  revues, v o i r  18  - 20).  

Ce mécanisme comporte t r o i s  étapes : 

l è r e  é tape  : Format ion d ' u n  complexe d ' i n t e r c a l a t i o n  : 

Les furocoumarines son t  des composés aromat iques "plans",  

capables de s ' i n s é r e r  e n t r e  deux p a i r e s  de bases de l'ADN. 11 se 



forme alors un complexe d'intercalation (figure 1). La formation de 

ce complexe ne nécessite pas l'action de la lumière. 

La constante d'association de différentes furocoumarines avec 
-4 -1 * l'ADN est de l'ordre de 1 0 - ~  M-'. (5MOP - 1 : 3.5 10 M , 8MOP - 2 : 

-4 -1 10 M ) (21, revue 22). 

Le nombre de sites d'intercalation varie de 2 à 10 furocou- 

marines pour cent nucléotides, suivant la nature de la 

furocoumarine, le type de l'ADN et le milieu (21, revue 22). 

2ème étape : Photocycloaddition du psoralène sur les bases 

pyrimidiques : 

L'action des UVA (320-400 nm) sur le psoralène intercalé 

conduit à la cycloaddition (2+2) de la double liaison 3,4 ou 4',5' 

du psoralène sur la double liaison 5,6 de la base pyrimidique 

(principalement la thymine), formant ainsi un cyclobutane (0 . 11 

y a donc formation d'un "monocycloadduit" (Base 5 , 6 0 3 , 4  ou 4' ,5' 

psoralène) avec un brin de l'ADN (figure 1). 

3ème étape : Réticulation de l'ADN : 

La photoréaction peut aller plus loin, car les 

"monocycloadduits" (Base 5,6 0 4' , 5 '  psoralène) sont capables 

d'absorber un deuxième photon. Ils réagissent ainsi par la double 

liaison 3,4 libre avec une base pyrimidique de l'autre brin de l'ADN 

(25). Ceci se traduit par une réticulation (pontage) des deux brins 

de l'ADN (figure 1). 

Notons que les furocoumarines "angulaires" ne peuvent pas 

conduire à la réticulation de l'ADN en raison de leur géométrie. 



( 1 ) INTERCALATION 

Hb:e$:q Base 2 H 

( 2 )  PREMIER PONT ( 3 )  DEUXIEME CYCLOBUTANE 

CYCLOBUTANE RETICULATION DE L' ADN 

Figure 1 

11 fallut attendre 1981 pour que ce mécanisme soit confirmé, avec 

l'isolement et 1 a caractérisation d'un "monoadduit" base 

pyrimidique-psoralène, après réaction du psoralène dans l'ADN (23, 24). Un an 

plus tard un "bisadduit" a été isolé et caractérisé (25). 

Cependant de nombreuses questions restent posées concernant par 

exemple : 

- l'influence de l'intercalation sur la photoréaction. 
- l'importance des deux types de "monoadduits" 3,4 ou 4',5'. 

- les facteurs orientant la réaction en 3,4 ou 4 ' , 5 ' .  

- le rôle des différents états excités des psoralènes. 



I V .  ETUDE D U  MECANZSME : 

La p h o t o a d d i t i o n  thymid ine-psora lène e s t  une r é a c t i o n  t r è s  complexe 

en ra ison ,  en p a r t i c u l i e r  du grand nombre d ' isomères pouvant se fo rmer  ( h u i t  

isomères ayan t  chacun deux d iastéréo isornères,  uniquement pour  " l e s  

monoadduits"): 

cis- syn cis- anti trans- syn trans-anti 

cis-syn cis-anti trans- syn 
irans-anti 

1. DEFINITIONS DES ISOMERES : 

Nous énumérons i c i  l e s  f a c t e u r s  q u i  d é f i n i s s e n t  l a  s t r u c t u r e  des 

d i f f é r e n t s  "addu i t s "  : 

- R é g i o s é l e c t i v i t é  en 4 ' , 5 '  ou en 3,4 : 

- Stéréochimie c i s  ou t r a n s  : p o s i t i o n  des noyaux thymine e t  psora lène 

par  r a p p o r t  au p l a n  du cyc lobutane (0 ) : 



TRANS 

/ T l  
CIS 

- Con f i gu ra t i ons  syn e t  a n t i  : H. RAPOPORT e t  C o l l .  (24, 26, 27) o n t  

d é f i n i  l e s  termes - syn e t  a n t i  : 

* Cycle pyrone : 

. Dans l a  c o n f i g u r a t i o n  - syn, l ' a t o m e  d ' a z o t e  N-1 de l a  thymine 

e t  l ' a t ome  de carbone C-2 du psora lène son t  l i é s  à deux 

atomes de carbone ad jacen ts  ( * )  du cyc lobutane.  

. Dans l a  c o n f i g u r a t i o n  a n t i ,  ces mêmes atomes son t  l i é s  à deux 

atomes de carbone ( 0 )  diagonalement opposés du cyc lobutane.  

ANTl SYN 

* Cyc le  furane : 

. Dans l a  c o n f i g u r a t i o n  - syn ( t ê t e  à t ê t e ) ,  l ' a t o m e  de carbone 

C-6 de l a  thymine e s t  l i é  à l ' a tome de carbone C - 5 '  du 

psoralène. 

. Dans l a  c o n f i g u r a t i o n  a n t i  ( t ê t e  à queue), ces mêmes atomes 

de carbone ( * )  s o n t  l o c a l i s é s  su r  une d iagona le  du 

cyc lobutane.  



A N T l  

2. APPROCHES : 

S Y N  

De façon à : 1/ isoler et caractériser les "adduits" formés, 2/ 

élucider le mécanisme d'action des furocoumarines, différentes approches ont 

été développées (pour revue, voir 28). 

a. La ~hotoaddition des ~soralènes dans l'ADN : 

L'étude de la photoréaction des psoralènes au niveau de l'ADN 

comporte plusieurs difficultés en raison de la complexité de la macromolécule 

cible, du taux de photoréaction très faible et de la diversité des produits 

formés. A cela s'ajoute la nécessité de dégrader la macromolécule pour 

analyser et isoler les produits formés, opération au cours de laquelle les 

"adduits" psoralène-nucléosides sont susceptibles de se décomposer. 

Les seuls résultats à ce niveau ont été obtenus par l'équipe de 

H. RAPOPORT et J.E. HEARST (23, 25, 26, 27, revue 29). Leur méthode consiste à 

irradier l'ADN en présence de dérivés tritiés du psoralène. Quatre 

furocoumarines ont été étudiées : le psoralène (Pso), le méthoxy-8 psoralène 

(8MOP - 2 ) ,  le triméthyl-4,5' ,8 psoralène (TMP) et l'hydroxy-4', 

triméthyl-4,5',8 psoralène (HMT) : 



Pso 

T M P  

L'ADN modifié par ces furocoumarines est ensuite isolé par 

précipitation dans l'éthanol puis soumis à une hydrolyse acide ou enzymatique. 

Différents "adduits" ont été isolés à l'échelle du microgramme. La majorité 

des "adduits" sont liés en 4',5'. Tous les "adduits" possèdent une structure 

cis-syn (RMN 360 MHz). 

Dans le cas du 8MOP 2, les "adduits" isolés et caractérisés sont les - 

suivants : 

-L 

. Thymidine ( 5 , 6 0 4 '  ,5') 8MOP (44-52 % ) "  -.- * ,. ,. . Désoxyuridine ( 5 , 6 0 4 '  , 5 ' )  8MOP (2 %) 

. Thymidine ( 5 , 6 0 3 , 4 )  8MOP (19 %) 

* Les chiffres indiqués sont exprimés en % de la totalité des produits 

isolés. L'expérience est réalisée à partir de 4,05 mg de 8MOP ('H) et 

43,2 mg d'ADN du thymus de veau. Après irradiation (2h301, 23 % de la 

radioactivité de départ est fixée sur l'ADN. L'ADN est ensuite soumis à 

une hydrolyse enzymatique puis les "adduits" sont séparés en CLHP (3 

essais par mesure). 

9: * La désoxyuridine provient de la désoxycytidine (désamination des 

"adduits" de la désoxycytidine dans les conditions d'hydrolyse de l'ADN). 



La fraction restante (26 %) correspond à la formation d'un "bis 

adduit" thymidine (5,604',5' ) 8MOP ( 3 , 4 0 5 , 6 )  thymidine qui a été 

caractérisé un peu plus tard (25). 

Une étude radiocristallographique de 1 "'adduit" : Thd ( 5 , 6 0 4 '  ,5' ) 

8MOP a confirmé la structure cis-syn (27). 

Dans le cas du psoralène, les pourcentages des différents "adduits" 

obtenus sont très voisins de ceux trouvés pour le 8MOP - 2. Pour le TMP et le 

HMT, on constate principalement une grande diminution du pourcentage en 

"adduit" du côté pyrone (2 à 3 % seulement) accompagnée d'une légère 

augmentation des pourcentages d' "adduits" en 4',5' et en "bisadduits" (pour 

revue voir, 29). 

De telles études ne permettent pas de préciser le mécanisme de 

photoaddition. L'échelle à laquelle doit être fait le travail et la nécessité 

d'hydrolyse de l'ADN, posent le problème de la mise en évidence des "adduits" 

mineurs ou instables. C'est pourquoi de nombreux auteurs se sont penchés sur 

les photoréactions intermoléculaires des psoralènes avec les bases ou 

nucléosides libres. 

b. La photoaddition intermoléculaire entre le psoralène et les bases 

nucléiques et leurs nucléosides : 

En solution, cette photoréaction est complétement masquée par la 

photodimérisation très rapide du psoralène. Afin d'éviter celle-ci les études 

ont été conduites en solution gelée ou en phase solide. 

Les premiers "adduits" thymine ( 5 . 6 0  4' ,5') psoralène ont été 

isolés par l'équipe de L. MUSA30 en 1967 (30) dans des conditions 
* 

expérimentales difficiles . La quantité très faible des "adduits" obtenue n'a 

pas permis la caractérisation complète (Rdt < 0,5 % ) .  

.............................................................................. 

* Irradiation d'une solution aqueuse gelée ( 5  litres) de psoralène (150 mg) 

et de thymine (10,25 g ; excès de 100 fois par rapport au psoralène). La 

quantité "d'adduit" isolé est de 1 mg. 



C 'es t  seulement en 1981 que l ' é q u i p e  de S.Y. WANG (24)  a  i s o l é  e t  

c a r a c t é r i s é  des "photoaddui ts"  d iméthy l -1 ,3  thymine ( 5 , 6 0 3 . 4 )  8MOP ( c i s - a n t i  

e t  c i s -syn)  ; pour chaque "addu i t "  l e  rendement e s t  f a i b l e ,  i n f é r i e u r  à 10 %. 

Peu de temps après,  E.J. LAND e t  C o l l .  (31)  o n t  i s o l é  pour  l a  

première f o i s  un "addu i t "  thymine ( 5 , 6 0 4 ' , 5 ' )  8MOP (c is -syn)  q u i  a  é t é  

c a r a c t é r i s é  par sa s t r u c t u r e  RX. Le rendement obtenu e s t  de l ' o r d r e  de 3  %. 

Notons que dans une t e l l e  expér ience,  b i e n  qu 'opéran t  à l ' é t a t  

s o l i d e ,  l e s  au teurs  son t  o b l i g é s  de t r a v a i l l e r  avec des excès de thymine de 

l ' o r d r e  de cen t  f o i s  pa r  r a p p o r t  au psora lène  pour é v i t e r  l a  photo- 

d imé r i sa t i on .  

Récemment S.C. SHZM e t  C o l l .  (32)  o n t  obtenu après i r r a d i a t i o n  à 

l ' é t a t  s o l i d e  d ' u n  mélange de 8MOP - 2 e t  de t hym id i ne  (Thd ; excès 10 f o i s ) ,  

des "photoaddui ts"  ~ h d  O 8MOP ; deux "monoadduits'* 4 '  ,5 '  ( c i s - s y n  e t  

t rans -syn)  e t  un "monoadduit" 3,4 ( c i s - a r i t i )  o n t  é t é  c a r a c t é r i s é s .  

ParallèlementJ.CADET e t  C o l l .  (33)  o n t  i s o l é  dans l e s  mêmes 

c o n d i t i o n s  s i x  d ias té réo isomères  Thd ( 5 , 6 0 3 , 4 )  8MOP ( c i s - a n t i ,  c i s - syn  e t  

t rans -syn) .  Les au teurs  o n t  u t i l i s é  un excès de thymid ine  de d i x  f o i s  e t  on t  

est imé l e  pourcentage g l o b a l  de pho toadd i t i on  thymid ine-psora lène e n t r e  1  e t  

2 %. Ce t t e  même équipe a  également obtenu deux d ias té réo isomères  d ' un  "addu i t "  

c i s - syn  en 4 ' , 5 '  e n t r e  l e  carbéthoxy-3 psora lène e t  l a  thymid ine  (34 ) .  

Après ces r é s u l t a t s ,  on peu t  remarquer que l ' app roche  

i n t e r m o l é c u l a i r e  en phase s o l i d e  n ' e s t  pas s é l e c t i v e  : p l u s i e u r s  isomères son t  

obtenus avec des rendements t r è s  f a i b l e s .  E l l e  ne permet donc pas l ' é t u d e  des 

mécanismes de pho toadd i t i on .  

c .  A ~ ~ r o c h e  i n t r a m o l é c u l a i r e  : 

Cet te  approche a  é t é  développée au l a b o r a t o i r e  pour l ' é t u d e  des 

i n t e r a c t i o n s  e n t r e  d i f f é r e n t s  i n t e r c a l a n t s  e t  l e s  bases nuc lé iques .  La méthode 

c o n s i s t e  à assoc ie r  l ' i n t e r c a l a n t  à l a  base nuc lé i que  par  l ' i n t e r m é d i a i r e  

d 'une chaîne po lyméthy lén ique soup le  : Base-(CH ) - I n t e r c a l a n t .  
2 n  

Ces systèmes son t  capables de se r e p l i e r  dans l a  mesure où e x i s t e n t  

des f o r c e s  a t t r a c t i v e s  e n t r e  l e s  deux noyaux aromat iques : 



1 Base b 
J 

l l n t e r ~ ~ ( $ ~ , ) ~ ~ ~ ]  - [-l&"' n  

Forme o u v e r t e  Forme r e p l i é e  ou complexe 

i n t r a m o l é c u l a i r e  

L ' é t u d e  de 1 ' é q u i l i b r e  forme o u v e r t e  + forme r e p l i é e  par  

s p e c t r o p h o t o m é t r i e  UV e t / o u  s p e c t r o s c o p i e  de RMN, c o n s t i t u e  une mesure d i r e c t e  

de l ' i n t e r a c t i o n .  

Les r é s u l t a t s  a n t é r i e u r s  des é tudes phys ico-ch imiques dans l e s  

s é r i e s  de l a  c h l o r o q u i n e  ( 3 5 )  de l a  q u i n a c r i n e  (36)  e t  de l a  p r o f l a v i n e  (37) 

o n t  mont ré  que l e  complexe i n t r a m o l é c u l a i r e  ( forme r e p l i é e )  formé e s t  de même 

n a t u r e  que l e  complexe d ' i n t e r c a l a t i o n .  

Chloroquine 
CI CI 

Ci Quinacr ine  CI 

J (y*), 
B A S E  

P r o f l a v i n e  



Cet te  approche a é t é  étendue à l a  s é r i e  des psora lènes dans l e  b u t  

d ' é t u d i e r  : 11 l a  n a t u r e  e t  l a  f o r c e  des i n t e r a c t i o n s  base-psoralène 

2/ l e u r s  pho to réac t i ons  3/ l ' i n f l u e n c e  de l a  complexat ion s u r  l e s  

pho to réac t ions .  

A p a r t i r  des méthoxy-5 e t  8  psora lènes - 1 e t  - 2, composés l e s  p l u s  

u t i l i s é s  pour l e u r s  p r o p r i é t é s  thé rapeu t iques ,  des modèles assoc ian t  t o u t  

d 'abord  l a  thymine au psora lène par  une cha îne  po lyméthy lén ique o n t  é t é  

préparés.  Ce son t  en s é r i e  5, l e s  composés Thy-Cn-5Pso (n=Z à 6 e t  12 )  (38)  e t  

en s é r i e  8, l e s  composés Thy-C -8Pso (n=3 à 6 e t  12)  (39) .  n  

OCH, 

5 MOP 

OCH, 

8 MOP n=3,4,5,6,12 

En r a i s o n  de l a  quas i -symétr ie  de l a  double l i a i s o n  5,6 de l a  

p y r i m i d i n e  v i s - à - v i s  des deux s i t e s  p h o t o r é a c t i f s  du psora lène,  ces deux 

s é r i e s  de modèles son t  p a r t i c u l i è r e m e n t  b i e n  adaptés pour é t u d i e r  de façon 

compé t i t i ve  l a  pho toadd t ion  su r  l e s  doubles l i a i s o n s  3,4 ou 4 ' , 5 '  du 

psora lène.  Des modèles ayant des chaînes de longueur  t r è s  v a r i a b l e  (n=2 à 6 e t  

12) o n t  é t é  préparés pour é l i m i n e r  t o u t e  c o n t r a i n t e  con fo rmat ionne l le .  



Addition anti sur furane - ou ? Addition anti sur pyrone 

(cis - ou trans) (cis - ou trans) 

Addition syn sur furane ou ? Addition - syn sur pyrone - 

(cis - ou trans) (cis - ou trans) 

D'autres composés associant l'adénine au psoralène lié par sa 

position 8 Ade-Cn-8Pso (n=3,4 et 6) (39) ont également été synthétisés en 

raison de l'importance de l'adénine au niveau des interactions moléculaires et 

au niveau d'éventuelles photoréactions adénine-psoralène. 
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L 'é tude  de ces  modèles a  donné l e s  r é s u l t a t s  s u i v a n t s  : 

* I n t e r a c t i o n s  Base-Psoralène 

L 'é tude des i n t e r a c t i o n s  "d'empilement" dans d i v e r s  s o l v a n t s  (eau, 

a l coo l s ,  DMSO e t c  . . . ) a  é t é  r é a l i s é e  par  spec t ropho tomét r ie  UV 
3: -L 

(hypochromic i té ) ,  f l uo rescence  , RMN e t  pho to l yse  é c l a i r " ,  menant aux 

conc lus ions  su ivan tes  : 

11 Tous l e s  modèles p résen ten t  un f o r t  degré de rep l i emen t  dans 

l ' e a u  à 20°C ( v o i s i n  de 50 % pour  l e s  modèles de l a  thymine, 

supé r i eu r  à 80 % pour  l e s  modèles de l ' a d é n i n e ) .  

2/ Les i n t e r a c t i o n s  mises en j e u  son t  de n a t u r e  "hydrophobe". 

L 'empi lement d i s p a r a i t  en s o l v a n t  organique pour t o u s  l e s  

modèles. 

31 L ' é t a t  t r i p l e t  du noyau psora lène  complexé à l a  base dans l e s  

modèles (mesures dans l ' e a u )  p résen te  l e s  mêmes 

c a r a c t é r i s t i q u e s  que l ' é t a t  t r i p l e t  du psora lène  i s o l é .  

* P h o t o r é a c t i v i t é  des modèles : 

Les systèmes modèles o n t  é t é  i r r a d i é s  à 365 nm dans d i f f é r e n t s  

so l van t s  (eau, a l c o o l s ,  DMF, DMSO ... ) à d i ve r ses  concen t ra t i ons .  

11 Série Thy-C -8Pso : 
n 

La n a t u r e  de l a  pho to réac t i on  e s t  t o u t  d ' abo rd  t r è s  i n f l u e n c é e  

par  l e  t y p e  de s o l v a n t  u t i l i s é .  Dans l a  DMF, l ' a c é t o n i t r i l e ,  

l ' acé tone ,  l e s  p r o d u i t s  formés son t  i n s t a b l e s .  Dans l ' e a u  e t  

............................................................................. 

* C o l l a b o r a t i o n  avec l e  l a b o r a t o i r e  du Dr. R .  BENSASSON au Muséum N a t i o n a l  

d ' H i s t o i r e  N a t u r e l l e .  



l'éthanol les photoproduits ont été isolés : il ne se produit pas de 

photoaddition intramoléculaire mais une photolyse du noyau 

psoralène, ceci quelle que soit la longueur de la chaîne. 

Cette photolyse se produit également pour le 8MOP - 2 irradié dans les 

mêmes conditions (39, 40). 

2/ Série Thy-C -5Pso : 
n 

Dans cette série, la nature de la photoréaction s'est avérée 

indépendante de la nature du solvant d'autant que celui-ci soit 

polaire (DMF, HZO, EtOH, CH3CN ... 1. Par contre, une grande influence 

de la concentration a été mise en évidence. 

En solution "concentrée" ( > 5.10-'M), la seule réaction 

observée est une photodimérisation des modèles par la double liaison 

3,4 du psoralène. 
5 Une dilution plus importante (10- M) permet d'éviter cette 

dimérisation. Il se produit alors une photoaddition intramoléculaire 

très sélective qui conduit à la formation d'un "adduit" cis-anti sur 

la double liaison 3,4 du psoralène. 

11 s'agit du premier exemple de photoréaction en solution entre 

un psoralène et une thymine conduisant à un produit unique, 
4 

caractérisé par sa structure RX (pour n=2 et 4) (38, 41). 

.............................................................................. 

* Collaboration avec le laboratoire du Dr. M. HOSPITAL à Bordeaux. 



Outre ces résultats, on peut souligner le fait qu'il n'existe pas de 

relation entre la complexation et la photoréactivité thymine-psoralène : dans 

l'eau, les modèles ne présentent pas un comportement photochimique 

particulier. Ceci est confirmé par l'étude en photolyse éclair qui montre que 

les interactions thymine-psoralène ne modifient pas les caractéristiques de 

l'état excité triplet du noyau psoralène. 

L'approche intramoléculaire permet de reproduire les conditions de 

la photoréaction intermoléculaire thymine-psoralène en solution, en évitant 

tous les problèmes liés à la photodimérisation. 

3/ Série Ade-Cn-8Pso : 

L'irradiation de ces composés à 365 nm en solution aqueuse diluée 
5  (2.10- M, H O-EtOH ( 9 5 : 5 ) )  n'a pas provoqué de photoréaction notable. Ces 

2 
modèles sont photostables dans l'eau. Par contre, dans l'acétonitrile, la 

formation de produits instables a été mise en évidence, mais ces 

photoproduits n'ont pu être isolés. 



A partir de ces résultats et des nombreuses questions encore posées 

sur le mécanisme d'action des psoralènes, nous avons défini un certain 

nombre de nouveaux objectifs qui ont fait l'objet du travail décrit ici. 

V. OBJECTIFS DE CE TRAVAIL : 

1. POURSUITE DU TRAVAIL EN SERIE ADENINE : 

En premier lieu, pour compléter le travail précédent sur la 

connaissance des interactions moléculaires base-psoralène, il nous a semblé 

intéressant de préparer un nouveau modèle de la série 5 associant l'adénine au 

psoralène par une chaîne alcane à quatre atomes de carbone : 

Ce modèle présente également un intérêt dans l'étude de la 

photoréactivité adénine-psoralène. 

Après la mise en évidence de la photocycloaddition de la double 

liaison 5,6 d'une base pyrimidique sur la double liaison 7.8 du cycle 
2- 

imidazole de l'adénine à l'aide de systèmes bichromophores Th~-(cH~)~-Ade 

.............................................................................. 

* On peut aussi noter que la formation d' "adduits" entre la thymine et 

l'adénine a été observée par irradiation d'oligonucléotides et de l'ADN 

(43). 



(42a,b) l a  ques t i on  de l ' e x i s t e n c e  d ' un  p h o t o a d d i t i o n  e n t r e  l e s  bases 

pur iques e t  l e s  furocoumarines peu t  ê t r e  posée. 

Une longueur de chaîne n=4 a é t é  c h o i s i e  pour ce  modèle c a r  e l l e  

permet un recouvrement maximum des deux chromophores a i n s i  qu'une 

supe rpos i t i on  des d i f f é r e n t s  s i t e s  p h o t o r é a c t i f s .  

La s é r i e  5 semble mieux adaptée que l a  s é r i e  8 à l ' é t u d e  de l a  

p h o t o r é a c t i v i t é  adénine-psoralène. Rappelons que l o r s  de l ' é t u d e  des composés 

de l a  s é r i e  8 Thy-Cn-8Ps0, nous n ' a v i o n s  pas r é u s s i  à m e t t r e  en évidence l a  

pho toadd i t i on  thymine-psoralène a l o r s  qu 'en s é r i e  5, c e l l e - c i  e s t  observée 

pour t ous  l e s  composés Thy-Cn-5Pso (n=2 à 6 e t  1 2 )  dans de nombreux so l van t s .  

Pour t o u t e s  ces ra i sons ,  l e  modèle Ade-C -5Pso a é t é  préparé.  4 

2 /  EXTENSION DE L'APPROCHE INTRAMOLECULAIRE AUX NUCLEOSIDES : 

LA THYMIDINE : 

Nous nous proposons i c i  d ' u t i l i s e r  l e s  r é s u l t a t s  obtenus 

précédemment su r  l a  p h o t o a d d i t i o n  thymine-psoralène hautement s é l e c t i v e  

observée dans l a  s é r i e  Thy-Cn-5Pso. 

Après l a  mise en évidence de c e t t e  r é a c t i o n ,  il semb la i t  i n t é r e s s a n t  

de r e l i e r  l e  psora lène non p l u s  à l a  thymine mais au nuc léos ide  correspondant 

l a  thymid ine,  c e c i  par l ' i n t e r m é d i a i r e  d 'une chaîne q u i  pu i sse  ê t r e  é l im inée  

après l a  pho toadd i t i on .  



Un "addu i t "  thymid ine  ( 5 .6  0 3 ,4 )  méthoxy-5 psora lène  c i s - a n t i  

p o u r r a i t  a i n s i  ê t r e  préparé se lon  l e  schéma s u i v a n t  : 

Notons que c e t  "addu i t "  n ' a  pas é t é  d é c r i t .  En e f f e t ,  b i e n  que l e  

méthoxy-5 psora lène  s o i t  un des représen tan ts  de l a  f a m i l l e  des furocoumarines 

l e  p l u s  u t i l i s é  pour ses p r o p r i é t é s  pho tob io log iques ,  l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  

des "addu i t s "  de ce composé dans l 'ADN n ' a  pas, à n o t r e  connaissance, encore 
-L 

é t é  r é a l i s é e  . 
Dans l'ADN, l a  f i x a t i o n  de qua t re  psora lènes a é t é  é tud iée  

(psora lène,  méthoxy-8 psora lène,  t r i m é t h y l - 4 , 5 ' , 8  psora lène e t  

hydroxyméthy l -4 ' ,  t r i m é t h y l - 4 , 5 ' , 8  psora lène) .  Remarquons que l e s  "addui ts"  

i s o l é s  p résen ten t  tous  une c o n f i g u r a t i o n  c i s -syn .  La f o r m a t i o n  d '  "addu i t "  

t r a n s  dans l 'ADN e s t  t r è s  peu p robab le  mais r i e n  n ' e x c l u t  a  p r i o r i  l a  

f o rma t i on  d '  "addu i t s "  c i s - a n t i  : ces  "addui ts"  pouvant ê t r e  moins s t a b l e s  à 

l ' h y d r o l y s e  que l e s  "addu i t s "  c i s - syn  ou simplement m i n o r i t a i r e s .  

* Très récemment, une cou r t e  communication a  d é c r i t  l ' i r r a d i a t i o n  d 'un  

mélange thymidine-méthoxy-5 psora lène  à l ' é t a t  s o l i d e  ou en s o l u t i o n  

aqueuse gelée. Parmi l e s  p r o d u i t s  formés, deux d ias té réo isomères  Thd 

( 5 , 6 0 3 , 4 )  SMOP c i s - syn  on t  é t é  i s o l é s  ( 44 ) .  



D'au t re  p a r t ,  pour  e x p l i q u e r  l a  f o rma t i on  p r é f é r e n t i e l l e  

d '  "addu i t s "  c is -syn,  l e s  au teu rs  proposent une géométr ie d ' i n t e r c a l a t i o n  q u i  

r e n d r a i t  compte de ce r é s u l t a t  (29 ) .  11 f a u t  n o t e r  que l e  passage du 

groupement méthoxy de l a  p o s i t i o n  8  (dans l e  8MOP - 2 q u i  donne des "addui ts"  

c i s -syn  dans l'ADN) à l a  p o s i t i o n  5  dans l e  5MOP - 1 (pour l e q u e l  on n ' a  pas de 

r é s u l t a t s  dans l 'ADN) p o u r r a i t  changer complétement l a  s t r u c t u r e  du complexe 

d ' i n t e r c a l a t i o n .  

Comme nous l ' a v o n s  vu précédemment, aucune v o i e  ne permet 

ac tue l lement  de p répa re r  en q u a n t i t é  " impor tante"  (de l ' o r d r e  de l a  d i z a i n e  de 

mg), un "addui t "  thymid ine-psora lène q u e l l e  que s o i t  sa c o n f i g u r a t i o n .  La 

p r é p a r a t i o n  de t e l s  "addui ts"  p e r m e t t r a i t  t o u t  d 'abord  d ' en  é t u d i e r  en d é t a i l  

l e s  p r o p r i é t é s .  L" 'addui tU préparé,  a i n s i  cornplétement c a r a c t é r i s é ,  p o u r r a i t  

s e r v i r  de témoin a f i n  de d é t e c t e r  rapidement son é v e n t u e l l e  f o rma t i on  dans 

l'ADN. Des mesures p réc i ses  de taux  de f o r m a t i o n  p o u r r a i e n t  également se 

f a i r e .  

La synthèse de q u a n t i t é s  impor tan tes  d '  "addu i t s "  nuc léos ide-  

-psoralène c o n s t i t u e r a i t  également une étape impo r tan te  v e r s  l a  connaissance 

du mode d ' a c t i o n  des psora lènes : on peut  penser i n s é r e r  l e  nuc léos ide  m o d i f i é  

dans l a  séquence d ' u n  o l i g o n u c l é o t i d e .  Le f ragment d'ADN sé lec t i vement  

t rans fo rmé p o u r r a i t  a l o r s  ê t r e  é t u d i é  au n i veau  s t r u c t u r a l  e t  b i o l o g i q u e .  A 

l o n g  terme, on p o u r r a i t  a i n s i  é t a b l i r  un l i e n  e n t r e  m o d i f i c a t i o n s  chimiques e t  

p r o p r i é t é s  pho tob io log iques .  

La r é a l i s a t i o n  de ce  p r o j e t  nécess i t e  dans un premier temps l a  

synthèse de composés assoc ian t  l a  thymid ine  au noyau psora lène.  

L 'é tude  des modèles mo lécu la i r es  a  montré que l e  p o i n t  d 'accrochage 

de l a  chaîne l e  p l u s  f avo rab le  à l a  p h o t o a d d i t i o n  e s t  l a  p o s i t i o n  5 '  de l a  

thymid ine .  Mais nous envisageons de p répare r  des composés ayant  l a  chaîne 

a t tachée  en p o s i t i o n  3 '  a f i n  d ' é t u d i e r  l ' e f f e t  de ce changement su r  l a  

pho to réac t i on .  

En ce q u i  concerne l e  cho i x  de l a  chaîne,  nous nous at tendons après 

l e s  r é s u l t a t s  dans l a  s é r i e  Thy-Cn-5Pso à ce que sa longueur a i t  peu 

d ' i n f l u e n c e .  

Le choix  de l a  na tu re  de l a  chaîne devra t e n i r  compte d ' u n  c e r t a i n  

nombre d ' i m p é r a t i f s  : 

- f a c i l i t é  de synthèse 

- s t a b i l i t é  photochimique 

- f a c i l i t é  d ' hyd ro l yse  

Dans un premier  temps, des chaînes de t ype  carbonate (Z=-C-) ou 
II 

d i e s t e r s  (Z=-C-(CH ) -C-) nous o n t  paru  conven i r .  O 
II Z n  II 
O O 



Un grand avantage de cette approche serait sa généralisation à 

d'autres psoralènes ou à d'autres bases (en particulier la cytosine) : c'est 

pourquoi, nous étudierons la photoréactivité de composés analogues en série 8 

bien que les résultats donnés par les modèles à chaînes alcanes de cette série 

ne soient pas encourageants. 



C H A P I T R E  I  

- - 0 0 0 0 0 - -  

S E R I E  D U  M E T H O X Y - 5  P S O R A L E N E  

C O M P O S E  M O D E L E  A D E N I N E  - P S O R A L E N E  



Dans ce c h a p i t r e ,  nous a l l o n s  d é c r i r e  l a  synthèse des composés 

re tenus pour n o t r e  é tude en s é r i e  adénine ; ce son t  l e  composé modèle : 

Ade-C4-5Pso - 10 e t  l e s  composés de ré fé rence  : Ade-C 12 e t  5Pso-C 13 3 - 3 - 
nécessai res à l ' é t u d e  spect roscopique.  

Le composé modèle : 

Les corn~osés de ré fé rence  : 

Propy l -9  adénine 

Propoxy-5 Psora lène 



S Y N T H E S E  

-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

1. SYNTHESE DU COMPOSE MODELE Ade-C4-5Pso - 1 0  : 

Pour r e l i e r  l ' a d é n i n e  au noyau psora lène,  nous avons c h o i s i  une 

chaîne méthylénique à q u a t r e  atomes de carbone, ce q u i  confère au système une 

longueur s u f f i s a n t e  pour pe rme t t r e  un bon empilement des deux chromophores e t  

une supe rpos i t i on  des doubles l i a i s o n s  pouvant pho to réag i r .  

Deux vo ies  son t  env isageables pour accéder au modèle d é s i r é  : 

1 1  SCHEMAS DE SYNTHESE RETENUS : 

* VOIE 1 : V ia  l a  (brorno-4 buty1)-9 adénine - 7 : 



L 'adény la te  de sodium formé par a c t i o n  de l ' h y d r u r e  de sodium sur  

l ' a d é n i n e  - 6 e s t  condensé su r  l e  dibromo-1,4 butane (en  excès) pour former  l a  

(bromo-4 buty1)-9  adénine - 7. 

L ' i n t e r m é d i a i r e  - 7 e s t  e n s u i t e  condensé su r  l ' hydroxy -5  psora lène  - 3 

obtenu par déméthy la t ion  du 5MOP - 1, pour condu i re  au modèle a t tendu.  

VOIE 2 : V i a  l e  (bromo-4 bu toxy l -5  psora lène  - 9 : 

Le d é r i v é  9  obtenu par  a l k y l a t i o n  du 5HP - 3 avec l e  dibromo-1,4 

butane (en  excès) pour ra  ê t r e  condensé sur l ' a d é n i n e  - 6 en m i l i e u  bas ique pour 

donner l e  composé recherché. 

2. SYNTHESE DU MODELE Ade-C.-5Pso 10 PAR LA VOIE 1 : 

Dans un premier  temps nous avons r e t e n u  l a  v o i e  1, é t a n t  donné l e  

p r i x  t r è s  é levé du 5MOP - 1 c e l u i - c i  sera donc i n t r o d u i t  l e  p l u s  t a r d  p o s s i b l e  

dans l a  synthèse. 



a. Intermédiaires portant l e  noyau psoralène : Déméthylation du 

bergaptène 1 : 

La réaction de désalkylation d'aryl alkyl éthers a été décrite dans 

la littérature (45-48) et différents réactifs ont été utilisés, mais peu 

d'exemples sont décrits dans le cas de la déméthylation du bergaptène - 1. Les 

réactifs acides de type halogénures d'hydrogène ont été écartés dans notre 

cas, car ils conduisent à l'ouverture de la lactone. La refermeture de 

celle-ci conduit à l'isomérisation du bergaptol - 3 en isobergaptol - 5 selon le 

schéma suivant : 

Les réactifs nucléophiles comme les hydroxydes, méthoxydes, 

éthoxydes etc ... sont également utilisés mais ils nécessitent l'utilisation de 
conditions assez dures (température élevée, durée de réaction longue) et de 

plus ils peuvent se fixer sur la lactone. 

Parmi ces réactifs nucléophiles, seuls l'iodure de magnésium dans 

l'éther (49, 501, le chlorhydrate de pyridine (51) et le tribromure de bore 

dans le dichlorométhane (52) ont été utilisés dans la déméthylation soit du 

5MOP - 1 (49, 51) soit du 8MOP - 2 (52). 



Sur l e  t ab l eau  - 1, nous avons résumé l e s  c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s  e t  

l e s  rendements q u i  son t  d é c r i t s  dans l a  l i t t é r a t u r e  : 

: Composé : R é a c t i f  : So l van t  : P r o d u i t  :Rendement %: Référence : 

: Mg12 : Ether  : 5HP - 3 4  O : 49, 50 : 

Tableau 1 : Cond i t ions  e t  rendements de l a  r é a c t i o n  de déméthy la t ion  du 5MOP - 1  

Avec l ' i o d u r e  de magnésium, l e  rendement e s t  f a i b l e ,  de l ' o r d r e  de 

La méthode au c h l o r u r e  de p y r i d i n i u m  t r è s  u t i l i s é e  par l ' é q u i p e  de 

R. ROYER (47)  donne de t r è s  bons rendements. 

Ce t t e  méthode a  é t é  u t i l i s é e  par E .  BISAGNI dans l e  cas du 8MOP - 2 ; 

e l l e  a  é t é  b reve tée  pour l e  5MOP - 1  par  une équipe al lemande en 1977 ( 5 1 ) .  

Nous avons c h o i s i  c e t t e  méthode pour p répare r  l e  be rgap to l  3, ca r  
- 

e l l e  f o u r n i t  un bon rendement (80-90 %) .  

OCH, 
I 0 0 

Py HCI 
A fi 

La déméthy la t ion  du 5MOP - 1  se f a i t  dans l e  c h l o r u r e  de p y r i d i n i u m  

b ien  sec à l ' é t a t  fondu (170-190°C). A cô té  du p r o d u i t  a t t endu  5HP 3 t r è s  
- 

m a j o r i t a i r e ,  on observe en CCM un sous-produi t  f l u o r e s c e n t  q u i  e s t  

cer ta inement  l ' i s o b e r g a p t o l  - 5. 



La purification du 5HP - 3 par chromatographie sur silice s'est avérée 

irréalisable en raison de la faible solubilité de ce composé et de la 

séparation difficile des deux isomères. Des essais de cristallisation dans de 

nombreux solvants n'ont pas permis d'éliminer l'impureté. 

Dans la majorité des réactions de déméthylation réalisées sur le 

5MOP - 1, cette impureté n'est pas décelée dans le spectre de RMN du proton du 

produit obtenu. L'hydroxy-5 psoralène - 3 a donc été utilisé sans aucune 

purification. 

Les rendements sont très bons (85-90 % ) .  Le composé - 3 a été 

caractérisé par les méthodes physico-chimiques usuelles ; on distingue 
+ notamment sur le spectre de masse l'ion moléculaire (M =202). Le spectre de 

RMN du proton montre un singulet large (6(DMS0 d6) = 11,25 ppm), correspondant 

au proton de la fonction phénol (échange avec D 2 0 )  De plus, on note l'absence 

du signal des protons du groupe méthoxy ( 6  = 4,25 ppm) du produit de départ. 

Nous avons. également réalisé un essai de méthylation avec le 

diazométhane (dans le méthanol) du composé - 3, qui a été suivi par CLHP. Le 

chromatogramme montre qu'on retrouve quantitativement le produit de départ - 1. 

Remarque : 

La déméthylation du 8MOP - 2 a été réalisée avec le même réactif mais 

à température plus élevée : 220°C (reflux du chlorure de pyridinium) au lieu 

de 170-190°C. Signalons que dans ce cas, aucun sous-produit n'a été observé, 

en raison de l'impossibilité d'isomérisation. L'hydroxy-8 psoralène 4 a été 

obtenu avec un rendement de 75 % (39). 

b. Fonctionnalisation de l'adénine 6 : 

Dans l'ADN, l'adénine - 6 est liée au désoxyribose par l'atome d'azote 

en position 9 et par analogie, l'adénine - 6 sera donc fonctionnalisée sur cette 

position. La fonctionnalisation de l'adénine a été étudiée par N.J. LEONARD et 

Coll. (53, 54). 



L'arrachement de l ' a t ome  d'hydrogène p o r t é  par  l ' a t ome  d ' a z o t e  en 

p o s i t i o n  9 peut  se f a i r e  par l ' h y d r u r e  de sodium ou l e  carbonate de potassium. 

c .  P r é ~ a r a t i o n  de l a  (bromo-4 butv1)-9 adénine 7 : 

La f o rma t i on  de l ' a d é n y l a t e  de sodium par  a c t i o n  de l ' h y d r u r e  de 

sodium dans l a  DMF a  é t é  e f f e c t u é e  à température ambiante. L ' a d é n y l a t e  de 

sodium formé a é t é  e n s u i t e  condensé sur  l e  dibromo-1,4 butane (en excès) ,  

t o u j o u r s  à température ambiante. 

N.J. LEONARD e t  R.F. LAMBERT (54 )  o n t  obtenu par  c e t t e  v o i e ,  l a  

(bromo-3 propy1)-9 adénine avec un f a i b l e  rendement ( 8  % ) ,  q u i  e s t  e x p l i q u é  par 

l a  c y c l i s a t i o n  i n t r a m o l é c u l a i r e  r é s u l t a n t  d 'une a t t aque  n u c l é o p h i l e  de l ' a t ome  

d ' azo te  en p o s i t i o n  3, a s s i s t é e  probablement par  l e  groupement N H 2  en 

p o s i t i o n  6. 



On peu t  penser l i m i t e r  l ' i m p o r t a n c e  de c e t t e  r é a c t i o n  pour l a  chaîne 

à qua t re  atomes de carbone c h o i s i e  : l ' augmen ta t i on  de l a  longueur de l a  

chaîne devant condu i re  à l a  f o r m a t i o n  p l u s  d i f f i c i l e  d 'un  c y c l e  à 7 chaînons. 

Nous avons obtenu l ' i n t e r m é d i a i r e  - 7  avec un rendement de 30 %. Cec i  

con f i rme nos p r é v i s i o n s ,  mais cependant l e  sous-p rodu i t  q u i  e s t  sans doute 

i s s u  de l a  c y c l i s a t i o n  i n t r a m o l é c u l a i r e  r e s t e  m a j o r i t a i r e .  

La s t r u c t u r e  du composé - 7  a  é t é  conf i rmée par t o u t e s  ses 

c a r a c t é r i s t i q u e s  spect roscopiques.  Le spec t re  de masse montre b i e n  l ' i o n  
8 1 79 

mo lécu la i r e  ( ~ + = 2 7 1  ; Br ) e t  ( ~ + = 2 6 9  ; Br , de même que l a  coupure 

(m/e=190 ; A ~ ~ - ( C H ~ ) ~ + ] .  

Dans l e  spec t re  de RMN du proton,  on t r ouve  l e s  p ro tons  de l a  

f o n c t i o n  amine en p o s i t i o n  6 (échange avec D20), l e s  deux p ro tons  du noyau 

adénine H  e t  H8 e t  l e s  p ro tons  de l a  chaîne a lcane .  
2  

* C a r a c t é r i s a t i o n  du composé de c y c l i s a t i o n  i n t r a m o l é c u l a i r e  - 8 : 



Le sous-produi t  - 8 a  é t é  i s o l é  e t  c r i s t a l l i s é  dans l e  méthanol .  11 

e s t  i n s o l u b l e  dans l a  p l u p a r t  des so l van t s  organiques. Son p o i n t  de f u s i o n  

( supé r i eu r  à 290°C avec décomposi t ion)  e s t  beaucoup p l u s  é levé  que c e l u i  du 

d é r i v é  - 7 (140°C). La comparaison des spec t res  UV de ces deux composés montre 

un déplacement du maximum d ' a b s o r p t i o n  de 6  nm v e r s  l e  rouge pour l e  d é r i v é  - 8. 

Ceci r é v è l e  une m o d i f i c a t i o n  du noyau adénine. L ' ana l yse  é lémenta i re  e t  l e  

spec t re  de RMN du p r o t o n  con f i rmen t  l a  s t r u c t u r e  proposée. Les p ro tons  H2 e t  

H8 du noyau adénine o n t  é t é  a t t r i b u é s  par chau f fage  dans l ' e a u  l o u r d e  (80°C, 

3h) .  Dans ces c o n d i t i o n s ,  l e  p r o t o n  H du c y c l e  im idazo le  s'échange (55, 56) 
8  

(nous constatons dans ces c o n d i t i o n s  une l é g è r e  décomposi t ion du p r o d u i t ) .  

d. Ob ten t ion  du composé modèle Ade-CA-5Pso 10  : 
-7 

- 

La condensat ion de l ' h yd roxy -5  psora lène  - 3 sur  des composés 

é l e c t r o p h i l e s  peut  ê t r e  r é a l i s é e  à l ' a i d e  d ' une  base, comme l ' h y d r u r e  de 

sodium (51)  ou l e  carbonate de potassium (571, dans l a  N,N-diméthylformarnide. 

Nous avons r e t e n u  l a  méthode au carbonate de potassium q u i  a  é t é  

u t i l i s é e  dans l a  synthèse des modèles Ade-C -8Pso 11 (39) .  n  - 

La r é a c t i o n  de condensat ion de l ' h yd roxy -5  psora lène 3  su r  l a  
- 

(bromo-4 bu ty1) -9  adénine 7 a  é t é  r é a l i s é e  en présence de carbonate de - 

potassium dans l a  DMF (70°C, 3  à 4 h ) .  



La r é a c t i o n  a  é t é  s u i v i e  par  CCM. Nous observons a l o r s ,  en p l u s  du 

p r o d u i t  a t tendu ,  l a  f o rma t i on  de sous-p rodu i t s  dont  un en p r o p o r t i o n  

impor tante.  Ce sous-p rodu i t  a  é t é  i d e n t i f i é  comme é t a n t  l e  p r o d u i t  de 

c y c l i s a t i o n  i n t r a m o l é c u l a i r e  du d é r i v é  7. C e l u i - c i  a  é t é  m is  en évidence, en 
- 

p laçan t  dans l e s  mêmes c o n d i t i o n s ,  l ' i n t e r m é d i a i r e  7 sans l e  5HP 3. Nous 
- - 

constatons a l o r s  qu 'au  bout  de 3h30 de r é a c t i o n  t o u t  l e  p r o d u i t  de dépar t  7 - 
e s t  c o n v e r t i  en d é r i v é  c y c l i s é  8. 

- 

La p u r i f i c a t i o n  par  chromatographie su r  s i l i c e  du composé modèle 

Ade-C -5Pso 10 obtenü s ' e s t  avérée d i f f i c i l e  en r a i s o n  de sa s o l u b i l i t é  t r è s  
4  - 

f a i b l e  e t  des sous-produi ts  formés. Nous avons obtenu l e  modèle d é s i r é  avec un 

rendement de 52 % après p u r i f i c a t i o n  su r  s i l i c e  ( é l u t i o n  à l ' é t h a n o l  abso lu ) .  

Les spec t res  de masse en i o n i s a t i o n  chimique (méthane) e t  en impact 

é l e c t r o n i q u e  montrent  b i e n  1 ' i o n  mo lécu la i r e  ( ~ + = 3 9 1 )  . 
Sur l e  spec t re  de RMN du p ro ton ,  on r e t r o u v e  à l a  f o i s  l e s  p ro tons  

du noyau adénine, du noyau psora lène e t  de l a  cha îne  alcane. L ' a t t r i b u t i o n  des 

p ro tons  H e t  Ha du noyau adénine a é t é  r é a l i s é e  par échange du p r o t o n  H 2 8  
(DMSO d6, échange avec D20 à 80°C pendant 3h) (55,  56).  

L ' ana l yse  é lémenta i re  obtenue con f i rme l a  s t r u c t u r e  proposée e t  l a  

pure té  du p r o d u i t .  

Spectre de R M N ' H  (80MHz, DMSO d6) du composé Ade-C4-5Pso 10  - 



11 nous a semblé intéressant d'essayer la voie 2 afin de comparer 

les deux voies. 

3. SYNTHESE DU COMPOSE Ade-Ca-5Pso 10 PAR LA VOIE 2 : 

Dans cette voie, c'est l'hydroxy-5 psoralène ou bergaptol - 3 qui sera 

d'abord fonctionnalisé puis condensé sur l'adénine - 6. 

a.  Alkylation du bergaptol 3 : 

L'alkylation du bergaptol - 3 a été décrite dans la littérature (38, 

51, 57). Nous avons retenu les conditions utilisées dans la synthèse des 

modèles Ade-Cn-0Pso - 11 (39) et dans la synthèse du (bromo-2 éthoxy)-5 

psoralène (38). 

L'intermédiaire 9 est obtenu avec un rendement de 40 % après - 

purification sur silice et cristallisation dans un mélange benzène-éther de 

pétrole (1 :2 )  (57). Ce faible rendement s'explique par l'isomérisation du 

bergaptol dans les conditions utilisées et par les difficultés de purification 

qui en résultent. 

On distingue sur le spectre de masse de l'intermédiaire - 9 les ions 
81 79 moléculaires (~+=338 ; Br ) et (~+=336 ; Br 1. 

Le spectre de RMN du proton a confirmé la structure attendue. 



b. Obtention du composé modèle - 10 : 

La condensat ion de l ' a d é n i n e  - 6 sur  l e  d é r i v é  - 9 se f a i t  dans l a  DMF 

en présence de carbonate de potass ium à température ambiante pendant 18 h. 

La r é a c t i o n  e s t  s u i v i e  par  CCM. Cont ra i rement  à l a  condensat ion de 

l a  vo i e  1,  nous n 'observons qu 'un s e u l  sous-p rodu i t  m i n o r i t a i r e ,  p l u s  p o l a i r e  

que l e  p r o d u i t  a t tendu .  On peu t  penser q u ' i l  s ' a g i t  du p r o d u i t  d ' a l k y l a t i o n  

s u r  l ' a t o m e  d 'azo te  N7, r é s u l t a n t  de l a  d é l o c a l i s a t i o n  de l a  charge : 

Le sous-produi t  n ' a  pas é t é  i s o l é .  

Le p r o d u i t  obtenu a é t é  p u r i f i é  par  chromatographie su r  s i l i c e  

( é l u t i o n  à l ' é t h a n o l  abso lu ) ,  p u i s  c r i s t a l l i s é  dans l ' é t h a n o l  abso lu .  Le 

rendement e s t  de 40 %. Toutes l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  physico-chimiques de ce 

p r o d u i t  s o n t  i den t i ques  à c e l l e s  du composé - 10 obtenu par l a  v o i e  1. Le 

p r o d u i t  - 10 obtenu par  l a  vo i e  2 s e r v i r a  dans l e s  études physico-chimiques e t  

photochimiques. 



COMPARAISON DES DEUX VOIES : 

La v o i e  1  présente l ' a van tage  de l ' i n t r o d u c t i o n  du noyau psora lène 

dans l a  d e r n i è r e  é tape de l a  synthèse e t  c ' e s t  pour  c e t t e  r a i s o n  q u ' e l l e  a  é t é  

re tenue en premier  l i e u .  

L ' i n convén ien t  de c e t t e  v o i e  r é s i d e  dans l e s  nombreux sous-produi ts  

formés, en p a r t i c u l i e r  c e l u i  de c y c l i s a t i o n  i n t r a m o l é c u l a i r e  de 

l ' i n t e r m é d i a i r e  - 7. 

La d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  rendements des deux vo ies  e s t  f a i b l e  : 

- Voie 1  : 52 % p u r i f i é  sur  s i l i c e  mais non c r i s t a l l i s é  

- Voie 2  : 40 % p u r i f i é  su r  s i l i c e  . e t  c r i s t a l l i s é ,  l a  p u r i f i c a t i o n  

f i n a l e  par  chromatographie su r  s i l i c e  é t a n t  l ' é t a p e  l i m i t a n t e  s u r t o u t  pour des 

ra i sons  de s o l u b i l i t é .  

II. LES COMPOSES DE REFERENCE : 

L ' é tude  physico-chimique du modèle Ade-C -5Pso 10  nécess i t e  l a  4 - 

p r é p a r a t i o n  de composés de ré fé rence ,  de façon  à mesurer l e s  p r o p r i é t é s  

spect roscopiques des deux noyaux aromat iques de l a  molécu le  en l ' absence  

d ' i n t e r a c t i o n .  

Propy l -9  adénine Ade-C 12  3 -  

La p ropy l -9  adénine 12 a é t é  préparée pa r  J.L. DECOUT ( 3 9 )  se l on  l a  

méthode de N.J. LEONARD e t  R.F. LAMBERT (54) .  

CH, - (CH, 1, -Br 

I 
~ a @  DMF (y 3, 

CH3 

12 - 



L 'adény la te  de sodium formé par a c t i o n  de l ' h y d r u r e  de sodium, 

r é a g i t  avec l e  bromo-1 propane pour  condui re  au composé - 12. 

Propoxy-5 psora lène  SPso-C3 13 : 

La synthèse de ce composé a é té  d é c r i t e  dans l a  l i t t é r a t u r e  (58)  

mais avec des rendements f a i b l e s .  Les c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s  u t i l i s é e s  par  

G. HUART ( 38 )  donnent un rendement moyen (50 % ) .  

?H CH- - ( CH,) -Br O~CH~)~-CH, 

L'hydroxy-5 psora lène  - 3 e s t  condensé su r  l e  bromo-1 propane, en 

présence de carbonate de potassium , à l a  température de 70°C pour condu i r e  au 

composé - 13. 



E T  U  D  E P H Y S I C O - C H I M I Q U E  

-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

Nous avons s y n t h é t i s é  un composé modèle assoc ian t  l ' a d é n i n e  au 

psoralène. Nous a l l o n s  examiner l a  conformat ion de ce système de manière à 

é t u d i e r  l e s  i n t e r a c t i o n s  "d'empilement" i n t r a m o l é c u l a i r e s ,  base-psoralène 

t e l l e s  q u ' e l l e s  s o n t  mises en j e u  l o r s  de l ' i n t e r c a l a t i o n  du psora lène dans 

l'ADN. 

1. I N T R O D U C T I O N  : 

Précédemment, dans n o t r e  l a b o r a t o i r e ,  des composés analogues dans 

l esque l s  une base e s t  assoc iée par une chaîne po lyméthy lén ique à un 

i n t e r c a l a n t ,  q u i n o l é i n e  (351, a c r i d i n e  (36)  ou psora lène (41, 59, 60) ,  o n t  é t é  

é tud iés .  

Ces études ava ien t  montré que : 

11 Ces composés adoptent  dans l ' e a u  des conformat ions r e p l i é e s  

dans l e s q u e l l e s  l e s  deux noyaux aromat iques son t  empi lés.  

21  Les i n t e r a c t i o n s  mises en j e u  son t  s i m i l a i r e s  à c e l l e s  

observées l o r s  de l ' i n t e r c a l a t i o n  des composés hé té rocyc l i ques  

"parents" dans l 'ADN. 

forme ouve r t e  forme r e p l i é e  



L 'é tude  physico-chimique du composé préparé Ade-C4-5Pso - 10 permet t ra  

a i n s i  d ' é t u d i e r  en s o l u t i o n  aqueuse l e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l ' a d é n i n e  e t  

l ' a l c o x y - 5  psora lène.  

Ce t t e  é tude pour ra  également appo r t e r  des renseignements s u r  l e s  

f o r c e s  a t t r a c t i v e s ,  e x i s t a n t  e n t r e  l e s  deux chromophores. Il sera  poss ib l e ,  en 

f o n c t i o n  de l a  complexat ion i n t r a m o l é c u l a i r e ,  d 'examiner l a  p h o t o r é a c t i v i t é  du 

noyau psora lène v i s -à - v i s  de l ' a d é n i n e .  

Précédemment, deux techniques p r i n c i p a l e s  on t  é t é  u t i l i s é e s  pour 

é t u d i e r  l e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e s  bases nuc lé iques  e t  l e s  i n t e r c a l a n t s ,  l a  

spec t ropho tomét r ie  UV e t  l a  spec t roscop ie  de RMN. 

Dans l a  p résen te  étude, nous nous sommes l i m i t é s  à une étude par  RMN 

du p ro ton .  

I I .  ETUDE PAR RMN : 

1. PRINCIPE DE LA METHODE : 

La comparaison des déplacements chimiques des p ro tons  des c y c l e s  

aromat iques empi lés  avec ceux des noyaux i s o l é s  montre un décalage des 

déplacements chimiques vers  l e s  champs f o r t s .  Ce phénomène e s t  l i é  à 

l ' a n i s o t r o p i e  diamagnét ique du c y c l e  aromat ique q u i  provoque un  b l i ndage  des 

p ro tons  du c y c l e  aromat ique q u i  l u i  e s t  superposé. 

Ce t t e  p r o p r i é t é  f o u r n i t  des renseignements p réc ieux  pour é t u d i e r  l a  

géométr ie de molécu les p résen tan t  des i n t e r a c t i o n s  v e r t i c a l e s .  E l l e  a  é t é  mise 

à p r o f i t  pour é t u d i e r  l e s  d i n u c l é o t i d e s  (61, 621, l e s  b i s - i n t e r c a l a n t s  de type  

a c r i d i n e  (63, 64) e t  l e s  modèles base - i n t e r ca lan t  q u i  o n t  é t é  préparés au 

l a b o r a t o i r e  (35d, 36).  



2. ETUOE DANS L'EAU : 

a. Enregistrement des spectres : 

Le composé Ade-C4-5Pso - 10 et les "demi-molécules" de référence 

Ade-C 12, 5Pso-C3 13 sont très peu solubles dans l'eau lourde. Nous avons 3 - - 
aonc utilisé un mélange D20-OMS0 dg (95:s). Les concentrations utilisées sont 

de 10'~ et 5 . 1 0 - ~ ~  pour -le composé 10, et de 5.10-~Pl pour la référence Ade-C3 

12. Quand à la référence 5Pso-Cg 13, en raison de son insolubilité à cette - - 
concentration, une solution à 2. IO-'M a été étudiée. 

L'attribution des protons de l'adénine a été réalisée par échange du 

proton H dans le même mélange à la température de 80°C pendant 3h. Cet 8 
échange a été décrit dans la littérature (55, 56). 

b. Résultats : 

Nous constatons sur les spectres obtenus une variation des 

déplacements chimiques (blindage) de certains protons aromatiques du modèle, 

comparés à ceux des références (tableau 2 ) .  

La formation d'agrégats est à exclure car les déplacements chimiques 

à une concentration double ( ~ o - ~ M )  sont identiques (tableau 21. 

11 s'agit donc d'un processus intramoléculaire que l'on interprète 

comme reflétant une interaction d'empilement entre le noyau du psoralène et la 

base. 



Composé 

............................................................................... 
1  Tableau 2 : Etude en RMN H  (400MHz) du composé Ade-C4-5Pso 10  e t  des composés - 

de ré fé rence  Ade-C 12, 5Pso-C 13. Spect res e n r e g i s t r é s  dans un 3 - 3 - 
mélange D20-OMS0 dg (95:5) à 2 5 O C .  

Les va leurs  de b l i ndage  ( 0 6 )  on t  é t é  obtenues pa r  d i f f é r e n c e  en t re  

l e s  déplacements chimiques des p r o t o n s  des composés de ré fé rence  e t  ceux du 

modèle : 

A 6 (ppm) = 6  r é fé rence  (ppm) - 6 modèle (ppm) 

Ces va leu rs  o n t  é t é  comparées à c e l l e s  obtenues pour l e  modèle 

Ade-C4-8Pso - 1 l d  (39) .  L'ensemble de ces  va leurs  e s t  r e p o r t é  dans l e  t ab l eau  3. 

P ro ton  : H4 . Hg'  : H8 : H 5  : H4, : H3 : H8A : H2A : 

: Composé 

Tableau 3 : Valeurs  de b l i ndage  a 6 en ppm obtenues pour  l e s  complexes 

i n t r a m o l é c u l a i r e s  formés l o r s  du rep l i emen t  dans l e  mélange 

D20-D~S0 d6 ( 95 : 5) des composés Ade-C4-5Pso 10  e t  Ade-C4-8Pso Il d  - - 
à 2S°C. 



c.  Discussion : 

* Rappel des résul ta ts  antérieurs : 

Une étude p l u s  f i n e  a v a i t  é t é  menée su r  l e  composé analogue de l a  

s é r i e  8  Ade-C -8Pso I l d .  La conc lus i on  majeure en é t a i t  que ce modèle adopte 
4  

dans l ' e a u  à 25OC des con fo rmat ions  p r i v i l é g i é e s  dans l e s q u e l l e s  l e s  deux 

noyaux aromat iques sont  empi lés.  Le degré de rep l iement  a v a i t  é t é  est imé à 

70-80% dans l ' e a u  contenant 5 % d ' u n  so l van t  organique.  

Ces conc lus ions  é t a i e n t  étayées par l e s  obse rva t i ons  su i van tes  : 

-L 

- En spec t ropho tomét r ie  UV, un e f f e t  hypochrome %H a v a i t  é t é  

observé (60 ) .  Cet e f f e t  e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  de l ' emp i lement  de deux 

chromophores. 11 e s t  également observé l o r s  de l ' i n t e r c a l a t i o n  des 

psora lènes dans l 'ADN (18 ) .  Sa v a l e u r  r e f l è t e  l e  pourcentage de 

forme r e p l i é e .  Une étude de l ' e f f e t  hypochrome en f o n c t i o n  de l a  

température a v a i t  également é t é  menée ( f i g u r e  3 ) .  

-10 0 10 20 30 40 58 60 70 80 90 

TEWPERATURE 0 C 

Figure 3 : V a r i a t i o n  de l ' e f f e t  hypochrome %H (mesuré e n t r e  400 e t  230 nm) 

avec l a  température pour  l e  composé Ade-C -8Pso I l d  en s o l u t i o n  
4  - 

dans l e  mélange eau-éthanol  (95:5) .  

D im inu t i on  de l ' i n t e n s i t é  du spec t re  d ' a b s o r p t i o n  du modèle par r a p p o r t  à 

l ' i n t e n s i t é  de l a  somme des spec t res  des composés de ré fé rence .  Cet e f f e t  

peu t  ê t r e  mesuré de façon p r é c i s e  dans un domaine d ' a b s o r p t i o n  par  

i n t é g r a t i o n  des d i f f é r e n t s  spec t res .  



La d i m i n u t i o n  de %H avec l ' augmen ta t i on  de température r é v è l e  

une ouve r t u re  p rog ress i ve  du système. L ' o b t e n t i o n  d 'un  p a l i e r  aux 

basses températures correspondant à une va leur  maximale de l ' e f f e t  

hypochrome %H max, peut  ê t r e  i n t e r p r é t é e  comme s i g n i f i c a t i v e  d ' u n  

rep l i emen t  t o t a l  du système à ces températures.  

La connaissance de c e t t e  va l eu r  maximale a v a i t  permis d ' es t ime r  

e n t r e  70 e t  80 % l e  degré de rep l i emen t  du modèle Ade-Cq-8Pso - I l d  

dans l e  mélange eau-éthanol  (95:5) à 25OC. 

-L 

- L 'é tude  de l a  f l uo rescence  du composé Ade-C4-8Pso - I l d  a v a i t  

con f i rmé ces conc lus ions .  

Le noyau a lcoxy-8 psora lène e s t  l e  s e u l  chromophore du système 

Ade-C4-8Pso émet tant  une f luo rescence  déce lab le .  

En l ' absence  d ' i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l ' a d é n i n e  e t  l e  psora lène,  l e  

spec t re  d ' e x c i t a t i o n  de f luo rescence  du modèle d o i t  donc ê t r e  

superposable au spec t re  d ' a b s o r p t i o n  de l a  p a r t i e  psora lène  du 

système. Ce spec t re  d ' a b s o r p t i o n  peu t  ê t r e  obtenu f a c i l e m e n t  à 

p a r t i r  du composé de ré fé rence ,  l e  propoxy-8 psora lène  8Pso-C p l acé  3 
dans l e s  mêmes c o n d i t i o n s .  Dans l ' e a u ,  il n'en  e s t  r i e n ,  l e  spec t re  

d ' e x c i t a t i o n  de f luo rescence  du modèle se superpose à son p ropre  

spec t re  d ' abso rp t i on .  11 y  a  donc t r a n s f e r t  d ' é n e r g i e  e n t r e  l e s  

é t a t s  e x c i t é s  s i n ç u l e t  des deux chromophores : 

-L 1 " 
c de^ + Pso - Ade + Pso 

Un t e l  t r a n s f e r t  imp l i que  une grande p r o x i m i t é  des deux 

chromophores e t  con f i rme l ' emp i lement  des deux noyaux. L ' e f f i c a c i t é  

de ce t r a n s f e r t  peut  ê t r e  déterminée en comparant l e s  d i f f é r e n t s  

spec t res .  Ce t t e  e f f i c a c i t é  r e f l è t e  l e  degré de rep l i emen t  du 

système. Sa v a l e u r  v o i s i n e  de 100 % à 20°C dans l ' e a u  pure  con f i rme 

l e s  r é s u l t a t s  de l ' é t u d e  UV. 

.............................................................................. 

C o l l a b o r a t i o n  avec l e  l a b o r a t o i r e  du Dr. R .  BENSASSON au Muséum N a t i o n a l  

d ' H i s t o i r e  N a t u r e l l e .  



- Comme pour l e  composé Ade-C 5Pso 10 é t u d i é  i c i ,  une étude en 4- - 

RMN du p r o t o n  du modèle Ade-C4-8Pso - I l d  dans l e  mélange D20-DMSO d6 

(95:5)  a v a i t  montré des b l indages  impo r tan t s  des p ro tons  aromat iques 

par  r a p p o r t  à ceux des composés de ré fé rence  ( t a b l e a u  3 ) .  

A p a r t i r  de l a  v a l e u r  du degré de rep l iement  à 25OC obtenue 

l o r s  de l ' é t u d e  UV, une e x t r a p o l a t i o n  a v a i t  c o n d u i t  aux va leu rs  de 

b l i ndage  at tendues pour l e  complexe i n t r a m o l é c u l a i r e .  Le couran t  de 

c y c l e  de l ' a d é n i n e  e t  l e s  courbes d ' i so -éc ran  ( f i g u r e  4) q u i  en 

découlent  ayan t  é t é  c a l c u l é e s  (651, il a é t é  p o s s i b l e  de proposer 

deux géométr ies pour l e  complexe formé l o r s  du rep l i emen t  du modèle 

Ade-C -8Pso ( f i g u r e  5 ) .  
4  

F i g u r e  4 : Courbes d ' i so -éc ran  c a l c u l é e s  pour l ' a d é n i n e  ( v a l e u r s  en ppm). 

F i g u r e  5 : S t r u c t u r e s  proposées pour  l e  complexe i n t r a m o l é c u l a i r e  formé l o r s  

du rep l i emen t  du composé Ade-C4-8Pso - I l d .  



* Discuss ion  : 

Pour l e  modèle en s é r i e  5, nous nous sommes l i m i t é s  à une étude en 

RMN. La dé te rm ina t i on  du degré de rep l iement  du composé Ade-C -5Pso 10 par 
4  - 

spectrophotométr ie  UV nous a  semblé t r è s  d é l i c a t e .  En e f f e t ,  pour ce f a i r e ,  il 

f a u t  mesurer l ' e f f e t  hypochrome dans l ' e a u  à des températures s i t u é e s  e n t r e  O 

e t  S O C  de façon à déterminer  l a  v a l e u r  de %H max correspondant  à un rep l i emen t  

t o t a l .  Cependant, une étude p récéden te  (38, 41) r é a l i s é e  sur  un  composé modèle 

de l a  thymine en s é r i e  5, Thy-C -5Ps0, a v a i t  montré que l a  mesure de l ' e f f e t  4 
hypochrome présenté par  ce modèle, n ' é t a i t  pas p o s s i b l e  dans l a  gamme de 

température 0-7,5OC en r a i s o n  de l ' i n s o l u b i l i t é  du composé de ré fé rence  

5Pso-C 13  dans ces cond i t i ons .  Le 5MOP 1  a v a i t  d ' a i l l e u r s  é t a i t  essayé comme 3 - - 

ré fé rence  pour sa m e i l l e u r e  s o l u b i l i t é  dans l ' e a u  mais sans succès. 

F i gu re  6 : Comparaison des v a l e u r s  de b l indage  A6 en ppm obtenues l o r s  de 

l ' é t u d e  des composés Ade-C4-5Pso - 10 e t  Ade-C4-8Pso - I l d  dans l e  

mélange D20-DMSO d6 (95 :5 )  à 25OC. 

Malgré l ' i m p o s s i b i l i t é  d 'une  étude UV f i n e ,  un c e r t a i n  nombre de 

remarques i n t é ressan tes  peuvent ê t r e  formulées à p a r t i r  des v a l e u r s  de 

b l i ndage  obtenues par  RMN dans l e s  deux s é r i e s  ( f i g u r e  6 ) .  



1/ Les v a l e u r s  de b l i ndage  des deux p ro tons  H2 ,H de l ' a d é n i n e  
8  

sont  t r è s  impor tan tes  e t  sont i d e n t i q u e s  dans l e s  deux s é r i e s  

( respect ivement  0,34 e t  0,37 ppm). B ien  qu ' à  n o t r e  connaissance l e s  

courbes d ' i so -éc ran  des méthoxy-5 e t  8  psora lènes n ' a i e n t  pas é t é  

ca lcu lées ,  on peut  penser que ces v a l e u r s  son t  s i g n i f i c a t i v e s  de 

degrés de rep l i emen t  t r è s  é levés e t  t o u t  à f a i t  comparables pour l e s  

deux composés Ade-C4-5Pso - 10 e t  Ade-C4-8Pso - I l d .  

2 /  Des v a l e u r s  t r è s  vo i s i nes  des degrés de rep l iement  rendent  

également compte des d i f f é r e n c e s  de b l i ndage  observées sur  l e s  

p ro tons  des deux noyaux psoralènes ( f i g u r e  6 )  : 

En e f f e t ,  s i  on examine l a  géométr ie  proposée pour l e  complexe 

de rep l iement  du composé Ade-C -8Pso I l d  ( f i g u r e  51, on cons ta te  un 
4  - 

recouvrement des noyaux t r è s  impor tan t  avec des e f f e t s  de b l i ndage  

q u i  s ' exe rcen t  s u r t o u t  su r  l e  p r o t o n  H  du noyau psora lène .  Les 
5  

e f f e t s  du cou ran t  de c y c l e  de l ' a d é n i n e  l e s  p l u s  marqués se s i t u e n t  

dans une r é g i o n  du psora lène ne comportant pas de p ro tons .  

Par con t re ,  s i  on examine l a  géométr ie  permise pour un 

rep l iement  analogue du composé Ade-C4-5Pso - 10, on s ' a p e r ç o i t  qu 'en  

r a i s o n  de l ' a cc rochage  de l a  cha lne  su r  une p o s i t i o n  opposée du 

noyau psora lène  ( c ' e s t  à d i r e  en 51, l e s  p ro tons  H  
4  H4 '  

e t  H8 

dev ra i en t  ê t r e  l e s  p l u s  a f f e c t é s  par  l e  recouvrement. 

Ceci e s t  b i e n  l e  cas ( f i g u r e  7 )  ; on t r o u v e  des v a l e u r s  de 

b l indage  de 0,32 ppm pour  H4 (0, IO ppm pour H j ) ,  0,27 ppm pour H4, 

(0,09 ppm pour Hg, )  e t  0,23 ppm pour H8. 

3/ En a t t r i b u a n t  des degrés de rep l i emen t  t r è s  proches (de 70 à 

80 %) aux composés Ade-C -5Pso 10 e t  Ade-C4-8Pso I l d ,  e t  à p a r t i r  4  - 

des va leu rs  de b l indage  expér imenta les,  nous pouvons proposer  deux 

géométr ies pour l e  complexe du composé Ade-C -5Pso 10, géométr ies  
4  - 

q u i  sont  en accord avec l e s  courbes d ' i so -éc ran  c a l c u l é e s  

pour l ' adén ine .  



F i g u r e  7 : S t ruc tu res  proposées pour l e  complexe i n t r a m o l é c u l a i r e  formé l o r s  

du rep l iement  du composé Ade-C4-5Pso - 10. 

4/ Précédemment, l e s  composés modèles de l a  thymine Thy-C -8Pso 4 
e t  Thy-C -5Pso on t  é t é  é tud iés .  Une étude UV a v a i t  montré que l e s  4 
deux composés p résen ten t  dans l e  mélange eau-éthanol (95:5)  des 

degrés de rep l i emen t  v o i s i n s  de 50 % env i r on  ( e f f e t s  hypochromes 

e n t r e  400 e t  230 nm t r è s  proches Thy-C4-8Pso : 9 %, Thy-C -5Psc : 
4 

8,5 % ; l e s  d r o i t e s  %H en f o n c t i o n  de l a  température sont  proches, 

l ' é c a r t  à une même température e s t  t o u j o u r s  i n f é r i e u r  à 1 0  % ) .  Une 

étude RMN a v a i t  également conf i rmé ces conc lus ions .  

Tous ces r é s u l t a t s  sont  en f aveu r  de comportements t r è s  

v o i s i n s  des modèles des s é r i e s  5 e t  8. 

3. ETUDE DANS LE DMSO d, : 

Les spec t res  du composé Ade-C -5Pso 10  e t  ceux des composés de 4 - 

réfé rence  Ade-C 12 e t  5Pso-C 13, o n t  également é t é  e n r e g i s t r é s  dans l e  
3 - 3 - 

DMSO dg à des concen t ra t ions  d ' e n v i r o n  I O - ~ M .  Les va leu rs  des déplacements 

ch imiques mesurés son t  ind iquées  dans l e  t ab l eau  4. 



Composé 

Tableau 4 : Etude en RMN'H (80  MHz) du composé modèle Ade-C4-5Pso - 10 e t  des 
7 

composés de ré fé rence  Ade-C 12, 5Pso-C 13 - C=IO-'M ( s p e c t r e s  3 - 3 - '  
e n r e g i s t r é s  dans l e  DMSO d6 à 25OC). 

On ne cons ta te  pas de v a r i a t i o n s  s i g n i f i c a t i v e s  des déplacements 

chimiques des p ro tons  aromat iques l o r sque  l ' o n  passe des composés de ré fé rence  

au modèle. 11 n ' y  a  donc pas de rep l i emen t  dans l e  OMS0 d6. 

Des r é s u l t a t s  analogues a v a i e n t  é t é  obtenus pour l e s  composés 

Ade-Cn-8Ps0, Thy-Cn-8Pso e t  Thy-Cn-5Pso : 

- En UV, on n 'observe  pas (ou t r è s  peu) de rep l i emen t  dans l ' é t h a n o l  

e t  l e  d ich lorométhane (%H t r è s  proche de zé ro ) .  

- En RMN, on cons ta te  l ' absence  t o t a l e  de rep l iement  dans l e  CDC13  e t  

l e  DMSO d6 ( spec t res  des modèles e t  des composés de ré fé rence  

superposables) .  

III. C O N C L U S I O N  : 

Les r é s u l t a t s  de l ' é t u d e  en RMN du composé Ade-C4-5Pso - 10 permet ten t  

de conc lu re  que l e  système e s t  l e  s i ège  d ' i n t e r a c t i o n s  i n t r a m o l é c u l a i r e s  

f o r t e s  dans l ' e a u .  Par comparaison de ces r é s u l t a t s  avec ceux d é j à  obtenus, l e  

degré de rep l iement  de ce composé a  é t é  éva lué à 70-80 %. 

En accord avec l e s  courbes d ' i so -éc rans  ca l cu l ées  pour l ' a d é n i n e ,  

deux géométr ies peuvent ê t r e  proposées pour l e  complexe formé. 



Le rep l i emen t  d i s p a r a i t  complétement dans l e  DMSO dg , ce q u i  

con f i rme l a  n a t u r e  hydrophobe des i n t e r a c t i o n s  psoralène-base nuc lé ique .  

E n f i n ,  ces r é s u l t a t s  ne montrent  pas de d i f f é r e n c e s  no tab les  e n t r e  

alcoxy-5 e t  a lcoxy-8 psoralènes dans l e u r s  a f f i n i t é s  pour l ' a d é n i n e  d 'une p a r t  

e t  l a  thymine d ' a u t r e  p a r t  ( l e u r s  a f f i n i t é s  pour l ' a d é n i n e  é t a n t  net tement  

p l u s  impor tan tes  que pour l a  thymine) .  



E T U D E  P H O T O C H I M I Q U E  
- ---=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

1. INTRODUCTION : 

L'étude physico-chimique du composé Ade-C4-5Pso - 10 a permis de 

mettre en évidence les interactions "d'empilement" entre le noyau psoralène et 

le noyau adénine dans l'eau, alors qu'aucune interaction ne se produit en 

milieu organique. L'étude de sa photoréactivité était donc à mener en tenant 

compte de ce résultat : selon la nature du solvant, on peut étudier le 

comportement photochimique du système ouvert (solvants organiques) ou de la 

forme repliée (dans l'eau, complexe de même nature que celui formé lors de 

l'intercalation du psoralène dans l'ADN). 

Rappelons tout d'abord, les principaux résultats de la littérature 

concernant la photoréactivité adénosine-psoralène. 

En 1967, l'équipe de C.H. KRAUCH (66) a remarqué une photoréaction 
14 du psoralène ( C4) avec l'acide polyadénylique (par mesure de la 

radioactivité fixée sur le polymère). 

Quelques années plus tard, C.N. OU et P.S. SONG (67) mirent en 

évidence la fixation photochimique du 8MOP - 2 marqué au tritium ('H) sur 
3 l'adénosine d'un ARN de transfert (après irradiation du 8MOP 2 ( H )  en - 

3 présence d'un ARN de transfert, hydrolyse de 1'ARN de transfert modifié ( H), 

séparation des nucléosides et mesure de la radioactivité). 

Tout récemment J. CADET et Coll. (68, 69) ont mis en évidence une 

fixation photochimique du 8MOP - 2 et du carbéthoxy-3 psoralène sur la désoxy-2' 

adénosine, après irradiation du mélange à l'état solide. Dans le cas du 8MOP 

2, deux "adduits" principaux ont été identifiés. Ils rendent compte d'une 
- 

fixation de l'atome de carbone en position 3 ou 4 du 8MOP 2 sur l'atome de 
- 

carbone en position 5' de la désoxy-2' adénosine. 

Le même type de composé a été obtenu par S.C. SHIM et Coll. (70) 

lors de l'irradiation d'un mélange d'adénosine et de diméthoxy-5,7 coumarine à 

l'état solide : 



Photoproduit de la photoréaction 

adénosine-diméthoxy-5,7 coumarine 

Dans tous ces résultats, on ne trouve aucune évidence de la fixation 

du psoralène sur le noyau adénine. 

Cependant il a été montré à l'aide de systèmes bichromophores que 

les doubles liaisons 7,8 de l'adénine et 4,s de l'oxo-6 purine peuvent 

s'additionner photochimiquement sur la double liaison 5,6 des bases 

pyrimidiques (42). 

La formation d' "adduits" entre la thymine et l'adénine a ensuite 

été observée dans des oligonucléotides et dans l'ADN (43). 

Après ces travaux, la question de l'existence d'une photoaddition 

entre l'adénine et le psoralène reste posée. Les systèmes bichromophores 

adénine-psoralène semblent bien adaptés pour répondre à cette question. 



I I .  R E S U L T A T S  : 

Nous présentons i c i  quelques r é s u l t a t s  concernant  l ' i r r a d i a t i o n  du 

composé Ade-Cd-5Pso - 10 dans l ' e a u  e t  dans l e s  s o l v a n t s  organiques. 

1. IRRADIATION DANS LE MELANGE EAU-ETHANOL (95:s)  : 

En r a i s o n  de l ' i n s o l u b i l i t é  du composé Ade-C -5Pso 10 dans l ' e a u ,  
4 - 

nous avons u t i l i s é  un mélange eau-éthanol  (95:5).  

Le composé modèle Ade-C -5Pso 10 e s t  i r r a d i é  à 365 nm en s o l d t i o n  4 - 

désoxygénée dans l e  mélange eau-éthanol  (95: 5) à une concen t ra t i on  de 3. I O - ~ M .  

On cons ta te  que q u e l l e  que s o i t  l a  durée d ' i r r a d i a t i o n  ( 1  à 14h) ,  l e  modèle de 

dépa r t  ne s u b i t  pas de m o d i f i c a t i o n s  s i g n i f i c a t i v e s  (dans l e s  mêmes c o n d i t i o n s  

l e  modèle Thy-C -5Pso se c y c l i s e  pour donner 1' "addu i t "  i n t r a m o l é c u l a i r e  
4 

thymine-psoralène en 3,4). 

F igure  8 : Chromatogrammes CLHP de s o l u t i o n s  du composé Ade-C -5Pso 10 
- 

- 5 
4 

i r r a d i é e s  à 365 nm ; H20-EtOH (95 :s )  : C =3.10 mo l / l .  1 : 1h 

d ' i r r a d i a t i o n  ; II : 14h d ' i r r a d i a t i o n .  



2. IRRADIATION DANS LES SOLVANTS ORGANIQUES : 

Nous avons i r r a d i é  à 365 nm l e  composé Ade-C 5Pso 10 en s o l u t i o n  
4  - - 

désoxygénée dans t r o i s  so l van t s ,  l ' a c é t o n i t r i l e ,  l a  N,N-diméthylformamide e t  

l ' é t h a n o l  absolu.  

En s o l u t i o n  "concentrée" ( 6 . 1 0 - ~ ~ )  dans ces t r o i s  so l van t s ,  on 

cons ta te  par  CLHP l a  f o rma t i on  d ' u n  seu l  e t  même pho top rodu i t  avec un t a u x  de 

convers ion  d ' env i r on  50 %. 

Cependant, des r é s u l t a t s  a n t é r i e u r s  dans l a  s é r i e  des composés 

Thy-Cn-5Ps0, ava ien t  montré que l ' i r r a d i a t i o n  dans ces s o l v a n t s  à des 

concen t ra t i ons  supér ieu res  à 5 . 1 0 - ~ ~  condu i t  uniquement à l a  f o r m a t i o n  de 

dimères (pho toadd i t i on  des doubles l i a i s o n  3,4 de deux noyaux psora lènes) .  

Le composé Ade-C -5Pso a  é t é  i r r a d i é  dans l ' a c é t o n i t r i l e ,  l a  DMF e t  
4  

1 ' é t h a n o l  abso lu  à une c o n c e n t r a t i o n  beaucoup p l u s  f a i b l e  (3 .  IO-~M) a f i n  

d ' é v i t e r  une é v e n t u e l l e  e t  p robab le  d i m é r i s a t i o n .  Dans ces c o n d i t i o n s ,  on 

observe en CLHP, un mélange de pho top rodu i t s  t r è s  complexe dans l e q u e l  on 

dé tec te  l a  présence du p h o t o p r o d u i t  formé à c o n c e n t r a t i o n  p l u s  élevée. 

Nous n'avons pas cherché à i s o l e r  ces pho top rodu i t s  en r a i s o n  de 

l e u r s  t r è s  f a i b l e s  concen t ra t i ons  e t  de l a  comp lex i t é  du mélange. 

F i g u r e  9 : Chromatogrammes CLHP de s o l u t i o n s  du composé Ade-C4-5Pso - 10 

i r r a d i é e s  à 365 nm. 1 : DMF ; c = ~ . I o - ~  m o l / l  ; 3h d ' i r r a d i a t i o n .  
-5 11 : CH3CN ; C=3.10 m o l / l  ; I h  d ' i r r a d i a t i o n .  



C O N C L U S I O N  : 

La p h o t o r é a c t i v i t é  du composé Ade-C4-5Pso - 10 s ' e s t  r évé lée  for tement  

in f luencée  pa r  l a  n a t u r e  du s o l v a n t  u t i l i s é .  Ce comportement peut  ê t r e  r e l i é  

aux r é s u l t a t s  de l ' é t u d e  physico-chimique. 

Dans l e s  s o l v a n t s  organiques, ce composé se t r o u v e  uniquement sous 

l a  forme ouve r t e  e t  dans ces c o n d i t i o n s ,  il présen te  une c e r t a i n e  

p h o t o r é a c t i v i t é .  Cependant en r a i s o n  de l a  comp lex i té  des r é a c t i o n s  observées 

en m i l i e u  t r è s  d i l u é ,  l e s  pho top rodu i t s  n ' o n t  pas é t é  i s o l é s .  Une r é a c t i o n  
4 

prépondérante se p r o d u i t  en s o l u t i o n  "p lus concentrée" (6.10- M)  , c e c i  que l  

que s o i t  l e  s o l v a n t  (CH3CN,  DMF, EtOH). Dans ces c o n d i t i o n s  l a  p r o b a b i l i t é  

d 'une d i m é r i s a t i o n  e s t  grande ; e t  c ' e s t  pourquo i  pour l ' i n s t a n t  nous n'avons 

pas essayé d ' i s o l e r  l e  p r o d u i t  formé. 

Le r é s u l t a t  impo r tan t  de c e t t e  é tude s ' a v è r e  ê t r e  l a  grande 

s t a b i l i t é  photochimique du composé - 10 dans l ' e a u .  Dans ces c o n d i t i o n s ,  ce 

composé e x i s t e  essen t i e l l emen t  sous une forme r e p l i é e .  L ' i r r a d i a t i o n  de ce 

complexe n ' i n d u i t  pas de pho to réac t i on .  

D ' a u t r e  p a r t ,  nous pouvons sou l i gne r  l ' absence  de pho tod imé r i sa t i on  

dans ces c o n d i t i o n s .  C e l l e - c i  e s t  observée l o r s  de l ' i r r a d i a t i o n  des composés 

de l a  s é r i e  Thy-C -5Pso dans des c o n d i t i o n s  s i m i l a i r e s .  Une e x p l i c a t i o n  à ce 
n  

r é s u l t a t  p o u r r a i t  se t r o u v e r  dans l ' i n h i b i t i o n  du peuplement de l ' é t a t  e x c i t é  

t r i p l e t  du psora lène par  l ' a d é n i n e  complexée, i n h i b i t i o n  q u i  ne se p r o d u i r a i t  

que dans l ' e a u .  

Un comportement photochimique t r è s  proche a v a i t  é t é  observé pour l e  

composé Ade-Cq-8Pso - I l d ,  une grande s t a b i l i t é  photochimique dans l ' e a u  e t  l a  

fo rmat ion  de pho top rodu i t s  i n s t a b l e s  en m i l i e u  organique a v a i e n t  é t é  mis en 

évidence. 

C e t t e  étude r é v è l e  une grande s i m i l i t u d e  de comportements des 

alcoxy-5 e t  8 psora lènes v i s - à - v i s  de l ' a d é n i n e  au n i veau  des i n t e r a c t i o n s  

mo lécu la i r es  e t  également au n iveau photochimique. 

La ques t ion  de l a  p h o t o r é a c t i v i t é  adénine-psoralène r e s t e  posée. 

L ' i so l emen t  e t  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  des pho top rodu i t s  observés en m i l i e u  

organique semblent d i f f i c i l e s  ( i n s t a b i l i t é ,  problèmes de sépa ra t i on ) .  En 

r a i s o n  du temps nécessai re  à un t e l  t r a v a i l  e t  de l ' i n c e r t i t u d e  des r é s u l t a t s ,  

nous avons p r é f é r é  avancer ve rs  n o t r e  second o b j e c t i f .  



C H A P I T R E  I l  

- - 0 0 0 0 0 - -  

S E R I E  D U  M E T H O X Y - 5  P S O R A L E N E  

C O M P O S E S  A S S O C I A N T  

T H Y M I D I N E  E T  P S O R A L E N E  



I N T R O D U C T I O N  
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

Le deuxième objectif que nous nous sommes fixés est la mise au point 

d'une voie d'accès préparative aux "adduits" thymidine-psoralène et en 

particulier à 1 ' adduit thymidine (5,6 0 3,4) méthoxy-5 psoralène cis-anti : 

Thd (5.6 0 3,4) 5MOP 

Actuellement, de tels "adduits" ne peuvent pas être préparés en 

quantité importante. La photodimérisation très rapide des psoralènes empêche 

toute étude de la réaction intermoléculaire thymidine-psoralène en solution. 

Comme nous l'avons vu dans notre introduction (p. 10 ) c'est seulement à 

partir de 1981 (23, 24) que les "adduits" thymine ou thymidine-psoralène ont 

été isolés et complétement caractérisés (pour revue, voir 28). C'est la 

réalisation de la photoréaction dans des systèmes figés, tels des solutions 

gelées ou des mélanges solides qui permit de limiter la dimérisation du 

psoralène. Mais cette approche n'est pas sélective : de nombreux isomères 

difficiles à séparer sont obtenus avec des rendements en produits transformés 

très faibles ( 1 à 2 % ) .  

Cette méthode est encore limitée par l'utilisation d'excès de 
-.i 

thymidine (10 fois pour limiter la dimérisation) et par la grande surface de 

ou nombre d'irradiations successives nécessaires à la transformation de 

quantités importantes de produit. 



f i l m s  à i r r a d i e r  compte-tenu de l a  t r è s  f a i b l e  p é n é t r a t i o n  de l a  l u m i è r e  dans 

l e s  s o l i d e s .  Il n ' e s t  donc pas env isageable  d ' u t i l i s e r  c e t t e  méthode à des 

f i n s  p répa ra t i ves .  

L ' i d é e  de dépa r t  de ce t r a v a i l  e s t  l a  mise à p r o f i t  de l a  

pho toadd i t i on  i n t r a m o l é c u l a i r e  thymine-psoralène mis en évidence au cours  de 

t ravaux  a n t é r i e u r s  : 

En remplaçant l a  thymine par  l a  thymid ine  e t  l a  chaîne a l cane  par  

une chaîne pouvant ê t r e  é l im inée ,  on peu t  penser u t i l i s e r  l ' app roche  

i n t r a m o l é c u l a i r e  pour p répare r  un "addu i t "  thymid ine  ( 5 , 6 0 3 , 4 )  psora lène  

c i s - a n t i  : 



La première p a r t i e  de ce t r a v a i l  cons i s te ra  en l a  synthèse de 

composés assoc ian t  l a  thymid ine au psora lène par  une chaîne hydro lysab le  e t  s i  

p o s s i b l e  s t a b l e  photochimiquement (dans nos c o n d i t i o n s  d ' i r r a d i a t i o n ,  à 

365 nm). 

Les modèles mo lécu la i res  semblent montrer  que l e  p o i n t  d'accrochage 

de l a  chaîne sur  l a  thymidine, l e  p l u s  f avo rab le  à l a  pho toadd i t i on  e s t  l a  

f o n c t i o n  hydroxy le  5' du désoxyr ibose ( p l u t ô t  que l a  f o n c t i o n  hydroxy le  3'). 

Thymidine - 14 

Les r é s u l t a t s  a n t é r i e u r s ,  dans l a  s é r i e  des chaînes alcanes, n ' o n t  

pas montré d ' i n f l u e n c e  de l a  longueur de l a  chaîne (de 2 à 12  atomes de 

carbone),  sur  l a  n a t u r e  de l a  pho toadd i t ion .  

Nous avons re tenu  deux types  de chaîne hydro lysab le  : carbonate avec 

Z=-C- e t  d i e s t e r  de l ' a c i d e  succ in ique  avec Z=-C-(CH ) -C-. 
II 11 2 2 1 1  
O O O 

Les composés à s y n t h é t i s e r  son t  l e s  s u i v a n t s  : 



B. C O M P O S E S  A S S O C I A N T  L A  T H Y M I D I N E  

P A R  S A  P O S I T I O N  5'  A U  P S O R A L E N E  : 

1. SYNTHESE : 

La thymid ine  - 74 e t  l ' h y d r o x y - 5  psora lène  - 3 don t  nous avons vu l a  

p r é p a r a t i o n  dans l e  c h a p i t r e  précédent ,  se ron t  l e s  p r o d u i t s  de dépa r t  de nos 

synthèses. Leur couplage se f e r a  donc par l ' i n t e r m é d i a i r e  de d é r i v é s  acy l és  

sous forme de carbonate ou d ' e s t e r .  

1/ PREPARATION DE L'INTERMEDIAIRE PORTANT LA THYMIDINE : 

a. Choix de l'intermédiaire : 

L ' a c y l a t i o n  s é l e c t i v e  de l a  f o n c t i o n  hydroxy le  5 '  de l a  thymid ine  

n ' e s t  pas poss ib l e .  Il f a u t  donc d ' abo rd  p ro tége r  l a  f o n c t i o n  hyd roxy l e  3 ' .  

Ce t te  p r o t e c t i o n  ne peu t  pas se f a i r e  sé lec t i vement .  Par con t re ,  on s a i t  

p ro téger  sé lec t i vement  l a  f o n c t i o n  a l c o o l  en 5 '  par  des groupements encombrés. 

Ce son t  pa r  exemple des groupements s i l y l e  ( t e l  l e  t e r t i o - b u t y l d i p h é n y l s i l y l e )  

(71 ) ou t r i p h é n y l  méthyle ( t r i t y l e ,  monométhoxy-4 t r i t y l e  ou MMT, 

diméthoxy-4,4' t r i t y l e  ou DMT) (72-75).  

On r é a l i s e r a  donc d 'abord  une première p r o t e c t i o n  en 5 '  p u i s  on 

p ro tégera  l a  f o n c t i o n  a l c o o l  3 '  e t  e n s u i t e  on l i b é r e r a  sé lec t i vement  l a  

f o n c t i o n  a l c o o l  5 '  : 



Pour la première protection en 5' nous avons retenu le groupement 

trityle pour sa facilité et sa sélectivité d'introduction et également sa 

facilité d'élimination dans des conditions acides (72, 73). 

Compte-tenu de ce premier choix, il fallait ensuite choisir un 

groupement protecteur en 3' qui réponde aux exigences suivantes : 

- stabilité aux conditions d'hydrolyse du groupement trityle. 
- stabilité aux cours des étapes ultérieures de synthèse (acylation en 

5' pour introduire la chaîne sous forme de carbonate ou de 

succinate). 

- stabilité photochimique ( à  365 nm) : il serait intéressant de 

conserver ce groupement pendant l'irradiation, car on pourrait ainsi 

économiser une étape de synthèse. 

Le groupement acétyle répond bien à ces exigences. Nous préparerons 

donc la O-acétyl-3' thymidine - 17 comme intermédiaire de tous les composés 

associant la thymidine par sa position 5' au psoralène. 

b. Schéma de synthèse de la O-acétyl-3' thymidine 17 : 

La préparation de la O-acétyl-3' thymidine - 17 est décrite dans la 

littérature en trois étapes (72, 73) : 11 Tritylation 21 Acétylation 

31 Détritylation en milieu acide. 

Nous avons remplacé le groupement trityle du procédé initial par son 

dérivé, le diméthoxy-4,4' trityle (DMT). Ces groupements sont introduits à 

partir des chlorures correspondants. Le groupement DMT a été choisi tout 

d'abord car son chlorure est plus réactif que le chlorure de trityle tout en 

étant aussi sélectif. D'autre part, il s'élimine dans des conditions acides 

plus douces que le trityle (76). 



c .  Préparation de la O-acétyl-3' thymidine - 17 : 

lère étape, la tritylation : 

La réaction de tritylation de la thymidine - 14 par le chlorure de 

diméthoxy-4,4' trityle se fait dans la pyridine anhydre à froid (O à 4 O C ,  

16h). 
.te 

L'intermédiaire 15"  est obtenu pur avec un rendement de 90% après - 

une purification simple : dissolution dans du benzène chaud et précipitation 

de la solution obtenue par le n-hexane (75). 

.............................................................................. 
: Le dérivé 15 sera un intermédiaire clef dans la synthèse des modèles dans 

lesquels la thymidine est reliée par sa position 3' au psoralène en 

position 5. 



Le spec t re  de RMN (CDC13) du composé obtenu montre un s i n g u l e t  

c a r a c t é r i s t i q u e  du groupe méthoxy phényle ( 6 = 3,70 ppm). 

Le p o i n t  de f u s i o n  (F=116-117°C) e s t  t o u t  à f a i t  comparable à c e l u i  

d é c r i t  dans l a  l i t t é r a t u r e  (F=115-118°C) (75) .  

2ème étape, l ' a c é t y l a t i o n  : 

La r é a c t i o n  d ' a c é t y l a t i o n  de l a  thymid ine  protégée en 5 ' ,  a  é t é  

d é c r i t e  dans l a  l i t t é r a t u r e  (72, 73) .  

Les c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s  c l ass i ques  u t i l i s e n t  l ' a n h y d r i d e  acé t i que  

dans l a  p y r i d i n e  anhydre à température ambiante pendant 15 à 24 h.  

Nous avons u t i l i s é  ces c o n d i t i o n s  q u i  donnent de bons rendements. 

L ' u t i l i s a t i o n  de l a  N,N-diméthylamino-4 p y r i d i n e  a  permis de ramener l e  temps 

de r é a c t i o n  à une ou deux heures. 

La O-acéty l -3 ' ,  (d iméthoxy-4,4 '  t r i t y 1 ) - 5 '  t hym id i ne  - 16 a  é t é  

préparée de deux manières d i f f é r e n t e s .  

La première c o n s i s t e  en une a c é t y l a t i o n  d i r e c t e  du d é r i v é  - 15 i s o l é .  

La deuxième c o n s i s t e  à prendre l a  thymid ine  - 14 de dépa r t  q u i  e s t  d 'abord  

t r i t y l é e  p u i s  a c é t y l é e  sans i so l emen t  de l ' i n t e r m é d i a i r e  - 15. C ' e s t  c e t t e  

deuxième méthode q u i  s ' e s t  avérée l a  p l u s  i n t é r e s s a n t e  pour  des r a i s o n s  de 

r a p i d i t é  e t  de m e i l l e u r  rendement. 

L ' i n t e r m é d i a i r e  - 16 a  é t é  u t i l i s é  sans p u r i f i c a t i o n  p r é a l a b l e  ; 

cependant il a  é t é  c a r a c t é r i s é .  Notamment en spec t roscop ie  i n f r a - rouge ,  on 

observe une nouve l l e  bande à 1720 cm-' q u i  e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  de l a  v i b r a t i o n  

de valence du C=O de l ' e s t e r  ca rboxy l i que  ; on no te  auss i  l a  d i s p a r i t i o n  de l a  

bande à 3500 cm-' ( v i b r a t i o n  de va lence de l a  f o n c t i o n  OH). 

Le spec t re  de masse ( i o n i s a t i o n  chimique par l e  méthane) montre 
1  

l ' i o n  m o l é c u l a i r e  ( ~ + = 5 8 6 ) .  Sur l e  spec t re  de RMN H (CDC1 ) on observe l e  
3  

s i g n a l  du méthy le  du groupe a c é t y l e  ( s i n g u l e t  ; 6 =2,05 ppm) e t  t o u j o u r s  l e  

s i n g u l e t  du méthoxy du groupement DMT ( 6 =3,70 ppm) . 
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3ème étape, la détritylation : 

Le groupement trityle et ses dérivés méthoxylés (MMT, DMT) sont très 

labiles en milieu acide. Les conditions opératoires classiques décrites dans 

la littérature utilisent l'acide acétique à 80 % dans l'eau et à chaud (lOO°C 

ou à reflux) (72, 73). De nombreux autres réactifs ont été également utilisés 

(76). 

Pour éliminer le groupement DMT qui est le plus labile des trois, 

nous avons d'abord utilisé l'acide acétique à 80 % dans l'eau à chaud. 

Ensuite, l'utilisation de l'acide benzène sulfonique à froid (76) nous a donné 

de meilleurs rendements. 

Le dérivé - 17 a été purifié par chromatographie sur silice. 11 a 

ainsi été obtenu après cristallisation dans le benzène avec un rendement de 

76 % à partir de la thymidine - 14 sans isolement de l'intermédiaire - 15. 

Le composé - 17 a été caractérisé par les méthodes spectroscopiques 

classiques. Le spectre de masse montre bien l'ion moléculaire (~+=284), de 

même que les coupures caractéristiques de la thymidine. 

En spectroscopie infra-rouge, on observe la réapparition de la bande 

de vibration de valence de la fonction OH (3500 cm-') libérée. 

Le spectre de RMN du proton (DMSO d ) est tout à fait comparable à 6 
celui de la littérature (77). 

Le composé - 17 constitue l'intermédiaire clé dans la synthèse des 

composés dans lesquels la thymidine est reliée par sa position 5' au 

psoralène. 

2/ ESSAIS DE SYNTHESE D'UN DERIVE ASSOCIANT LA THYMIDINE AU PSORALENE 

PAR UN PONT CARBONATE : 

Le groupement carbonate a été utilisé dans la synthèse d'analogues 

d'oligonucléotides dans lesquels le phosphate est remplacé par un carbonate. 

Les réactifs qui ont été utilisés pour introduire ce groupement sont le 

phosgène (78) et son dérivé, le chlorure de l'acide trichloro-2,2,2 

éthylcarbonique (79). Ce dernier a été choisi car il est d'utilisation plus 

facile et moins dangereuse que le phosgène. 



Pour p répare r  l e  composé d é s i r é  assoc ian t  l a  thymid ine e t  l e  

psora lène,  deux i n t e r m é d i a i r e s  q u i  p o r t e n t  l e  groupement t r i c h l o r o - 2 , 2 , 2  

é thy l ca rbona te  sont  envisageables,  l ' u n  sur  l a  thymid ine  e t  l ' a u t r e  su r  l e  

psora lène.  I l s  se ron t  couplés respect ivement  avec l ' h yd roxy -5  psora lène - 3 e t  

l a  O-acétyl-3 '  thymid ine  - 17 pour donner l e  composé recherché. 

Nous commencerons par  p répare r  l e  carbonate su r  l a  t hym id i ne  de 

façon à i n t r o d u i r e  l e  psora lène t r è s  coûteux l e  p l u s  t a r d  poss ib l e  dans l a  

synthèse. 

a. Synthèse de l ' i n t e r m é d i a i r e  18 p o r t a n t  l a  thymid ine  : 

~ " - F - o - ' " z - " l ,  

18 - OAc O 

La O-acétyl-3 '  thymid ine  - 17 e s t  e s t é r i f i é e  sur  sa f o n c t i o n  a l c o o l  5 '  

OH par l e  c h l o r u r e  de l ' a c i d e  t r i c h l o r o - 2 , 2 , 2  é thy lca rbon ique .  La r é a c t i o n  se 

f a i t  dans l a  p y r i d i n e  anhydre à température ambiante.  

La 0 - ( t r i ch l o ro -2 ,2 ,2  é thoxycarbony1)-5 ' ,  O-acétyl-3 '  thymid ine  - 18 a  

é t é  obtenue après p u r i f i c a t i o n  s u r  s i l i c e  avec un rendement f a i b l e  ( 10  % ) .  Ce 

f a i b l e  rendement peut  s ' e x p l i q u e r  par  l a  décomposi t ion due probablement à une 

c y c l i s a t i o n  i n t r a m o l é c u l a i r e  du composé recherché (a t t aque  n u c l é o p h i l e  par 

l ' oxygène  en p o s i t i o n  2  ass i s t ée  par  l ' a z o t e  en p o s i t i o n  3) .  Ce t te  c y c l i s a t i o n  

e s t  d ' a u t a n t  p l us  f a v o r i s é e  que l ' e s t e r  en p o s i t i o n  5 '  se t rouve  a c t i v é .  Le 

p r o d u i t  de décomposi t ion n ' a  pas é t é  i s o l é .  



OAc 

Le composé 18 a été caractérisé par différentes méthodes spectros- - 

topiques. Le spectre de masse (ionisation chimique par le méthane) montre bien 

l'ion moléculaire (M+=460), de même que les coupures (m/e=267 ; 

(M-c~H~o~c~~)') et celles de la thymidine (rn/e=242 ; 207 ; 126 ; 117). 

En spectroscopie infra-rouge, en plus de la vibration de valence du 

C=O de l'ester carboxylique (1720 cm-'), on observe la bande de vibration du 

carbonate ( 1745-1 770 cm-' ) . 
1 Sur le spectre de RMN H (DMSO d6), on trouve le singulet corres- 

pondant au méthylène du groupement trichloroéthoxy ( b = 4,90 ppm) ainsi que 

les signaux correspondant aux différents protons du résidu O-acétyl-3' 

thymidinyle. 

Devant le faible rendement de formation de l'intermédiaire portant 

la thymidine, la synthèse du trichloro-2,2,2 éthoxycarboxylate de 

furo(3,2-g)coumarinyle-5 - 19 s'est imposée. 

b. Synthèse de l'intermédiaire 19 portant le psoralène : 

La synthèse de l'intermédiaire 19 a été réalisée dans les mêmes - 

conditions que celles qui ont permis la synthèse du dérivé 18. - 

Le trichloro-2,2,2 éthoxycarboxylate de (furo(3, 2-g)coumarinY1.)5 2 
a été obtenu avec un rendement de 60 % après purification sur silice et 

cristallisation dans l'éther éthylique. 



Toutes l e s  c a r a c t é r i s a t i o n s  physico-chimiques r é a l i s é e s  sur  ce 

composé con f i rment  l a  s t r u c t u r e  proposée. Le spec t re  de masse montre l ' i o n  

mo lécu la i r e  ( ~ + = 3 7 8 ) ,  de même que l e s  coupures c a r a c t é r i s t i q u e s  du noyau 

psora lène (m/e=202 ; (PSOOH)+) ; (m/e=174 ; (PSOOH-CO)') . 
En spec t roscop ie  i n f  ra-rouge on observe une bande l a r g e  (171 0-1 790 

- 1  
cm ) q u i  correspond à l a  v i b r a t i o n  de valence de C=O du carbonate.  

1  
Le spec t re  de RMN H (DMSO dg) montre b i e n  l e  s i n g u l e t  du méthylène 

du groupement t r i c h l o r o - 2 , 2 , 2  é thoxy ( 6 =5,10 ppm). 

Ces r é s u l t a t s  son t  con f i rmés  par  l ' a n a l y s e  é lémenta i re .  

c. Essa is  de couplage : 

Ayant préparé l e s  deux i n t e r m é d i a i r e s  carbonatés - 1 8  e t  - 19 poss ib l es ,  

nous pouvons à p résen t  t e s t e r  l e u r  couplage respect ivement  avec l ' h yd roxy -5  

psora lène - 3  e t  l a  O-acétyl-3 '  thymid ine  - 17. 

La condensat ion du 5HP - 3  sur  des composés analogues au composé 18 - 
n ' a  pas, à n o t r e  connaissance, é t é  d é c r i t e .  Par con t re ,  dans l e  cas des 

nuc léos ides,  l a  condensat ion de l a  O - t r i t y l - 5 '  thymid ine  sur  l ' u r i d i n e  

protégée en 2 ' , 3 '  e t  f o n c t i o n n a l i s é e  en 5 '  par  l e  groupement t r i c h l o r o - 2 , 2 , 2  

é thy lca rbona te  a  é t é  r é a l i s é e  dans l a  N,N-diméthylformamide en présence 

d ' hyd ru re  de sodium (79) .  



* Essa is  de couplage du composé 18 e t  du 5HP - 3 : 

Les i n t e r m é d i a i r e s  - 3 e t  - 18 o n t  é t é  m is  en r é a c t i o n  dans l a  DMF à 

70°C en présence de carbonate de potassium. Au bout  de p l u s i e u r s  heures de 

chauffage, aucun p r o d u i t  de couplage n ' e s t  v i s i b l e  en CCM. En e f f e t ,  l e  

p r o d u i t  de couplage d o i t  se r é v é l e r  à l a  cys té i ne  s u l f u r i q u e  ( r é a c t i f  

s p é c i f i q u e  des désoxyr ibonuc léos ides)  e t  il d o i t  également absorber l a  lumiè re  

à 365 nm en r a i s o n  de l a  présence du noyau psora lène.  

Par con t re ,  une décomposi t ion du composé - 18 e s t  cons ta tée .  Dans l e s  

c o n d i t i o n s  basiques u t i l i s é e s ,  on d o i t  couper l a  f o n c t i o n  a c é t y l e  en 3 '  e t  

également provoquer l a  c y c l i s a t i o n  i n t r a m o l é c u l a i r e  du composé - 18, c y c l i s a t i o n  

que nous av ions  d i scu tée  l o r s  de l a  synthèse de ce composé. 

Après c e t  échec, l a  condensat ion a  é t é  ten tée  à nouveau dans l a  DMF 

à température ambiante en remplaçant l e  carbonate de potass ium par  l ' h y d r u r e  

de sodium en p r o p o r t i o n  s toechiométr ique.  Là encore, on n ' obse rve  pas l a  

f o rma t i on  de p r o d u i t  de couplage b i e n  q u ' i l  ne se p rodu i se  pas dans ces 

c o n d i t i o n s  de décomposi t ion des p r o d u i t s  de dépa r t .  



* Essa is  de couplage du composé - 19 e t  de l a  O-acétyl-3 '  

t hym id i ne  - 17 : 

Les composés 17  e t  - 19 o n t  é t é  m i s  en r é a c t i o n  dans l a  DMF à 

température ambiante en présence d ' hyd ru re  de sodium. La r é a c t i o n  a  é t é  s u i v i e  

par CCM. Aucun p r o d u i t  de condensat ion n ' e s t  apparu. Par c o n t r e  l a  f o rma t i on  

du 5HP - 3 e t  du composé - 18 a é t é  mise en évidence par comparaison en C C M  avec 

des é c h a n t i l l o n s  témoins. 

I l  se p r o d u i t  donc l a  r é a c t i o n  su i van te  : 

On peu t  donc conc lu re  que l ' h yd roxy -5  psora lène e s t  m e i l l e u r  groupe 

p a r t a n t  que l e  groupe t r i c h l o r o - 2 , 2 , 2  éthoxy e t  que l e  couplage n ' e s t  pas 

p o s s i b l e  en u t i l i s a n t  l e s  i n t e r m é d i a i r e s  - 17 e t  - 19. 

Après ces échecs, on peu t  env isager  l a  synthèse en u t i l i s a n t  l e  

phosgène. C e t t e  u t i l i s a t i o n  posera sans doute l e  problème de l a  f o r m a t i o n  de 

dimère. Avant de con t i nue r  p l u s  avan t  dans c e t t e  d i r e c t i o n ,  nous avons p r é f é r é  

exp lo re r  l a  synthèse du composé - 21 assoc ian t  thymid ine  e t  psora lène  par  un 

pon t  d i e s t e r  de l ' a c i d e  succ in ique.  



3. SYNTHESE DU COMPOSE - 21 ASSOCIANT LA THYMIDINE AU PSORALENE PAR 

UN PONT DIESTER : 

Dans cette synthèse, il faut préparer un intermédiaire qui est un 

monoester de l'acide succinique et qui porte l'un des deux motifs à coupler. 

Entre les deux intermédiaires possibles, nous avons choisi de préparer d'abord 

celui qui porte le résidu thymidine, ceci toujours en raison du coût élevé du 

psoralène de départ. 

a.  Synthèse de la O-acétyl-3', O-(carboxy-3 propanoy1)-5' 

thymidine 20 : 

Le groupement succinyle est très employé dans la synthèse 

d'oligonucléotides sur supports solides (76, 80). En général, on part de la 

O-(carboxy-3 propanoy1)-3' , O-trityl (MMT ou DMT)-5' thymidine qui est fixée 

sur le support par sa fonction acide (80). On peut aussi coupler la O-trityl 

(MMT ou DMT)-5' thymidine à un support solide préalablement fonctionna1 isé par 

l'anhydride succinique (76). 

La chaîne de l'oligonucléotide est construite par détritylations et 

couplages successifs. 

Lors de la synthèse du nucléoside de départ, pour réaliser une 

monoestérification de l'acide succinique, les auteurs font réagir le 

nucléoside protégé en 5' par un trityle (MMT ou DMT) avec l'anhydride 

succinique en présence de N,N-diméthylamino-4 pyridine (DMAP) (80). 

Nous avons utilisé ces conditions pour préparer l'intermédiaire - 20. 

7 
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L ' e s t é r i f i c a t i o n  de l a  O-acétyl-3 '  thymid ine  - 17 par  l ' a n h y d r i d e  

succ in ique  a é t é  r é a l i s é e  en présence de N,N-diméthylamino-4 p y r i d i n e  dans l e  

dichlorométhane à température ambiante. 

La O-acétyl-3 ' ,  O-(carboxy-3 propanoy1)-5 '  thymid ine  - 20 e s t  obtenue 

avec un rendement supér ieu r  à 90 % après p u r i f i c a t i o n  par  chromatographie su r  

s i l i c e .  E l l e  peu t  ê t r e  c r i s t a l l i s é e  dans l e  mélange c h l o r u r e  de méthylène - 

é the r  de p é t r o l e .  

Les c a r a c t é r i s a t i o n s  physico-chimiques con f i rmen t  l a  s t r u c t u r e  
1 

proposée. Le spec t re  de RMN H (DMSO dg) montre un mass i f  l a r g e  ( 6 = 12,3 ppm) 

q u i  correspond au p ro ton  de l a  f o n c t i o n  ac ide  ca rboxy l i que  (échange avec D20). 

En p l u s  des signaux du r é s i d u  O-acétyl-3 '  thy rn id iny le ,  on observe l e  m u l t i p l e t  

correspondant aux p ro tons  de l a  chaîne s u c c i n y l e  ( 6  = 2,40 ppm). 

Dans l e  spec t re  de masse ( i o n i s a t i o n  ch imique par  l e  méthane), on 

t r o u v e  1 ' i o n  mo lécu la i r e  (m/e=385 ; (M+1)+). 

En spec t roscop ie  i n f r a - r o u g e  on cons ta te  que l a  bande de v i b r a t i o n  

de va lence de l a  f o n c t i o n  a l c o o l  (3500 cm-') d i s p a r a i t ,  ce q u i  témoigne de 

l ' e s t é r i f i c a t i o n  de c e l l e - c i .  Par con t re ,  on observe une bande t r è s  l a r g e  

(2650-3200 cm-' ) q u i  cor respond à l a  v i b r a t i o n  de l a  f o n c t i o n  ac ide.  

Tous ces r é s u l t a t s  son t  con f i rmés  par  l ' a n a l y s e  é lémenta i re .  

Le composé - 20 c o n s t i t u e  l ' i n t e r m é d i a i r e  c l é  f o n c t i o n n a l i s é  q u i  

pe rme t t r a  d 'accéder  aux composés assoc ian t  l a  t hym id i ne  par  sa p o s i t i o n  5 '  au 

psora lène en p o s i t i o n  5 ou 8. 

b. Couplage du d é r i v é  20 avec le 5HP 3 : o b t e n t i o n  du composé 21 : 

tJPO-:-(CHJ2-c 'OH //O 

OAc O 
D C C  



Le couplage du composé - 3 avec l ' i n t e r m é d i a i r e  - 20 c o n s i s t e  en 

l ' e s t é r i f i c a t i o n  d ' u n  phénol. 

L ' e s t é r i f i c a t i o n  du 5HP - 3 par l e  composé - 20 e s t  p o s s i b l e  en 

u t i l i s a n t  des r é a c t i f s  de couplage comme l e  N,N'-dicyclohexylcarbodiimide 

(DCC). 

Le N,N'-dicyclohexylcarbodiimide e s t  couramment u t i l i s é  en synthèse 

pep t i d i que .  Son inconvén ien t  r é s i d e  dans l a  f o r m a t i o n  de N-acyl urée q u i  dans 

c e r t a i n s  cas peut l i m i t e r  l e  rendement en p r o d u i t  d é s i r é .  Les couplages sont  

généralement r é a l i s é s  dans l e  dichlorométhane, l e  ch lo ro fo rme e t  

l ' a c é t o n i t r i l e  à température ambiante.  

Nous avons donc essayé l e  couplage du 5HP - 3 e t  du composé - 20 avec l e  

DCC à température ambiante dans l e  mélange dichlorométhane-acétonitrile 

(50:50) .  Après une à deux heures,  on cons ta te  en CCM l a  présence du p r o d u i t  de 

couplage q u i  se r é v è l e  à l a  c y s t é i n e  s u l f u r i q u e  (présence de thymid ine)  e t  de 

p l u s  absorbe l a  l um iè re  à 365 nm (présence de psora lène) .  A cô té  de ce p r o d u i t  

on cons ta te  l a  présence d 'une impure té  en p r o p o r t i o n  impor tan te  (20-30 % en 

CCM). C e t t e  impureté se r é v è l e  à l a  cys té i ne  s u l f u r i q u e  mais e l l e  n 'absorbe  

pas l a  l um iè re  à 365 nm. 

11 s ' a g i t  donc probablement de l a  N-acylurée. Sa s t r u c t u r e  a  é t é  

conf i rmée par RMN du p ro ton  e t  pa r  spec t romé t r i e  de masse haute r é s o l u t i o n .  

La q u a n t i t é  de N-acylurée - 22 formée a pu ê t r e  diminuée ( p r o p o r t i o n  

i n f é r i e u r e  à 10 % en CCM) en a j o u t a n t  l e  nuc léos ide  20 en t o u t  d e r n i e r  e t  par - 

f r a c t i o n s  successives.  



I L  f a u t  n o t e r  que dans l e  s o l v a n t  u t i l i s é  (CH3CN-CH C l  50:50),  l e  
2 2 

5HP - 3 n ' e s t  pas complètement so l ub le .  La d i s s o l u t i o n  se p r o d u i t  

progressivement au f u r  e t  à mesure de l 'avancement de l a  r é a c t i o n  ( e t  pendant 

que l a  N,N-dicyclohexylurée formée p r é c i p i t e ) .  Dans ces c o n d i t i o n s  l e  couplage 

e s t  fo r tement  r a l e n t i .  

Pour remédier à ce problème, nous avons u t i l i s é  l a  DMF comme 

so l van t .  Mais dans ces c o n d i t i o n s  l a  p r o p o r t i o n  de N-acylurée - 22 augmente 

considérablement.  

Dans l e  b u t  de l i m i t e r  l a  p r o p o r t i o n  de N-acylurée l o r s  des 

couplages par  l e  DCC, p l u s i e u r s  au teu rs  notamment dans l a  synthèse p e p t i d i q u e  

o n t  u t i l i s é  l a  N,N-diméthylamino-4 p y r i d i n e  (DMAP ; 10 % en mole) ( 81 ) .  Le 

couple  DMAP - c h l o r h y d r a t e  de DMAP a également é t é  u t i l i s é  ( 82 ) .  

Dans n o t r e  cas l ' a d d i t i o n  de ces r é a c t i f s  n ' a  pas permis de d iminuer  

de façon impo r tan te  l a  f o rma t i on  de N-acylurée - 22. 

Par con t re ,  l ' u t i l i s a t i o n  du méthyl-1 im idazo le  ( à  10 % en mole) a 

permis de l i m i t e r  encore l a  p r o p o r t i o n  de N-acylurée - 22, t o u j o u r s  dans l e  

mélange dichlorométhane-acétonitrile ( t r a c e s  en CCM). 

Le p r o d u i t  de couplage - 21 a é t é  i s o l é  après chromatographie sur  

s i l i c e  avec un rendement de 80 %. 11 a é t é  c a r a c t é r i s é  par  l e s  d i f f é r e n t e s  
1 

méthodes spect roscopiques.  Le spec t re  RMN H à 400MHz con f i rme l a  s t r u c t u r e  

proposée. Sur ce spec t re ,  on t r o u v e  l e s  s ignaux des d i f f é r e n t s  p ro tons  du 

noyau psora lène,  de l a  thymid ine  e t  de l a  chaîne succ iny l e .  

Dans l e  spec t re  de masse en i o n i s a t i o n  ch imique (méthane), on 

d i s t i n g u e  l ' i o n  mo lécu la i r e  ( ( ~ + 1 ) + = 5 6 9 ) ,  de même que l e s  coupures 

correspondant à l a  thymid ine  (m/e=243, (Thd+l )+ ; 127, (Thy+?)+) e t  au 

psora lène (m/e=202, (PSOOH)'). Le spec t re  de masse haute r é s o l u t i o n  a permis 

l ' a n a l y s e  des coupures observées. 

L ' ana l yse  CLHP montre l a  présence d ' u n  p r o d u i t  un ique.  

E n f i n  l ' a n a l y s e  é lémenta i re  a con f i rmé l a  s t r u c t u r e  e t  l a  p u r e t é  du 

p r o d u i t  obtenu. 



1 
Spectre de RMN H (400MHz ; CDC13) du composé - 21 

Remarque : 

L'équipe de B. CASTRO (83) a mis au point un réactif de couplage ; 

le benzotriazolyloxytris (diméthylamino) phosphonium hexafluorophosphate (BOP) 

permettant l'estérification des phénols et utilisé en synthèse peptidique. 

Nous avons essayé ce réactif dans les conditions décrites en 

présence de triéthylamine dans le dichlorométhane. Dans ces conditions on 

obtient le composé - 21 avec un rendement de 80 %. Cependant l'isolement s'est 

avéré difficile. Notons que le BOP est un agent de couplage coûteux. Nous 

n'avons donc pas retenu cette méthode qui n'améliore pas les rendements 

précédemment obtenus. 



II. ETUDE P H O T O C H I M I Q U E  

P H O T O R E A C T I V I T E  DU COMPOSE 2 1  : 

Nous avons synthétisé le composé - 21 dans lequel la thymidine est 

associée par sa position 5' au psoralène en position 5, à l'aide d'une chaîne 

succinyle. 

Nous allons à présent étudier la photoréactivité de ce composé. 

1/ ESSAIS PRELIMlNAlRES : 

Pour mettre en évidence et suivre la photoréaction, nous avons 

utilisé deux méthodes. La première est une mise en évidence des photoproduits 

formés par chromatographie liquide hautes performances (CLHP).  La deuxième 

consiste à suivre par RMN du proton l'évolution du produit de départ lors de 

son irradiation dans le tube de RMN. 

Etude CLHP, Influence du solvant et de la concentration : 

Dans un premier temps, nous avons irradié à 365 nm des solutions 

désoxygénées du composé - 21 dans différents solvants : le diméthylsulfoxide, 

l'acétonitrile et dans des mélanges d'eau et d'un solvant organique (10 à 

50 % ; éthanol, acétonitrile et N,N-diméthylformamide). 



-5 . Dans tous les cas et quelle que soit la concentration de 10 a 

I O - ~ M ,  on observe : 
- la disparition complète du composé de départ 

- la formation d'un même produit très majoritaire ( ~ 9 0  % en CLHP). Ce 

photoproduit n'absorbe plus la radiation 365 nm (CLHP), ce qui d'après les 

résultats de la littérature, indiquerait une photoaddition du côte p'yrone. En 

effet, il est connu que les "adduits" en 4',5' absorbent la lumière à 365 nm 

et pas les "adduits" en 3,4 (pour revue, voir 18). 

Figure 1 0  : Chromatogrammes CLHP d'une solution du composé - 21 dans le mélange 

H20-EtOH 50:50 (c=Io-~M) ,avant (1) et après 1 h30 d'irradiation à 

365 nm (II). 

Les solutions du photoproduit finalement obtenues ont été 

réirradiées à 254 nm. 11 est en effet connu que l'irradiation à 254 nm 

"d'adduits" (2+2) conduit à la coupure du cyclobutane et à la formation des 

produits de départ (30, revue 84). 

L'analyse CLHP montre la formation d'un mélange complexe de 

produits, parmi lesquels on peut identifier le composé de départ - 21. 

Ces résultats montrent que probablement l'irradiation du composé - 21 

à 365 nm conduit à une photoaddition (2+2). La "photoréversion" à 254 nm n'est 

pas très sélective et il est probable que cette radiation provoque de 

nombreuses coupures dans la molécule. 



Après ces résultats et avant d'isoler le photoproduit, il nous reste 

à déterminer sa nature : "photoadduit" thymidine-psoralène ou dimère du 

composé - 21 formé entre les doubles liaisons 3,4 de deux noyaux psoralènes ? 

1 b. Mise en évidence de la photoréaction par RMN H ( 6 0  MHz) : 

Dans cette étude, nous avons utilisé une solution du composé - 21 dans 

le DMSO d6 ( ~ = 3 , 5 . 1 0 - ~ ~ )  qui a été placée dans un tube de RMN. La solution a 

été ensuite désoxygénée par barbotage d'argon puis irradiée à 365 nm. 

L'évolution de la photoréaction est suivie par RMN du proton (60 

MHz). Le spectre obtenu a été comparé à celui du composé - 21. 

Le spectre enregistré après deux heures d'irradiation montre un 

dédoublement de tous les protons, en particulier des protons aromatiques à 

l'exception des protons 3 et 4 du noyau psoralène et du proton 6 du noyau 

thymine. 

On assiste à une disparition de ces protons de la région aromatique 

au fur et à mesure que le temps d'irradiation augmente (figure 11). Ceci 

montre que les doubles liaisons 3,4 du psoralène et 5,6 de la thyminesont 

saturées. 

Les blindages subis par les protons 3,4 du psoralène et 6 de la 

thymine sont importants ( > 2,s ppm). Le blindage du méthyle en position 5 de 

la thymine est de 0,2 ppm. 

Après conversion totale, la composition du mélange est vérifiée par 

CLHP. 11 s'est avéré que le mélange contient un seul photoproduit qui est 

identique à celui mis en évidence dans les solvants étudiés précédemment. 



Figure 11 : Comparaison des régions aromatiques des spectres de RMN du proton 

(60 MHz, OMS0 d6) du composé - 21 avant (1) et après 8h 
3 d'irradiation à 365 nm ( I I )  ; (L5.10- Ml. 

Toutes les observations faites en CLHP et en RMN sont en faveur 

d'une photoaddition intramoléculaire thymidine-psoralène en 3,4. Nous pouvons 

donc chercher à mettre au point l'isolement du photoproduit. 

2/ ISOLEMENT DU PHOTOPRODUlT 29 : 

Notre objectif étant l'utilisation de la photoréaction à des fins 

préparatives, nous avons cherché à nous placer à une concentration la plus 

élevée possible. 11 fallait donc utiliser un solvant organique polaire pour 

solubiliser le composé de départ. D'autres impératifs ont également déterminé 

le choix du solvant utilisé : notamment sa facilité d'élimination et son 

influence sur la vitesse de la photoréaction. 



a. I n f l u e n c e  du s o l v a n t  su r  l a  v i t e s s e  de pho to réac t i on  : 

L ' i r r a d i a t i o n  à 365 nm du composé - 21 à une concen t ra t i on  de I O - ~ M  a  

é t é  menée simultanément dans d i f f é r e n t s  s o l v a n t s  p o l a i r e s .  L ' ana l yse  CLHP a 

montré une n e t t e  i n f l u e n c e  du s o l v a n t  sur  l a  v i t e s s e  de pho to réac t i on .  Les 

v i t e s s e s  observées o n t  é t é  c lassées  par  o r d r e  déc ro i ssan t  : 

Eau-DMF ( 50 : 50) 

> Eau-CH3CN >> DMSO > CH3CN 

Eau-EtOH (50: 50) (50: 50) 

La présence d'eau augmente l a  v i t e s s e  de l a  pho to réac t i on  de façon 

impor tan te  mais l a  présence d ' u n  s o l v a n t  organique e s t  nécessa i re  pour opérer  

à I O - 3 ~ .  

b. P répa ra t i on  du p h o t o p r o d u i t  29 : 

Deux mélanges de s o l v a n t s  o n t  é t é  f i na l emen t ,  re tenus  : l e s  mélanges 

e a u - a c é t o n i t r i l e  (50:50) e t  eau-éthanol  (50:50). Le composé - 21 a é t é  i r r a d i é  à 

une concen t ra t i on  de 1 o - ~ M .  
Après i r r a d i a t i o n ,  une décomposi t ion du pho top rodu i t  a  é t é  observée 

l o r sque  c e l u i - c i  e s t  l a i s s é  quelques heures dans l a  s o l u t i o n  à température 

ambiante. On observe également une décomposi t ion du pho top rodu i t  l o r s  de 

l ' é v a p o r a t i o n  du s o l v a n t  organique b i e n  que c e l l e - c i  s o i t  r é a l i s é e  sous 

p ress i on  r é d u i t e  à température ambiante. Ce t t e  décomposi t ion e s t  p l u s  

impor tan te  l o r s q u ' o n  u t i l i s e  l e  système s o l v a n t  e a u - a c é t o n i t r i l e .  

Pour l a  p r é p a r a t i o n  du pho top rodu i t  - 29, l e  mélange eau-éthanol  

(50:50) a  donc é t é  u t i l i s é .  Après i r r a d i a t i o n  l e  pourcentage de convers ion  en 

pho top rodu i t  recherché e s t  de 98 à 100 % (CLHP). Pour é v i t e r  l e s  problèmes de 

décomposi t ion l i é s  à l ' é v a p o r a t i o n  de l ' é t h a n o l  en présence d'eau, l a  s o l u t i o n  

i r r a d i é e  a é t é  e x t r a i t e  d i rec tement  e t  t o u t  de s u i t e  après i r r a d i a t i o n  par du 

dichlorométhane. Après p l u s i e u r s  e x t r a c t i o n s ,  l a  t o t a l i t é  du pho top rodu i t  



passe dans l a  phase organique. C e t t e  phase a é t é  e n s u i t e  évaporée sous 

p ress i on  r é d u i t e  à température ambiante. Ce mode o p é r a t o i r e  l i m i t e  t r è s  

fo r tement  l a  décomposi t ion du pho top rodu i t .  

Cependant une chromatographie su r  s i l i c e  a  é t é  nécessa i re  pour une 

p u r i f i c a t i o n  complète.  Là encore, une décomposi t ion se p r o d u i t  l o r s  du passage 

sur s i l i c e .  En CCM, on v o i t  d ' a i l l e u r s  a p p a r a î t r e  l o r s  d ' é l u t i o n s  successives 

du pho top rodu i t ,  un nouveau composé t r è s  p o l a i r e .  L ' u t i l i s a t i o n  de l a  

chromatographie su r  s i l i c e  sous f a i b l e  p ress i on  a permis de l i m i t e r  c e t t e  

décomposi t ion.  Le rendement en pho top rodu i t  a i n s i  i s o l é  pur  e s t  de 60 à 70 %. 

3/ CARACTERISATION ET STRUCTURE DU PHOTOPRODUIT 29 : - 

a.  C a r a c t é r i s a t i o n  du pho top rodu i t  29 : 

En CCM, l e  t e s t  de r é v é l a t i o n  à l a  c y s t é i n e  s u l f u r i q u e  e s t  p o s i t i f ,  

ce q u i  i n d i q u e  l a  présence d ' un  désoxynucléoside dans l a  molécu le .  

L ' ana l yse  CLHP du composé dans d i f f é r e n t e s  c o n d i t i o n s  d ' é l u t i o n  

( i s o c r a t i q u e s )  montre t o u j o u r s  un s e u l  p i c .  

Le spec t re  de RMN'H  (400 MHz, C D C l  ) con f i rme l a  présence d ' u n  seu l  
3  

p r o d u i t  ( f i g u r e  12 ) .  On cons ta te  su r  ce spec t re  l a  d i s p a r i t i o n  des doubles 

l i a i s o n s  5,6 de l a  thymid ine  e t  3,4 du psora lène de l a  r é g i o n  aromat ique. Les 

au t res  p ro tons  aromat iques, c ' e s t  à d i r e  l e s  p ro tons  8, 4 '  e t  5 '  du psora lène 

sub issen t  des déplacements f a i b l e s .  Ceci  i nd i que  c l a i r emen t  l a  f o rma t i on  d 'un  

"photoaddui t "  thymid ine-psora lène me t t an t  en j e u  l a  double  l i a i s o n  pyrone. 



1 
F igure  12 : Comparaison des s p e c t r e s  de RMN H du composé 21 E t  du - 

p h o t o p r o d u i t  2 9 .  - 



Le spec t re  de masse obtenu par i o n i s a t i o n  ch imique (méthane) montre 

l ' i o n  mo lécu la i r e  (~+=568)  ( f i g u r e  131, c e  q u i  cor respond à l a  masse du 

composé de dépar t  - 21. Ce t t e  obse rva t i on  e s t  également en f aveu r  d 'une 

s t r u c t u r e  de type  "addui t "  i n t r a m o l é c u l a i r e  (2+2). 

On t rouve  également dans l e  spec t re  haute r é s o l u t i o n ,  l e s  coupures 

c a r a c t é r i s t i q u e s  du  noyau pso ra l ène  (m/e=202, PSOOH' ; 174, (PSOOH-CO)+), de 

l a  thymine (m/e=127, ( ~ h ~ + l ) + )  a i n s i  que l e s  coupures (m/e=367, (M-CI1H5O4)+ ; 

267, (M-Cl 5 ~ q 0 7 ) f ) .  

F igu re  13 : Spectre de masse ( i o n i s a t i o n  chimique par  l e  méthane) du 

pho top rodu i t  29. - 

Dans l e  spec t re  d ' a b s o r p t i o n  UV, on no te  l ' absence  d ' a b s o r p t i o n  

au-dessus de 320 nm, ce q u i  con f i rme  l a  s a t u r a t i o n  de l a  double  l i a i s o n  

pyrone. 11 e s t  en e f f e t  connu que l e s  "addui ts"  thymine-psoralène du cô té  

furane absorbent  fo r tement  dans l ' U V  proche (pour  revue, v o i r  18 ) .  

E n f i n ,  l ' i r r a d i a t i o n  à 254 nm du composé formé en s o l u t i o n  dans 

d i f f é r e n t s  so l van t s  a  é té  s u i v i e  pa r  CLHP. Lorsque l e s  temps d ' i r r a d i a t i o n  

sont  c o u r t s ,  l a  f o rma t i on  du composé de dépar t  - 21 a  é t é  observée de façon 

assez s é l e c t i v e .  C e t t e  i r r a d i a t i o n  à 254 nm a  également é t é  é t u d i é e  dans 

l ' é t h a n o l  p a r  spect rophotométr ie  UV. Sur l a  f i g u r e  14, nous remarquons deux 



points isobestiques caractéristiques de la présence de seulement deux composés 

en solution. Après 5 mn d'irradiation, le spectre obtenu est tout à fait 

superposable à celui du composé 21 (figure 15) ( A (figure 14 après 5 mn - ma x 
d'irradiation) = 248 nm ; X ma x 

(figure 15) = 247,5 nm. 

Figure 14 : Etude par spectrophotométrie UV de l'irradiation à 254 nm du 

photoproduit 29 dans 1 'éthanol (c=z. IO-'M). Temps d' irradiation : - 
O ( - 1  1mn (---SI, 3 mn (--4 et 5mn (-.-.-*). 

Figure 15 : Spectre UV du composé 3 (éthanol, C=Z.IO-~M). 

Tous ces résultats ainsi que l'analyse élémentaire montrent sans 

ambiguité que le photoproduit 29 résulte d'une photocycloaddition (2+2) - 

intramoléculaire entre les doubles liaisons 5.6 de la thymidine et 3,4 du 

psoralène. 

b .  Détermination par RMN de la stéréochimie du cyclobutane : 

11 faut d'abord noter, que compte-tenu de la longueur de la chaîne 

liant la thymidine au psoralène, la structure syn est quasiment impossible à 

obtenir. 



- 88 - 

a )  Attr ibut ion des signaux : 

1 
En r a i s o n  de l a  comp lex i té  du s p e c t r e  de RMN H à 400 MHz (CDC13), 

une étude par RMN à deux dimensions (COSY 45) a é t é  nécessa i re  pour a t t r i b u e r  

l e s  s ignaux observés. 

1 Figure 16a : Diagramme de c o r r é l a t i o n  en RMN H 2D (400 MHz, COSY 45) obtenu 

pour l e  composé 29 dans CDC13. - 



1 
Figure 16b : Diagramme d e  corrélation en RMN H 2D (400 MHz, COSY 45) obtenu 

pour les protons du cyclobutane du composé 29. - 



L ' i n t e r p r é t a t i o n  du s p e c t r e  à p a r t i r  des c o r r é l a t i o n s  en deux 

dimensions a  e n s u i t e  é t é  con f i rmée par  une s é r i e  d'homodécouplages. 

En f i n ,  pour l e s  mass i f s  complexes des s i m u l a t i o n s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  

(programme BRUKER PANIC). 

Ces s imu la t i ons  o n t  con f i rmé  l e s  a t t r i b u t i o n s  f a i t e s  e t  o n t  permis 

d ' a f f i n e r  l e s  va l eu rs  de 6 e t  de J. Pour exemple, l a  f i g u r e  17 r e p r o d u i t  l e s  
4 -G 

signaux expérimentaux e t  s imu lés  obtenus pour l e s  p ro tons  H 4~ H51 y Hg" du 

désoxyr ibose. 

1 Figure - 17 : Etude RMN H (400 MHz, CDC13,  LAOCOON 111) du composé 29 ; signaux - 

expérimentaux ( a )  e t  s imu lés  ( b )  des p ro tons  H4., 
Hg,,  Hg,, du 

désoxyr ibose. 

Les p ro tons  Hg' e t  Hg,, é t a n t  géminés, l a  s i m u l a t i o n  a  é t é  f a i t e  en 

i n t r o d u i s a n t  des cons tan tes  de couplage néga t i ves  pour ces p ro tons .  



La même étude a é t é  r é a l i s é e  pour l e s  s ignaux du cyc lobu tane  

( f i g u r e  18) .  

1 
F igu re  18 : Etude RMN H (400 MHz, CDC13,  LAOCOON 111) du composé - 29 : signaux 

expérimentaux (a )  e t  s imulés ( b )  des p ro tons  du cyc lobutane.  

A p a r t i r  de c e t t e  analyse, tous  l e s  s ignaux du spec t re  o n t  pu ê t r e  

a t t r i b u é s .  

Les p ro tons  du cyc lobutane appara issen t  sous l a  forme ( f i g u r e  18)  : 

- d 'un  doub le t  à env i r on  3,4 ppm q u i  i n t è g r e  pour un p ro ton .  Ce doub le t  

se r é v è l e  ê t r e  un "doub le t  de double t "  en e f f e c t u a n t  une a m é l i o r a t i o n  

de r é s o l u t i o n .  

- d ' u n  mass i f  p résen tan t  c i n q  r a i e s  à e n v i r o n  4 , l  ppm q u i  i n t è g r e  pour 

deux p ro tons .  

En i r r a d i a n t  à 3,4 ppm, l e  massi f  à 4 , l  pprn se s i m p l i f i e  en qua t re  

r a i e s  ana lysab les  comme un système AB. Les v a l e u r s  des déplacements chimiques 

e t  des constantes de couplage des p ro tons  du cyc lobutane o n t  é t é  déterminées 

après un a f f i nement  pa r  s i m u l a t i o n  ( t ab l eau  5 ) .  A p a r t i r  de c e t t e  é tude,  il 

n ' e s t  pas p o s s i b l e  d ' a t t r i b u e r  sans ambigu i té  l e s  s ignaux à 4,10 e t  à 3,46 ppm 

à l ' u n  p l u t ô t  qu 'à  l ' a u t r e  p r o t o n  PsoCC e t  ThyC H 6- 



0) Comparaison avec les résul ta ts  antérieurs : 

La dé te rm ina t i on  de l a  s té réoch im ie  du cyc lobutane,  p e u t  se f a i r e  par 

comparaison avec l e s  r é s u l t a t s  obtenus dans l a  s é r i e  des composés Thy-Cn-5Pso 

à chaîne a lcane.  

Dans c e t t e  s é r i e ,  l ' é t u d e  r a d i o c r i s t a l l o g r a p h i q u e  ( r é a l i s é e  dans l e  

l a b o r a t o i r e  du D r .  H. HOSPITAL à Bordeaux) des "addui ts"  formés avec n=2 e t  

n=4 a  permis  de l e u r  a t t r i b u e r  une s té réoch im ie  c i s - a n t i  ( rappe lons  que l a  

s té réoch im ie  syn n ' e s t  pas p o s s i b l e  en r a i s o n  de l a  p o s i t i o n  d 'accrochage de 

l a  chaîne en 5 su r  l e  psora lène) .  

Figure 19 : S t r u c t u r e  e t  vue en pe rspec t i ve  des "photoaddui ts"  de l a  s é r i e  

Thy-C -5Pso (n=2 e t  4 ) .  n  

Une étude CLHP" a  montré que c e t t e  s té réoch im ie  e s t  l a  même q u e l l e  

que s o i t  l a  longueur  de l a  chaîne (n=2 à 6 e t  12 ) .  

= temps de rétention du 

= temps de rétention du 

photoproduit observé 

modèle Thy -C  -5PS0 de départ. 
n 

L'alignement de tous les points constitue un indice très fort en faveur d'une structure 
équivalente pour tous les photoproduits. Les valeurs proches des rapports d'absorption A 2 5 4 / 2 8 0  

de ces photoproduits confortent également cette conclusion. 



1 
Les "photoaddui ts"  i s o l é s  pour  n=2, 4 e t  12 o n t  é t é  é tud iés  par  RMN H 

(~OOMHZ, CDC13). Les va leurs  des déplacements chimiques e t  l e s  constantes de 

couplage t rouvées  pour l e s  p ro tons  des d i f f é r e n t s  cyc lobutanes son t  comparées 

à c e l l e s  obtenues pour l e  composé - 2 9  dans l e  t ab l eau  5. 

:Photoprodui t :  PsoC H : T h y C z  - ou : PsoC H ou : ThyC5-CH3 : 4- 3-- 

: 6 ppm : JIHz : J2Hz : 6 ppm : JIHz : 6 ppm : J2Hz : 6 ppm : 

.............................................................................. 

Tableau 5 : Etude comparée pa r  RMN'H (400 MHz, CDC13) des déplacements 

chimiques e t  cons tan tes  de couplage des p ro tons  du cyc lobutane du 

composé - 29  e t  des "photoaddui ts"  obtenus à p a r t i r  des modèles 

Thy-C -5Pso (n=2, 4 e t  12 )  n 

Dans l e  t ab l eau  5, on peu t  v o i r  t o u t  d ' abo rd  que l e s  déplacements 

chimiques des p ro tons  por tés  pa r  l e s  d i f f é r e n t s  cyc lobutanes son t  v o i s i n s  pour 

tous  l e s  composés ( l ' é c a r t  maximum pour  un même p r o t o n  e s t  de 0,22 ppm). Il en 

e s t  de même pour l e  déplacement chimique des p ro tons  du méthyle ( l ' é c a r t  

maximum e s t  de 0,11 ppm). En ce  q u i  concerne l e s  constantes de couplage, e l l e s  

sont  t o u t e s  t r è s  proches : 8,45 - + 0,25 Hz e t  7,30 - + 0,20 Hz. 

Nous pouvons conc lu re  à une même s té réoch im ie  pour t ous  ces 

cyc lobutanes.  Le composé - 29 p résen te  donc une s té réoch im ie  c i s - a n t i .  



7' )  Comparaison avec l e s  données de l a  l i t t é r a t u r e  : 

Rappelons que ces r é s u l t a t s  sont en accord  avec l e s  va l eu rs  données 

dans l a  l i t t é r a t u r e  : 

- Pour l e s  "addu i t s "  thymid ine  (5 ,6  0 3,4) 8MOP i s o l é s  par  J. 

CADET e t  C o l l .  (331, on no te  des d i f f é r e n c e s  impor tan tes  pour l e  déplacement 

chimique des p ro tons  du groupement méthyle (D 0 )  : 1,68 ppm pour l e s  d é r i v é s  2  
c i s  e t  Ippm pour l e s  "addu i t s "  t r a n s  (b l indage  du méthy le  en p o s i t i o n  t r a n s  dû - 

à sa p r o x i m i t é  du noyau benzénique du psora lène) .  La v a l e u r  t rouvée  pour nos 

composés (CDC13) se s i t u e  à 1,61 - + 0,07 ppm ( l e  déplacement chimique des 

p ro tons  du groupement méthy le  du composé de dépa r t  - 21 e s t  de 1,81 ppm). 

Les va leu rs  obtenues pour l e s  constantes des p ro tons  du cyc lobu tane  

(8,45 - + 0,25 Hz e t  7,30 + 0,20 Hz) son t  v o i s i n e s  de c e l l e s  observées pour des - 

"addui ts l '  c i s  : - 

- "addu i t "  thymid ine  (5 ,6  0 3,4) 8MOP c i s - syn  (D20) : J=7,6 e t  10Hz ( 3 3 ) .  

- "addu i t "  d iméthyl-1,3 thymine (5,6 O 3,4)  8MOP (CDC13) : c i s - a n t i  : 

J=7,3 e t  8,1Hz, c i s -syn  : J=8,3 e t  9,5Hz ( 2 4 ) .  

6 ) Conc lus ion de l ' é t u d e  par RMN : 

1  La comparaison des r é s u l t a t s  de l ' é t u d e  par  RMN H  du composé 29 avec - 

ceux obtenus précédemment dans l a  s é r i e  Thy-Cn-5Pso e t  ceux d é c r i t s  dans l a  

l i t t é r a t u r e  i nd i que  c l a i r emen t  une c o n f i g u r a t i o n  c i s - a n t i  pour l e  p h o t o p r o d u i t  

i s o l é .  

Un t e l  "addu i t "  admet deux formes d ias té réo isomères  en r a i s o n  de l a  

c h i r a l i t é  au n iveau  du désoxyr ibose.  Suivant l a  face  de l a  thymid ine  ( d é f i n i e  

par  r a p p o r t  au suc re )  su r  l a q u e l l e  s ' a d d i t i o n n e  l a  double l i a i s o n  du 

psora lène,  on peut  former l e s  deux d ias té réo isomères  s u i v a n t s  : 



1 Le spec t re  de RNN H à 400 MHz e t  l ' a n a l y s e  CLHP montrent  que l a  

pho toadd i t i on  c o n d u i t  t r è s  sé l ec t i vemen t  ( > 9 5  %)  à un s e u l  d ias téréo isomère.  

Notons en e f f e t ,  que de t e l s  d ias té réo isomères  d o i v e n t  p résen te r  des 

d i f f é r e n c e s  dans l e u r  spec t re  de 8MN : 

J. CADET e t  C o l l .  (33)  o n t  i s o l é  e t  séparé t r o i s  couples de 

d ias té réo isomères  "d 'addu i t s "  Thd (5.6 O 3.4) 8MOP ( c i s - a n t i ,  c i s - syn  e t  
1  

t rans -syn) .  Les c a r a c t é r i s t i q u e s  de RMN H (D20) des deux d ias té réo iosmères  du 
- 

couple c i s - syn  on t  é t é  d é c r i t e s .  On cons ta te  des d i f f é r e n c e s  des déplacements 

chimiques no tab les  pour prat iquement  t o u s  l e s  p ro tons  ( j u s q u ' à  0,3 ppm pour l e  

p ro ton  H du désoxyr ibose e t  j u s q u ' à  0 , l  pprn pour l ' u n  des p ro tons  du 2 ' 
cyc lobu tane) .  

11 en e s t  de même pour l e s  d i f f é r e n t s  "addu i t s "  thymid ine-psora lène 

i s o l é s  à p a r t i r  de l 'ADN ( revue 29) .  Pour un même type  dM'addu i t "  3,4 ou 4 ' , 5 '  
1  

( c i s - syn ) ,  l e s  spec t res  de RMN H (360 MHz) r é v è l e n t  l a  présence de deux 

d iastéréo isomères : l e s  d i f f é r e n c e s  son t  s u r t o u t  v i s i b l e s  au n iveau  du p ro ton  

anomérique du désoxyr ibose. 

Nous n'avons pas cherché à dé te rminer  l a  s t r u c t u r e  du d i as té réo -  

isomère i s o l é ,  c e c i  pouvant se f a i r e  à l a  f i n  de l a  synthèse l o r s  de l ' é t u d e  

r a d i o c r i s t a l l o g r a p h i q u e  de 1 " 'addui t "  recherché Thd (5,6 O 3.4) 5MOP. 

4. ETUDE DE LA PHOTOADDITION : 

a. E f f e t  de l 'oxygène s u r  l a  f o r m a t i o n  du  pho top rodu i t  29 : 

Deux s o l u t i o n s  (IO-~M) du composé 21 o n t  é t é  préparées,  l ' u n e  dans l e  - 
dimé thy l su l f oxyde  e t  l ' a u t r e  dans l e  mélange eau-éthanol  (50:50) .  



Ces deux s o l u t i o n s  o n t  é t é  i r r a d i é e s  simultanément à 365 nm : 

- sous atmosphère d ' a rgon  (après désoxygénat ion par barbotage 

d 'a rgon) .  

- sous atmosphère d'oxygène e t  a g i t a t i o n  magnétique (après 

s a t u r a t i o n  par barbotage d'oxygène).  

L ' é v o l u t i o n  de l a  p h o t o r é a c t i o n  a  é t é  s u i v i e  par  CLHP ( v o i r  dans l a  

p a r t i e  expér imenta le ,  t ab l eau  9  p. 167 . Dans tous  l e s  cas, on observe 

uniquement l a  f o rma t i on  du "pho toaddu i t "  - 29.  On cons ta te  une i n h i b i t i o n  de l a  

p h o t o a d d i t i o n  par  l 'oxygène.  C e l l e - c i  a  pu ê t r e  évaluée par  CLHP. E l l e  e s t  de 

50 % env i r on  dans l e  mélange eau-éthanol  e t  de 60 % env i r on  dans l e  

d i m é t h y l s u l f o x i d e .  

Ce r é s u l t a t  i nd ique  l ' i n t e r v e n t i o n  t r è s  p robab le  de l ' é t a t  t r i p l e t  du 

psora lène  dans l a  pho to réac t i on  condu isan t  à l " ' a d d u i t U  i n t r a m o l é c u l a i r e  - 29. 

b. I n f l u e n c e  des p h o t o s e n s i b i l i s a t e u r s  des é t a t s  e x c i t é s  t r i p l e t  : 

Dans c e t t e  étude nous avons u t i l i s é  d i f f é r e n t s  p h o t o s e n s i b i l i s a t e u r s  

dont  l ' é n e r g i e  de l ' é t a t  e x c i t é  t r i p l e t  e s t  comprise e n t r e  255 e t  290 KJ/mol : 

ce son t  l e  naphtalène, l a  cé tone  de M ich le r ,  l a  th ioxan thone ,  l e  f l u o r è n e  e t  

l a  benzophénone. 

Le composé - 21 a  é t é  i r r a d i é  à 365 nm à e n v i r o n  ~ o - ~ M  en s o l u t i o n  

désoxygénée dans l e  mélange eau-éthanol  (50:50) en présence de ces d i f f é r e n t s  

p h o t o s e n s i b i l i s a t e u r s  (10 % en masse du composé - 21). 

Dans t ous  l e s  cas, on observe par CLHP uniquement l a  f o rma t i on  du 

composé - 2 9 .  Le taux  de convers ion  a i n s i  que l e  pourcentage de l um iè re  absorbée 

à 365 nm par l e  p h o t o s e n s i b i l i s a t e u r  o n t  é t é  est imés par  CLHP e t  r e p o r t é s  dans 

l e  t a b l e a u  6. 



............................................................................. 
* d- -.- ,. ,. 

:Photosensibilisateur: Temps : T C %  : A  (365nm) : ET sens 
: d'irradiation : % : KJ/mol : 

en mn 

: composé - 21 1 O 

: (témoin) 18 : 98 

---_---_---__---------------------------------------------------------------- 

: fluorène 1 O : 77 cl : 285 
.--_----_-------------------------------------------------------------------- 
: thioxanthone 18 : 74 5 8 : 275 
............................................................................. 

: cétone de Michler : 18 5 95 : 265 
............................................................................. 

: naphtalène 1 O : 42 < 1 : 255 
............................................................................. 

Tableau 6 : Irradiation à 365 nm du composé - 21 dans le mélange eau-éthanol 

(50 : 50), C = I O - ~ M .  Influence de l'addition de photosensi- 

bilisateurs sur le taux de conversion mesuré en CLHP. 

A  (365 nm) = - sens hs x 100 
hs+ho 

hs = hauteur (cm) signal du photosensibilisateur à 365 nm. 

ho = hauteur (cm) signal du composé 21 à 365 nm. - 

* d- ,. ,. ET : énergie de l'état excité triplet du photosensibilisateur en KJ/mol. 



On constate dans ce tableau : 

- qu'aucun effet de photosensibilisation ne se produit même avec la 

benzophénone dont l'énergie de l'état excité triplet est la plus 

élevée parmi celles des photosensibilisateurs utilisés (290 KJ/mol). 

Le taux de conversion observé après 10 ou 18 minutes d'irradiation en 

présence du photosensibilisateur est toujours inférieur ou égal à 

celui mesuré pour le composé seul en solution. 

- des effets importants d'inhibition de la réaction se produisent 

pour : 

. les photosensibilisateurs qui absorbent beaucoup la radiation 

incidente telle la thioxanthone et surtout la cétone de Michler. 

. le naphtalène qui conduit à une diminution du taux de conversion 

d'un facteur 2 pour un temps d'irradiation de 10 minutes. 

En conclusion de ces essais, nous pouvons dire : 

- que nous n'avons pas réussi à photosensibiliser la photoréaction. 

- que l'état excité triplet du psoralène est très probablement impliqué 

dans la photoaddition. 

- que l'énergie de l'état excité triplet du noyau carboxy-5 psoralène 

est probablement supérieure à 290 KJ/mol. 

11 faut noter que l'on trouve dans la littérature des valeurs de 

l'énergie de l'état excité triplet des furocoumarines (5MOP - 1 et 8MOP - 2 dans 

l'éthanol) inférieure à 260 KJ/mol (85 ) .  

c. Influence de la longueur d'onde d'irradiation : 

Cette étude nous parait très intéressante à réaliser. La 

photoaddition en 4',5' est prépondérante dans l'ADN et n'est pas du tout 

observée dans notre cas. La nature des paramètres qui peuvent orienter la 

photoaddition en 3,4 ou 4 ' , 5 '  est encore à déter,miner. 



Nous n'avons réalisé ici qu'un essai préliminaire d'irradiation à 254 
3 nm du composé - 21, en solution non désoxygénée (5.10- M) dans le mélange 

eau-éthanol (50:50). Lorsque la durée d'irradiation est courte, on observe 

uniquement la formation du photoproduit - 29 identifié par ses caractéristiques 

CLHP. Après un temps d'irradiation plus long, un mélange complexe de 

photoproduits est observé. 

Cette observation montre que même par irradiation dans l'UV lointain 

(254 nm), on peut induire la photoaddition thymidine-psoralène en 3 ,4 .  



III. HYDROLYSE DU PHOTOPRODUIT 2 9  : - 

Le photoproduit - 29 peut être préparé en quantités importantes (de 

l'ordre du gramme) avec un excellent rendement (60 à 70 %).  

Nous allons maintenant chercher des conditions d'hydrolyse de la 

chaîne succinyle et du groupement acétyle. 

Différentes conditions peuvent être utilisées pour hydrolyser les 

fonctions esters de l'acide succinique et de l'acide acétique : les hydrolyses 

basique et acide et l'hydrazinolyse. 

1. HYDROLYSE BASIQUE : 

a. Essai d'hydrolyse basique à pH = 1 0 , s  : 

Dans un premier temps, nous avons essayé de faire une hydrolyse 

douce avec de la soude à pH=10,5 dans le mélange eau-acétonitrile (50:SO). 

Dans ces conditions, nous voulions hydrolyser l'ester succinique du côté 

phénol. 



En CLHP il apparait immédiatement après addition de soude, un seul 

produit (figure 20) que nous avons tenté d'isoler. Nous avons constaté après 

isolement que ce produit est instable et redonne le produit de départ (CLHP, 

RMN'H dans CDC13). 

Il s'agit très probablement du produit - 30 résultant de l'ouverture 

de la lactone qui est devenue beaucoup plus labile en raison de la saturation 

de la double liaison 3,4 : 

Q C o  0\=0 

OAc OAc i)/\ 

Figure 20 : Chromatogramme CLHP de l'hydrolyse basique à pH = 10,5 du 

photoproduit - 29, ouverture de la lactone. 

En effet, une telle ouverture du cycle lactonique a été observée 

lors de l'isolement des "adduits" diméthyl-1.3 thymine (5.6 O 3.4) 8MOP cis 

(24). thymidine (5.6 O 3.4) psoralène cis-syn formés dans l'ADN (29) et 

thymidine (5,6 0 3.4) 8MOP cis-syn obtenu après irradiation à 1 'état solide 

(33) - 
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b. Essai d'hydrolyse basique à pH = 12.5 : 

De façon  à pou rsu i v re  l ' h y d r o l y s e ,  l e  composé - 29 a  é t é  t r a i t é  par  l a  

soude à pH=12,5. Une s o l u t i o n  à I O - ~ M  dans l e  mélange eau-dioxanne (50:  50) a  

é t é  amenée à ce pH avec une s o l u t i o n  aqueuse de soude 0,5N. L ' é v o l u t i o n  de 

l ' h y d r o l y s e  à température ambiante a  é t é  s u i v i e  par  CLHP. EN début 

d 'hydro lyse ,  l e  pH a  é t é  r é a j u s t é  à p l u s i e u r s  r e p r i s e s  e t  on observe l a  

f o rma t i on  de p l u s i e u r s  p r o d u i t s  parmi l e s q u e l s  on t r o u v e  l e  p r o d u i t  

d ' ouve r t u re  de l a  l a c t o n e  - 30. Après quelques heures,  un p r o d u i t  m a j o r i t a i r e  a  

é t é  dé tec té ,  mais il e s t  accompagné de sous-p rodu i t s .  

Après n e u t r a l i s a t i o n ,  l a  s o l u t i o n  a  é t é  r é i r r a d i é e  quelques minutes 

à 254 nm e t  analysée par  CLHP. Dans ces c o n d i t i o n s ,  l e  p r o d u i t  m a j o r i t a i r e  

d ' hyd ro l yse  d i s p a r a i t  complétement pour former l ' h yd roxy -5  psora lène - 3 e t  l a  

thymid ine  - 14 i d e n t i f i é s  par l e u r  temps de r é t e n t i o n  e t  l e u r  r appo r t  

d ' a b s o r p t i o n  254/280 mn. 

Le p r o d u i t  m a j o r i t a i r e  observé e s t  donc probablement l e  composé 

d ' hyd ro l yse  complète du pho top rodu i t  - 29 ( é l i m i n a t i o n  de l a  chaîne, hydro lyse  

de l a  f o n c t i o n  a c é t a t e ) .  

Figure 21 : Chromatogramme CLHP de l ' h y d r o l y s e  basique à pH=12,5 du 

pho top rodu i t  (eau-dioxanne 50: 50 ; 1  o - ~ M ) .  



c. Isolement du produit majoritaire d'hydrolyse basique : 

Après ces essa i s  p r é l i m i n a i r e s ,  nous avons t e n t é  d ' i s o l e r  l e  p r o d u i t  

m a j o r i t a i r e  observé. 

L ' h y d r o l y s e  a  é t é  r é a l i s é e  sur  50 p u i s  100 mg de pho top rodu i t  - 29 

dans l e  mélange eau-dioxanne (50:50) p o r t é  à pH=12,5. 

Le pH a  é t é  r é a j u s t é  de nombreuses f o i s  au cours  de l a  r é a c t i o n .  

Au bou t  de 8  à 12 heures, l ' h y d r o l y s e  e s t  terminée mais on observe 

l a  f o rma t i on  de sous-produi ts  en q u a n t i t é  impor tan te  ( impure tés  de temps de 

r é t e n t i o n  i n f é r i e u r s  à c e l u i  du p r o d u i t  m a j o r i t a i r e  d ' h y d r o l y s e ) .  

Après n e u t r a l i s a t i o n  e t  évapo ra t i on  du so l van t ,  l a  p u r i f i c a t i o n  a  

é t é  r é a l i s é e  pa r  CLHP su r  phase i n v e r s e  en r a i s o n  de l a  t r è s  f o r t e  p o l a r i t é  

su r  s i l i c e  du p r o d u i t  recherché. 

Le rendement en p r o d u i t  i s o l é  e s t  t r è s  f a i b l e ,  de l ' o r d r e  15 à 20 %. 

Le composé obtenu a  é t é  c a r a c t é r i s é  par  spec t romé t r i e  de masse e t  
1 par  RMN H. 

Le spec t re  de masse en i o n i s a t i o n  chimique (méthane) montre b i e n  

l ' i o n  m o l é c u l a i r e  a t t endu  ( (~+1 )+=445 )  de même que l e s  coupures de l a  

thymid ine  (m/e=243, ( ~ h d + l ) +  ; 126, ~ h ~ +  ; 117, désoxyr ibose)  e t  du psora lène 

(m/e=202, PSOOH+) . 
1  Le s p e c t r e  de RMN H  (400MHz, OMS0 d6) r é v è l e  un dédoublement de tous  

l e s  s ignaux i n d i q u a n t  l a  présence de deux isomères dans une p r o p o r t i o n  50:50. 

On cons ta te  s u r  l e  spec t re ,  l a  d i s p a r i t i o n  des signaux de l a  chaîne s u c c i n y l e  

e t  du groupement acé t y l e .  Tous less ignaux  des p ro tons  aromat iques e t  ceux des 

p ro tons  du sucre  sont  p résen ts  mais dédoublés. On t r ouve  également su r  l e  

spec t re ,  l e s  s ignaux de 2  f o i s  3 p ro tons  échangeables sous l a  forme d 'un  

s i n g u l e t  l a r g e  à 9,94 ppm (4H) e t  deux s i n g u l e t s  à 5,18 e t  5,13 ppm (ZH),  c e c i  

i n d i q u a n t  b i e n  une hyd ro l yse  avec l i b é r a t i o n  des f o n c t i o n s  hyd roxy l e  e t  

phénol ique p o r t é s  par l e s  deux isomères. 

Une étude CLHP en é l u t i o n  i s o c r a t i q u e  dans d i f f é r e n t e s  c o n d i t i o n s  a  

é t é  r é a l i s é e  pour  rendre compte de l a  présence de ces deux isomères. 

Finalement,  i l s  o n t  pu ê t r e  séparés. L ' ana l yse  CLHP i n d i q u e  d ' a i l l e u r s  des 

absorp t ions  comparables de ces composés à 254 e t  280 nm. 

Ces r é s u l t a t s  permet ten t  d 'avancer  l e s  s t r u c t u r e s  31 e t  32 pour ces - - 
deux isomères : 



L'ouverture de la lactone étant la réaction la plus rapide en milieu 

basique, on peut penser qu'il se forme l'intermédiaire - 37 qui se referme en 

milieu neutre pour donner - 31 et - 32 en mélange équimoléculaire. 

Cette réaction d'hydrolyse se fait avec isomérisation et avec un 

rendement global très faible (20 % ) .  Des produits de décomposition colorés 

sont observés. 

11 en est de même si on utilise une solution méthanolique d'ammoniac 

à la place de la soude. Il nous a donc fallu rechercher des conditions 

d'hydrolyse plus sélectives. 

2. HYDRAZINOLYSE : 

L'hydrazine est très employée dans la chimie des nucléosides pour 

hydrolyser les groupes protecteurs tel qu'un lévulinate (ROCO-(CH2)2-COCH3) 

(86). Les conditions classiques utilisent l'hydrazine 0,5M dans le mélange 

pyridine-acide acétique (4:l). 

Nous avons utilisé ces conditions et l'hydrazinolyse a été suivie 

par CLHP. On observe la formation d'un produit majoritaire différent des 

produits isolés lors de l'hydrolyse basique et présentant un temps de 

rétention plus grand. Les tentatives d'isolement de ce produit ont échoué, ce 

produit se décomposant au cours de l'évaporation du solvant. 

Après cet essai négatif, nous nous sommes tournés vers l'hydrolyse 

acide. 



3. HYDROLYSE ACIDE : 

Le pho top rodu i t  - 29 a  é t é  t r a i t é  pa r  l e  mélange ac ide  ch lo rhyd r i que  

concent ré-éthanol  (50:50) .  L ' é v o l u t i o n  de l ' h y d r o l y s e  à température ambiante a  

é t é  s u i v i e  par CLHP. Au début  de l a  r é a c t i o n ,  on observe de nombreux 

i n t e r m é d i a i r e s .  P u i s  l a  r é a c t i o n  évo lue avec o b t e n t i o n  (après  5  j o u r s )  d ' u n  

p i c  t r è s  m a j o r i t a i r e  q u i  a  é t é  i d e n t i f i é  comme correspondant au mélange 

(50:50) des isomères - 31 e t  - 32 obtenus par  hyd ro l yse  basique ( i d e n t i f i c a t i o n  

CLHP, t a b l e a u  10 p.  1 7 4 ) .  

De façon à d iminuer  l e  temps de r é a c t i o n ,  l ' h y d r o l y s e  a  é t é  menée 

dans l e  mélange HC1 concentré-méthanol  (50:50) à 50°C. Dans ces c o n d i t i o n s ,  l a  

r é a c t i o n  e s t  t o t a l e  en deux heures t o u t  en é t a n t  auss i  p ropre .  

Finalement,  pour f a c i l i t e r  l a  r é c u p é r a t i o n  des p r o d u i t s ,  l ' h y d r o l y s e  

a  é t é  r é a l i s é e  pa r  barbotage d ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  dans une s o l u t i o n  

méthanol ique du pho top rodu i t  2 (100 mg, IO-*M) po r t ée  à 50°C. La r é a c t i o n  e s t  

t o t a l e  après 8 heures e t  f o u r n i t  l e  mélange d ' isomères avec un rendement 

supé r i eu r  à 90 % (ana lyse  CLHP). 

Notons que nous sommes, t r è s  proches des c o n d i t i o n s  de 

d é g l y c o s i l a t i o n  de l a  thymid ine q u i ,  s i  e l l e  se p r o d u i s a i t ,  d e v r a i t  ê t r e  

dé tec tée  dans nos c o n d i t i o n s  d ' ana l yse .  

En conséquence, l ' h y d r o l y s e  du p r o d u i t  - 29 a  pu ê t r e  r é a l i s é e  en 

é v i t a n t  à l a  f o i s  l a  d e s t r u c t i o n  du cyc lobu tane  e t  l a  d é g l y c o s i l a t i o n .  

T o u t e f o i s  l ' i s o m é r i s a t i o n  b i e n  connue dans l a  s é r i e  ( c f .  p .  30 ) n ' a  pu ê t r e  

é v i t é e .  Avant de t e s t e r  d ' a u t r e s  méthodes, nous avons r é a l i s é  des essa i s  

p r é l i m i n a i r e s  de mé thy l a t i on .  



I V .  M E T H Y L A T I O N .  E S S A I S  P R E L I M I N A Z R E S  : 

Après a v o i r  hyd ro l ysé  l a  chaîne s u c c i n y l e  e t  l e  groupement a c é t y l e ,  

il f a u t  méthy le r  sé lec t i vement  l a  f o n c t i o n  phénol  pour o b t e n i r  1 " 'addu i t "  

Thd ( 5 , 6 0 3 , 4 )  5MOP - 33 recherché : 

De façon  à t e s t e r  rapidement c e t t e  r é a c t i o n ,  nous avons opéré sur  l e  

mélange d ' i somères  obtenus après hyd ro l yse .  

Le diazométhane semble b i e n  adapté, pour r é a l i s e r  une t e l l e  r é a c t i o n  

b i e n  que l a  m é t h y l a t i o n  de l ' a z o t e  N-3 de l a  thymid ine  a i t  é t é  d é c r i t e  (87) .  

La m é t h y l a t i o n  a  é t é  r é a l i s é e  en s o l u t i o n  méthanol ique.  Pour 

ana lyser  rapidement l e  mélange r é a c t i o n n e l ,  nous disposons d 'une  techn ique  

i n t é ressan te  : l a  "pho to révers ion  des "addu i t s "  à 254 nm s u i v i e  par CLHP q u i  

é v i t e  d ' i s o l e r  l e s  p r o d u i t s .  Après i r r a d i a t i o n  du mélange r é a c t i o n n e l ,  

l ' o b s e r v a t i o n  des p i c s  cor respondant  à l ' h yd roxy -5  psora lène e t  à son isomère 

méthylés (SMOP e t  isobergaptène)  e t  de thymid ine  méthylée ou non i n d i q u e r a  s i  

" l ' a d d u i t "  recherché a  é t é  formé. 

La m é t h y l a t i o n  a  t o u t  d 'abord  é t é  r é a l i s é e  avec un excès de 

diazométhane. Après p l u s i e u r s  heures de r é a c t i o n  on observe une r é a c t i o n  

t o t a l e  conduisant  à seulement deux p r o d u i t s .  "La pho to révers ion"  i n d i q u e  une 

b i s -mé thy l a t i on  sur  l a  f o n c t i o n  phénol  e t  également, su r  l ' a z o t e  N-3 de 

l ' h é t é r o c y c l e  azo té  (composés - 34 e t  - 35) : on met en évidence l a  f o rma t i on  du 

mélange 5MOP, isobergaptène e t  de méthyl-3 thymid ine  (comparaison avec un 

témo in ) .  



La m é t h y l a t i o n  a  donc é t é  r é a l i s é e  de façon c o n t r ô l é e  en a j o u t a n t  l e  

diazométhane par  f r a c t i o n s  success ives.  

Ce t t e  f o i s ,  on met en évidence l a  f o rma t i on  de t r o i s  nouveaux 

p r o d u i t s  : après "photorévers ion" ,  on observe b i e n  l a  f o r m a t i o n  de thymid ine ,  

de méthyl-3 thymid ine  e t  du mélange 5MOP-isobergaptène. 

Dans ces cond i t i ons ,  il se forme b i e n  l e  composé recherché - 33 mais 

sans s é l e c t i v i t é .  On o b t i e n t  l e  mélange des composés - 33 e t  - 36 accompagnés de 

l e u r s  isomères angu la i r es .  

Quelques essa i s  on t  é t é  menés de façon à rendre  l a  r é a c t i o n  p l u s  

s é l e c t i v e  (à  -40°C e t  en m i l i e u  a c i d e )  mais sans succès. 

V .  C O N C L U S I O N  : 

En conséquence, il a p p a r a i t  q u ' i l  sera p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  l e  p r o d u i t  

dés i ré .  11 nous r e s t e  à m e t t r e  au p o i n t  l e s  c o n d i t i o n s  de m é t h y l a t i o n  

s é l e c t i v e .  



C. C O M P O S E S  A S S O C I A N T  L A  T H Y M I D I N E  

P A R  S A  P O S I T I O N  3'  A U  P S O R A L E N E  
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

1. I N T R O D U C T I O N  : 

Après la mise en évidence de la photocyclisation intramoléculaire 

hautement sélective du composé - 21, il semblait intéressant de tester 

l'influence de la position d'accrochage de la chaîne succinyle sur la nature 

et la sélectivité de la photoréaction. 

Pour le composé - 21 la chaîne succinyle se trouve fixée sur 

l'hydroxyle en 5' de la thymidine, nous nous proposons d'étudier les composés 

ayant la même chaîne mais accrochée sur l'hydroxyle en 3'. 

Pour préparer ce type de composés, nous pouvons partir d'un 

intermédiaire déjà préparé : la O-(diméthoxy-4,4' trityll-5' thymidine - 15 et 

utiliser les méthodes développées dans la série précédente. 

Le composé - 24 sera ainsi obtenu. 11 pourra être détritylé facilement 

en milieu acide pour donner le dérivé - 25. La photoréactivité de ces deux 

composés sera ensuite étudiée. 



I l .  SYNTHESE : 

1. OBTENTION DE L'ZNTERMEDZAZRE - 23, LA O-(CARBOXY-3 PROPAN0YL)-3', 

O-(DIMETHOXY-4,4' TR1TYL)-5' THYMIDINE : 

A 
DMAP % o - c - ( c H ~ ) ~ c  ODMT 4 O 

I I  'OH 
O 

Cet intermédiaire a été préparé dans les mêmes conditions que celles 

utilisées lors de la préparation du composé - 20. 

La préparation de - 23 dans ces conditions est d'ailleurs décrite dans 

la littérature (80). 

La 0-(dirnéthoxy-4,4' trityll-5' thymidine - 15 a été estérifiée en 

position 3' par l'anhydride succinique en présence de N,N-dirnéthylamino-4 

pyridine dans le dichlorométhane pour conduire au dérivé - 23. 

Le composé - 23 a été purifié par chromatographie sur silice en 

utilisant dans le solvant d'élution la pyridine (0,s % )  afin d'éviter la 

détritylation qui peut être causée par l'acidité de la silice. Il a ainsi été 

obtenu avec un rendement quantitatif (97 % ) .  

Toutes les caractéristiques physico-chimiques de ce composé 

correspondent à la structure attendue. 



2/ OBTENTION DES COMPOSES 24 e t  25 : --- 

a. Couplage de l ' i n t e r m é d i a i r e  - 23 avec l ' h yd roxy -5  psora lène  3 : - 

Obten t ion  du composé 24 : 

V O D M T  4 0 - 
O-C-(CH,)~= 

II 'OH DCC 
O 

O 

Le composé - 24 a é t é  préparé par  couplage du d é r i v é  - 23 e t  de 

l ' h yd roxy -5  psora lène - 3 en présence de N,N1-dicyclohexylcarbodiimide dans l e  

mélange acé ton i t r i l e -d ich lorométhane  (50:50).  

La p u r i f i c a t i o n  par  chromatographie su r  s i l i c e  de ce composé a é t é  

r é a l i s é e  en u t i l i s a n t  l a  p y r i d i n e  (0 ,s  %) dans l ' é l u a n t  pour é v i t e r  une 

é v e n t u e l l e  d é t r i t y l a t i o n .  11 a a i n s i  é t é  obtenu avec un rendement de 65 %. 

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  physico-chimiques o n t  conf i rmé l a  s t r u c t u r e  

a t tendue.  

Sur l e  spec t re  de RMN du p r o t o n  (400 MHz, DMSO d6) ,  on t r o u v e  t o u s  

l e s  s ignaux des p ro tons  du noyau psora lène,  du groupement t h y m i d i n y l e  du 

diméthoxy-4,4 '  t r i t y l e  e t  de chaîne succ iny l e .  

Le spec t re  UV i n d i q u e  une abso rp t i on  au d e l à  de 320 mn, ce q u i  

montre l a  présence du noyau psora lène.  

En CCM, ce composé se r é v è l e  à l a  c y s t é i n e  s u l f u r i q u e ,  ce q u i  prouve 

l a  présence de thymid ine.  

Sur l e  spec t re  de masse haute r é s o l u t i o n ,  on n 'observe  pas l ' i o n  
+ 

mo lécu la i r e  (M =829), par  c o n t r e  on d i s t i n g u e  l e s  coupures c a r a c t é r i s t i q u e s  du 

psora lène  (m/e=202 ; 1741, du groupement diméthoxy-4,4 '  t r i t y l e  (m/e=303) e t  

de l a  thymine (m/e=126). 

D ' a u t r e  p a r t ,  on no te  l a  présence de l ' i o n  f ragment (m/e=504) pour 

l e q u e l  on peu t  proposer l a  s t r u c t u r e  su i van te  : 



OCH 

M. t r o u v é e  = 504,1551 

M. t h é o r i q u e  = 504,15728 

La f o r m a t i o n  de ce d é r i v é ,  peut  s ' e x p l i q u e r  p a r  un réarrangement 

the rmique  du composé 24. - 

1 Spect re  de RMN H (400MHz, DMSO dg)  du composé 24 : - 



b. Détritylation, obtention du composé 25 : 

DMTO 

Le composé - 25 a  é t é  préparé par d é t r i t y l a t i o n  du composé - 24 par 

l ' a c i d e  benzène s u l f o n i q u e  ( B S A ) .  

Il e s t  obtenu avec un rendement de 84 % après p u r i f i c a t i o n  par 

chromatographie su r  s i l i c e .  

Ce composé a  é t é  c a r a c t é r i s é  par l e s  méthodes physico-chimiques 

usue l l es .  Le spec t re  de RMN du p r o t o n  (400 MHz, DMSO d6) con f i rme l a  s t r u c t u r e  

a t tendue.  

En spec t roscop ie  i n f r a - rouge ,  on observe b i en  l a  bande de v i b r a t i o n  

de valence de l a  f o n c t i o n  a l c o o l  l i b é r é e  (3500 cm-'). 
+ 

Le spec t re  de masse r é v è l e  b i e n  l ' i o n  mo lécu la i r e  ( ( M + 1 )  =527), de 

même que l e s  coupures c a r a c t é r i s t i q u e s  du noyau psora lène e t  de l a  thymid ine .  

L ' a b s o r p t i o n  UV, au d e l à  de 320 nm témoigne de l a  présence du noyau 

psora lène.  Le t e s t  de r é v é l a t i o n  à l a  c y s t é i n e  s u l f u r i q u e ,  ce q u i  démontre l a  

présence de thymid ine.  



1 
Spectre de XMN H (400MHz, OMS0 dg) du composé - 25 : 

III. 
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ETUDE PHOTOCHIMIQUE PRELZMINAIRE D E S  C O M P O S E S  24 E T  25 --- 

1. PHOTOREACTZVZTE DU COMPOSE TRITYLE 24 : - 

Le composé 24 a été irradié à 365 nm dans l'acétonitrile et - 
l'éthanol à la concentration de ~ o - ~ M  en solution désoxygénée. L'évolution de 

la solution a été suivie par CLHP. Au bout de 30 mn d'irradiation, on 

n'observe pas de photoréaction notable (figure 2 3 )  alors que dans les mêmes 

conditions, le composé 21 ( à  chaîne succinyle fixée en 5') se photocyclise - 

totalement. Une irradiation plus longue (quelques heures) ne provoque pas la 

formation de produits détectables par CLHP bien que l'on constate une faible 

disparition du produit de départ. 



Cette étude n'a pas pu être réalisée à la concentration de I O - ~ M  

dans les mélanges de solvant utilisés pour le composé - 21 (H20-CH3CN, 

H20-EtOH ... (50:50)), ceci en raison de l'insolubilité du composé - 24 dans 

l'eau. 

Figure 23 : Chromatogrammes CLHP d'une solution du composé - 24 dans l'éthanol 
3 (C=10- M l ,  avant (1) et après 30 mn d'irradiation à 365 nm (II). 

Ces résultats préliminaires indiquent une faible photoréactivité du 

dérivé 24. 

2. PHOTOREACTIVITE DU COMPOSE 25 : - 

Le composé - 25 a été irradié à 365 nm en solution désoxygénée dans 

deux mélanges de solvants eau-éthanol (50:50) et eau-acétonitrile (50:50). 

Dans les deux cas, l'irradiation de solutions de concentration I O - ~ M  

conduit à un mélange complexe de photoproduits, le composé 25 réagissant - 

presque complètement. 

L ' irradiation de solutions beaucoup plus diluées (5.1 o - ~ M )  dans ces 
deux solvants, provoque la formation de deux produits principaux (figure 24). 



Figure 24 : Chromatogrammes CLHP d 'une s o l u t i o n  du composé - 25 dans l e  mélange 

HZO-CH3CN (50:50 ; c=~.Io-~M) avant  (1) e t  après 30 mn 

d ' i r r a d i a t i o n  à 365 nm ( I I ) .  

La pho to réac t i on  ne semblant pas s é l e c t i v e  e t  devant se f a i r e  en 

s o l u t i o n  t r è s  d i l u é e ,  nous n 'avons pas pour l e  moment t e n t é  d ' i s o l e r  ces deux 

pho toprodu i t s .  

I V .  C O N C L U S I O N  : 

Les essa i s  p r é l i m i n a i r e s  d ' i r r a d i a t i o n  des composés 24 e t  25 - - 

montrent  que ceux-c i  p résen ten t  des comportements photochimiques d i f f é r e n t s  de 

c e l u i  du composé 21. 
- 

Pour ce d e r n i e r  dans l e q u e l  l a  thymid ine  en p o s i t i o n  5 '  au 

psora lène,  il se p r o d u i t  une p h o t o c y c l i s a t i o n  t r è s  s é l e c t i v e .  Par c o n t r e ,  l e  

composé - 24 e s t  peu r é a c t i f  e t  l e  composé 25 p h o t o r é a g i t  en donnant des - 

mélanges de p r o d u i t s .  

Pour l ' i n s t a n t ,  nous n 'avons pas approfondi  c e t t e  é tude c a r  ces 

premiers  r é s u l t a t s  son t ,  v i s - à - v i s  de n o t r e  o b j e c t i f ,  beaucoup moins 

i n t é r e s s a n t s  que ceux obtenus avec l e  composé 21. 
- 



C H A P I T R E  I I I  
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S E R I E  D U  M E T H O X Y - 8  P S O R A L E N E  
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I N T R O D U C T I O N  
-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

Les r é s u l t a t s  photoch imiques obtenus a n t é r i e u r e m e n t  dans l a  s é r i e  

Thy-C -5Pso p o r t a n t  une chaîne a l c a n e  o n t  p u  ê t r e  t ransposés  à l a -  s é r i e  n  
t h y m i d i n e .  La p h o t o c y c l i s a t i o n  hautement s é l e c t i v e  du composé 21 nous a  pe rm is  - 

d ' a t t e i n d r e  p r a t i q u e m e n t  n o t r e  o b j e c t i f  : l a  syn thèse  d ' u n  " a d d u i t "  

t hymid ine -pso ra lène .  

Dans l a  s é r i e  8, l e s  r é s u l t a t s  obtenus pour  l e s  composés 

Thy-Cn-8Ps0, à chaîne a l c a n e  n ' é t a i e n t  pas encourageants  pour  t e n t e r  une t e l l e  

approche.  Une p h o t o l y s e  du noyau pso ra lène  dans l ' e a u  e t  l ' é t h a n o l  é t a i t  

observée q u e l l e  que s o i t  l a  l ongueur  de l a  c h a î n e  a l cane  : 

On peut  cependant n o t e r  que dans l a  s é r i e  5, l e  passage de l a  

thymine à l a  t h y m i d i n e  e t  en même temps de l ' a l c o x y - 5  au carboxy-5  p s o r a l è n e ,  

a c o n d u i t  à un  acc ro i ssemen t  c o n s i d é r a b l e  de l a  p h o t o r é a c t i v i t é  

thymid ine -pso ra lène .  La  p h o t o d i m é r i s a t i o n  e s t  p répondéran te  à 5.1 O - ~ M  pou r  l e s  

modèles Thy-Cn-5Ps0, a l o r s  q u ' e l l e  n ' e s t  pas observée pour  l e  composé 21 à - 

1 o - ~ M .  
C e t t e  d i f f é r e n c e  de p h o t o r é a c t i v i t é  nous a  t o u t  de même poussé à 

e n t r e p r e n d r e  l ' é t u d e  pho toch im ique  des composés de l a  s é r i e  8. D ' a u t a n t  p l u s ,  

que l a  O-acé ty l -3 '  t h y m i d i n e  17 e t  son d é r i v é  20 p réparés  l o r s  de l a  syn thèse  - - 

du d é r i v é  - 21 de l a  s é r i e  5, peuvent  c o n d u i r e  rap idemen t  aux composés ana logues 

de l a  s é r i e  8. 

Nous avons donc p r é p a r é  l e  composé 26 s u i v a n t  l e s  méthodes - 

précédemment u t i l i s é e s .  



B. S Y N T H E S E  E T  P H O T O R E A C T I V I T E  

D U  C O M P O S E  T H Y M I D I N E - P S O R A L E N E  26 

1. OBTENTION DU COMPOSE 2 6  : 

OAc 

OH 4 
- 

b 
DCC 

O 

O-C-(cH~)~-c-o 

O 
II 

OAc O 

Le composé - 26 a  é t é  p réparé  p a r  coup lage  de l ' i n t e r m é d i a i r e  - 20 

( p .  7 4 )  avec l ' h y d r o x y - 8  p s o r a l è n e  - 4 dans l e s  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s  pour  l a  

syn thèse  du composé - 21, l ' a g e n t  de coup lage  é t a n t  l e  DCC. 

Le composé - 26 a  é t é  ob tenu  avec u n  rendement de 58 % ap rès  

p u r i f i c a t i o n  p a r  ch romatog raph ie  s u r  s i l i c e .  

La s t r u c t u r e  de ce composé a  é t é  con f i rmée  p a r  t o u t e s  l e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  s p e c t r o s c o p i q u e s  u s u e l l e s .  Notamment, l e  s p e c t r e  de masse 

hau te  r é s o l u t i o n  r é v è l e  b i e n  l ' i o n  m o l é c u l a i r e  ( ~ + = 5 6 8 ) ,  a i n s i  que l e s  i o n s  

f ragmen ts  (m/e= 368 ; 267 ; 202 ; 174 e t  126 ) .  

Sur l e  s p e c t r e  de RMN du p r o t o n ,  on r e t r o u v e  t o u s  l e s  s i g n a u x  des 

p r o t o n s  du noyau p s o r a l è n e ,  du r é s i d u  t h y m i d i n y l e  e t  de l a  c h a î n e  s u c c i n y l e .  

L ' a b s o r p t i o n  UV au-de là  de 320 nm i n d i q u e  l a  présence du noyau 

p s o r a l è n e .  La r é v é l a t i o n  à l a  c y s t é i n e  s u l f u r i q u e  e s t  p o s i t i v e .  



II. P H O T O R E A C T I V I T E  DU COMPOSE 26  : 

Nous avons irradié à 365 nm des solutions désoxygénées du composé - 26 

à la concentration de I O - ~ M .  dans l'acétonitrile et dans un mélange 

eau-acétonitrile (50:50). 

Dans tous ces solvants, nous constatons qu'aucun produit n'apparait, 

après une heure d'irradiation. Lorsque l'irradiation est poursuivie (8 h), 

aucun produit ne se forme dans l'acétonitrile. Par contre en présence d'eau, 

on obtient un mélange très complexe dû probablement à une photolyse de la 

lactone (comme dans le cas des composés Thy-Cn-8Pso (p.119). 

Dans ces conditions, nous avons vu que le composé analogue de la 

série 5 - 21 photoréagit en quelques minutes pour donner le photoproduit - 29. 

Figure 25 : Chromatogrammes CLHP d'une solution du composé - 26 dans CH3CN 
3 (C=10- Mlavant (1) et après 8 h d'irradiation à 365 nm (11). 



Les modèles moléculaires mettent en évidence une certaine gêne 

stérique au recouvrement des doubles liaisonsphotoréactives. Nous avons donc 

poursuivi ce travail en allongeant la chaîne de façon à exclure tout effet dû 

à la longueur de celle-ci. 

Le composé 28 a donc été préparé : - 

OAc O O 



C. S Y N T H E S E  E T  P H O T O R E A C T I V I T E  D U  

C O M P O S E  T H Y M I D I N E - P S O R A L E N E  - 28 
-----=-=-=-=-=-=-=-=- - - 

1. S Y N T H E S E  : 

1. SYNTHESE DE L'INTERMEDIAIRE 27, O-ACETYL-3', O-(CARBOXY-6 

HEXANOYLI-5' THYMIDINE : 

HOOC- ( CH,),-COOH 

A 

acc 
OAc OAc O 'OH 

Lors des synthèses précédentes, l'introduction du groupement 

succinyle sur la thymidine a été faite en estérifiant la O-acétyl-3' thymidine 

17 par l'anhydride succinique. On évite ainsi la formation de diester. Ici, il 
- 

nous faut préparer un monoester de l'acide pimélique. L'anhydride n'est pas 

commercialisé, nous l'avons préparé in situ par action du 

N,N'-dicyclohexylcarbodiimide sur l'acide. Après formation, il a été mis en 

réaction avec la O-acétyl-3' thymidine - 17 préparée précédemment pour conduire 

à l'intermédiaire - 27. 

En plus du produit - 27, nous observons par CCM, un sous-produit moins 

polaire. Il a été identifié comme étant le composé de bis-estérification de 
1 l'acide pimélique (RMN H, 60MHz). Le rendement en produit désiré est faible 

-*- 

(26 %) en raison de la proportion importante de sous-produit formé et de 

difficultés rencontrées pour séparer ces produits sur silice. 

............................................................................... 

* En raison de l'incertitude des résultats de l'étude photochimique, cette 

préparation n'a pas été optimisée. 



L'intermédiaire - 27 a été caractérisé par les méthodes 

physico-chimiques classiques. 

2. COUPLAGE, OBTENTION DU COMPOSE THYMIDINE-PSORALENE - 28 : 

p " - F - ( c ~  J,-c 'OH 40 

OAc O 
DCC O-C-(CH,) -C-O 

O 
Il 

OAc O 

Le composé - 28 a été obtenu par couplage de l'intermédiaire - 27 avec 

l'hydroxy-8 psoralène - 4 dans le mélange acétonitrile-dichlorométhane (50:50) 

en présence de N,N'-dicyclohexylcarbodiimide. 11 a été obtenu avec un 

rendement de 70 %. Le composé - 28 a été caractérisé par les méthodes 

physico-chimiques habituelles. Sur le spectre de RMN on retrouve tous les 

signaux des protons du noyau psoralène, du résidu thymidinyle et de la chaîne 

qui les associent. 

On n'observe pas dans le spectre de masse haute résolution l'ion 

moléculaire (~+=610) mais on y trouve les ions fragments des noyaux psoralène 

(m/e=202 ; 174) et thymine (m/e = 126). 

II. PHOTOREACTIVITE DU C O M P O S E  28 : 

Ce composé a été irradié à 365 nm en solution désoxygénée de 

concentration ~ o - ~ M  dans différents solvants : la DMF, 1 'acétonitrile et les 

mélanges eau-DMF et eau-acétonitrile (50:50). 

Dans la DMF et l'acétonitrile, après quatre heures d'irradiation, on 

n'observe pas de photoréaction notable. 

Par contre, dans les mélanges contenant de l'eau, il se forme de 

nombreux produits. 



C O N C L U S I O N  

-------=-=-=-=-=-=-=- - - -  

Les deux composés - 26 et 28 dans lesquels la thymidine est associée - 
au psoralène lié par sa position 8, présentent des comportements 

photochimiques très voisins : 

- ils sont stables dans les solvants organiques tels l'acétonitrile et 

la DMF. 

- dans les mélanges eau-solvant organique (DMF, acétonitrile), il se 

produit de nombreuses photoréactions. 

Ces résultats vont dans le même sens que les résultats obtenus avec 

les modèles Thy-C -8Pso à chaîne alcane. Ils montrent que dans la série 8, n 
l'approche intramoléculaire est difficilement utilisable pour préparer les 

"adduits" thymine ou thymidine-psoralène et étudier la photoréaction. 



C O N C L U S I O N  

- - 0 0 0 0 0 - -  



Au départ de ce travail, nous avions deux objectifs : 

- l'étude des interactions et des photoréactions adénine alcoxy-5 

psoralène à l'aide d'un modèle. 

- la mise au point d'une voie d'accès préparative à un "adduit" 

thymidine ( 5 , 6 0 3 , 4 )  méthoxy-5 psoralène via une approche 

intramoléculaire. 

Pour atteindre le premier objectif, le composé Ade-C -5Pso 10 4 - 

associant l'adénine à l'alcoxy-5 Psoralène par un pont butyle, a été préparé. 

Son étude par RMN a montré l'existence d'interactions intramoléculaires fortes 

entre l'adénine et le psoralène : dans l'eau à 25OC, ce modèle présente un 

degré de repliement de 70 à 80 %. En solvant organique, les interactions 

disparaissent. 

L'étude photochimique a été menée en liaison avec ces résultats. 11 

n'a pas été possible de mettre en évidence une photoréaction 

adénine-psoralène. Dans l'eau (forme essentiellement complexée), le modèle 

est très stable photochimiquement alors qu'en solution très diluée dans les 

solvants organiques (forme ouverte), il se forme un mélange complexe de 

photoproduits qui n'ont pas étk isolés. 

Notre second objectif a également été pratiquement atteint. 

Le composé 21 associant thymidine et psoralène par une chaîne - 

succinyle a été préparé. Son irradiation conduit très sélectivement à la 

formation d'un seul diastéréoisomère d'un "cycloadduit" cis-anti : 



OAc 

2 1 - 

Rappelons que la photoaddition intermoléculaire thymidine-psoralène -.- 
peut conduire à la formation de huit couples de diastéréoisomères . Au niveau 
préparatif, cette sélectivité est fort utile : le "photoadduit" formé est 

isolé avec un rendement de 65 à 70 %. 

Dans cette optique, un autre résultat important est l'absence de 

dimérisation rencontrée à la concentration de I O - ~ M  alors qu'elle est 

prépondérante à partir de 5 . 1 0 - ~ ~  dans la série Thy-Cn-5Pso (n=3 à 6 et 12). 

Notons que pour le composé Thy-C -5Ps0, nous n'avions pas observé de 2 
dimérisation. 

Ces résultats peuvent s'interpréter de différentes manières : 

- soit par une géométrie du composé 21 très favorable à la 
- 

photocyclisation ou très défavorable à la dirnérisation. 

- soit par une photoréactivité vis-à-vis de la thymidine plus grande 

du carboxy-5 psoralène comparé à l'alcoxy-5 psoralène. 

L'hydrolyse du photoproduit - 29 conduit au composé recherché - 31, mais 

aussi en raison de l'ouverture de la lactone à l'isomère angulaire - 32. 

* addition du côté pyrone ou du côté furane, cis ou trans et syn ou anti (en - - 

excluant la possibilité de la formation d'un cyclobutane à jonction de 

cycle trans (voir p. 8 1. 



Cet isomère angu la i r e  n ' e s t  pas sans i n t é r ê t ,  c ' e s t  un "addu i t "  de 

l a  f a m i l l e  des angé l i c i nes ,  furocoumarines t r è s  u t i l i s é e s  pour l e u r s  

p r o p r i é t é s  pho tob io log iques .  Dans l'ADN, il e s t  admis que ces composés 

réag i ssen t  s u r t o u t  pa r  l e u r  double  l i a i s o n  4 ' , 5 '  (88 ) .  Mais, il a  é t é  montré 

récemment, par  i r r a d i a t i o n  d ' u n  mélange thymine-diméthyl-4,S1angélicine en 

s o l u t i o n  aqueuse ge lée  que des "addu i t s "  du c ô t é  pyrone peuvent se former 

(89) .  

Par a i l l e u r s ,  on peu t  espérer  a c c r o î t r e  l e  rendement en p r o d u i t  

d é s i r é  31 : - 

- Pour é v i t e r  l ' i s o m é r i s a t i o n  au cours  de l ' h y d r o l y s e ,  on peut 

env isager  l ' u t i l i s a t i o n  d'enzymes ou de chaînes pouvant ê t r e  é l im inées  dans 

des c o n d i t i o n s  d i f f é r e n t e s .  

- Après sépa ra t i on  des deux isomères - 31 e t  - 32, on p e u t  " ré isomér ise r "  

l e  composé - 32 en composé - 31. 

En r a i s o n  de c e t t e  " r é i somér i sa t i on "  p o s s i b l e  e t  de l ' e x c e l l e n t  

rendement g l o b a l  de 1 ' hydro lyse  a c i d e  (en mélange d '  isomères) ,  c e t t e  é tape de 

l a  synthèse conserve un ca rac tè re  p r é p a r a t i f .  

Quelques essa i s  p r é l i m i n a i r e s  de m é t h y l a t i o n  du mélange de composés 

31 e t  32 pa r  l e  diazométhane o n t  é t é  r é a l i s é s .  - - 

I l s  on t  montré  que l ' o n  peu t  o b t e n i r  l e  nuc léos ide  m o d i f i é  recherché 

33. - 
Cependant, c e t t e  r é a c t i o n  n ' e s t  pas s é l e c t i v e ,  on observe également 

une m é t h y l a t i o n  su r  l ' a tome d ' a z o t e  q u i  c o n d u i t  aux d é r i v é s  - 36 e t  - 34 

accompagnés de l e u r s  isomères a n g u l a i r e s .  



Ce problème d e v r a i t  ê t r e  r é s o l u  : 

- e n u t i l i s a n t d ' a u t r e s  a g e n t s m é t h y l a n t s  ..... 
- ou en protégeant  sé lec t i vement  l a  f o n c t i o n  " imide" avan t  

mé thy l a t i on .  Ce t te  p r o t e c t i o n  peu t  d ' a i l l e u r s  se f a i r e  après hydro lyse  mais 

auss i  avan t  l a  pho to réac t i on  l o r s  de l a  synthèse du composé de dépar t .  

Ce t te  approche i n t r a m o l é c u l a i r e  permet t ra  sans doute de p répare r  des 

q u a n t i t é s  impor tan tes  de l " ' a d d u i t U  - 33. E l l e  permet d 'appréhender l e s  

problèmes posés par l a  g é n é r a l i s a t i o n  d ' u n e t e l l e  démarche, g é n é r a l i s a t i o n  q u i  
-a- 

peut  s ' env i sage r  pour d ' a u t r e s  nuc léos ides  ( GCyd , d U r d  " )  ou d ' a u t r e s  

psora lènes .  Notons que c e t t e  approche ne semble pas u t i l i s a b l e  pour p répare r  

l e s  "addu i t s "  thymid ine  ( 5 , 6 0  3.4) méthoxy-8 psora lène  -- cis-syn .  

On peut  également s o u l i g n e r  l ' i n t é r ê t  de l ' app roche  i n t r a m o l é c u l a i r e  

pour l ' é t u d e  des pho to réac t ions  base-psoralène en s o l u t i o n .  En r a i s o n  de l a  

d i m é r i s a t i o n  t r è s  r ap ide  des psora lènes,  c ' e s t  ac tue l lement  l a  seu le  approche 

u t i l i s a b l e  dans ce b u t .  

Les modèles Thy-C -5Pso à chaîne a lcane  a v a i e n t  permis  de me t t r e  en 
n  

évidence une pho toadd i t i on  thymine-psoralène s t é r é o s é l e c t i v e  du cô té  pyrone. 

Le passage de l a  thymine à l a  thymid ine  permet de se rapprocher  un 

peu p l u s  de l 'ADN. La présence du sucre  a j o u t e  une d i a s t é r é o s é l e c t i v i t é  à l a  

* Les "addu i t s "  dCyd - P s o  formés dans l 'ADN son t  i s o l é s  sous l a  

forme d laddu i tS '  d U r d  - P s o  en r a i s o n  de l e u r  hydro lyse .  



photoaddition intramoléculaire. Elle est à rapprocher des différences 

rencontrées pour les pourcentages relatifs de diastéréoisomères d'un même type 

d' "adduit" formés dans l'ADN (29). Ces différences ont été interprétées comme 

étant dues à l'existence de sites d'intercalation privilégiés du psoralène 

dans l'ADN. 

La faible luminescence des alcoxy-5 psoralènes, l'insolubilité et la 

dimérisation des modèles à chaîne alcane en ont limité l'étude. Dans le cas du 

composé - 21, la photoréaction peut être étudiée en solution beaucoup plus 

concentrée. Il sera intéressant de déterminer l'influence de différents 

paramètres sur cette photoréaction (solvants non polaires, longueur 

d'onde...). En effet, les paramètres orientant la photoaddition du côté furane 

sont encore mal connus. 



P A R T I E  E X P E R I M E N T A L E  

- - 0 0 0 0 0 - -  



A. I N D I C A T I O N S  G E N E R A L E S  : 

La p u r i f i c a t i o n  des p r o d u i t s  a  é t é  e f f e c t u é e  par  chromatographie su r  

g e l  de s i l i c e  KIESELGEL 60 0,063-0,200 mm MERCK. Un a p p a r e i l  de 

chromatographie l i q u i d e  à hautes performances GILSON (modèle 303) avec un 

dé tec teu r  holochrome JOBIN-YVON, a  également é t é  u t i l i s é  pour des 

p u r i f i c a t i o n s  su r  colonne semi -p répara t i ve  de phase i nve rse  RP 8 20 Fm. 

Leur pu re té  a  é t é  v é r i f i é e  par chromatographie sur  couche mince 

(CCM, g e l  de s i l i c e  F25q MERCK) e t  par chromatographie l i q u i d e  à hautes 

performances (CLHP, colonne de phase i nve rse  RP 18 10 p m  MERCK, programmateur 

de s o l v a n t  660, deux pompes M-6000, dé tec teu r  UV 440). 

Les désoxynucléosides s o n t  r évé lés  d i rec tement  su r  l e s  p laques de 

CCM par  p u l v é r i s a t i o n  d 'une  s o l u t i o n  de c y s t é i n e  s u l f u r i q u e  ( s o l u t i o n  de 

c h l o r h y d r a t e  de cys té i ne  à 0,5 % dans H2S04 3N, d i l u é e  d i x  f o i s  avec de 

l ' a c é t o n e ) .  

Les p o i n t s  de f u s i o n  (F )  o n t  é t é  mesurés à l ' a i d e  d ' un  banc KOFLER 

e t  d 'un  a p p a r e i l  TOTTOLI. I l s  s o n t  donnés sans c o r r e c t i o n  de colonne 

émergente. 

Les spec t res  de RMN o n t  é t é  e n r e g i s t r é s  sur  l e s  spect romètres BRUKER 

WP 60, WP 80 e t  AM 400 WB, à t ransformée de FOURIER. Les déplacements 

chimiques ( 6 )  son t  donnés en ppm pa r  r a p p o r t  à l ' h e x a m é t h y l d i s i l o x a n e  p r i s  

comme ré fé rence  i n t e r n e .  Les spec t res  son t  d é c r i t s  par l e s  a b r é v i a t i o n s  : s  : 

s i n g u l e t ,  d  : doub le t ,  t : t r i p l e t ,  J : cons tan te  de couplage en Hz. 

Les spec t res  de masse (SM) o n t  é t é  r é a l i s é s  su r  l e s  spect romètres 

RIBER MAG 10-10 e t  VARIAN MAT 311 avec couplage C.P.G. 



Les spec t res  d ' a b s o r p t i o n  i n f r a - rouge  ( I R )  o n t  é t é  e n r e g i s t r é s  sur  

l e s  spect rophotomètres PERKZN-ELMER 237 e t  1320. 

Les spec t res  d ' a b s o r p t i o n  é l e c t r o n i q u e  (UV) o n t  é t é  obtenus sur  un 

spectrophotomètre PERKZN-ELMER LAMBDA/5 UV/VIS. 

Les analyses é lémenta i res  o n t  é t é  e f fec tuées par  l e  Serv ice  Cen t ra l  

de Microanalyse du C.N.R.S. 



B. S Y N T H E S E S  : 

HYDROXY-5 PSORALENE, 5HP - 3 : 

Dans un b a l l o n  à 3  c o l s  ( thermomètre i n t e r n e ,  a r r i v é e  d ' a z o t e  sec, 

r é f r i g é r a n t  muni d ' u n  p iège à CaCl 1, on i n t r o d u i t  l e  c h l o r h y d r a t e  de p y r i d i n e  
2  

( P ~ H + ,  C l -  ; 17 g  ; 147 mmol) préa lab lement  r e c r i s t a l l i s é  dans un mélange 

ch lo ro fo rme - a c é t a t e  d ' é t h y l e  ( 5 0  : 50),  l a v é  à l ' é t h e r  é t h y l i q u e  anhydre 

p u i s  séché. 

Le c h l o r h y d r a t e  de p y r i d i n e  e s t  e n s u i t e  p o r t é  à 180°C, p u i s  on 

a j o u t e  l e  5MOP - 1  (2,O g  ; 9,3 mmol) en une s e u l e  f r a c t i o n .  

Le mélange e s t  a g i t é  à c e t t e  température  e t  l a  r é a c t i o n  e s t  s u i v i e  

pa r  CCM ( é l u t i o n  : 1  / é t h e r  é t h y l i q u e ,  2/ benzène - é t h a n o l  ( 2 7  : 3 )  ) . 
La r é a c t i o n  terminée ( 1  h l ,  l a  s o l u t i o n  chaude e s t  versée dans de l a  

g l a c e  (200 g )  p u i s  gardée au f r o i d  pendant 2  à 3  h. 

Le p r é c i p i t é  jaune c l a i r  formé e s t  f i l t r é ,  l a v é  à l ' e a u  f r o i d e  

jusqu 'à  n e u t r a l i t é  p u i s  séché. (1 ,7  g  ; 8,4 mm01 ; 91 %) .  

F : 272 - 276OC ( L i t t .  276OC ( 4 9 )  ; 275OC ( 5 1 ) ) .  
- 

!?l'"JI ( 6 0  MHz, DMSO d6)  6 ppm = 11.25 ( s  l a r g e ,  I H ,  C -OH) ; 8,20 ( d ,  IH,  5  - 
J=IOHz, C c )  ; 7,85 (d ,  I H ,  J=ZHz, C ' H I  ; 7,20 (d ,  IH ,  J a l H z ,  

5 - 
C c )  ; 7,10 (dd, 1H, J=2Hz, JS 1Hz, C ' H I  ; 6,20 (d ,  IH,  J=IOHz, 

4  - 
C & g .  

SM ( impac t  é l e c t r o n i q u e )  ; M = 202,17 
- 

m/e : 203 (12 ; (M+I)+) ; 202 (100 ; M+) ; 174 (56  ; M'-COI ; 145 

(12)  ; 118 (29 )  ; 90 ( 2 3 )  ; 89 (28)  ; 63 (11)  ; 59 ( I O )  ; 51 ( 1 3 ) .  



UV (EtOH): - max 
(E) : 315 (12300) ; 269 (13150) ; 149,s (11950) ; 

221,5 (21 500) nrn. 

A 254/280 = 3,25 ; A 254/365 = 6,05. 

(BROMO-4 BUTYLI-9 ADENZNE - 7 : 

A une suspension d'hydrure de sodium à 50 % dans l'huile (0,36 g ; 

7,50 mmol), préalablement lavée avec du pentane, on ajoute une solution 
3 d'adénine - 6 (1,O g ; 7,4 mmol) dans la DMF (50 cm 1. 

Le mélange est agité sous courant d'azote sec, à température 

ambiante pendant 2 à 3 h. 

La solution laiteuse d'adénylate de sodium obtenue est ajoutée à une 

solution de dibromo-1,4 butane (20 cm3 ; 167 mmol). 

L'addition terminée (3 h), l'agitation est maintenue pendant 1 h. Le 

résidu est trituré avec de l'éther éthylique. 

11 est filtré, lavé plusieurs fois à l'eau puis séché (0,63 g ; 

2,33 mmol) ; 31 % ) .  

Le composé - 7 est obtenu pur après cristallisation dans l'eau 

(0,6 g ; 2,2 mmol) ; 30 % ) .  

RMN (60 MHz, DMSO d6) appm = 8.10 (s, 2H, C H, Cc) ; 7,15 (s large, - 2- 
2H, C -NH ) ; 4.15 (t, ZH, J=6Hz, ; 3,50 (t, 2H, J=6Hz, 6 -2 
Cy2Br) ; 1,80 (m, 4H, Y2-Cti2). 

SM (impact électronique) ; M = 270, 13 - 
79 m/e : 271 (17, 6 ; (M+I)+ ; ~ r ~ ' )  ; 269 (17, 7 ; (M-l)+ ; Br ) ; 

191 (14 ; (Ade(C~~)~+l)+) ; 190 (100 ; A ~ ~ ( C H ~ ) ~ + )  ; 176 (8 ; 

A ~ ~ ( c H ~ ) ~ + )  ; 162 (9 ; A ~ ~ ( C H ~ ) ~ + )  ; 148 (15 ; A ~ ~ c H ~ + )  ; 135 (40 ; 

Ade') ; 108 (30) ; 55 (24). 



UV ( E t O H ) :  A - max 
( E )  : 266 (11300) nm. 

A 254/280 = 1 , l O .  

Analyse,  C9HI2N5Br : 

Calc .  % : C : 40,02 H : 4,48 N : 25,93 Br  : 29,58 

T r .  O /O : 39,59 4,56 25,39 29,17 

BROMURE DE CYCLO-3,9 TETRAMETHYLENE 

ADENYLIUM 8 : - 

Ce d é r i v é  a é t é  i s o l é  à p a r t i r  des eaux de c r i s t a l l i s a t i o n  du 

composé - 7, ap rès  c o n c e n t r a t i o n  de c e l l e s - c i .  11 a é t é  c r i s t a l l i s é  dans du 

méthanol .  

F = 290-300°C (décompos i t i on ) .  - 

RMN ( 6 0  MHz, D20) appm = 8,50 ( s ,  IH,  C H )  ; 8,20 ( s ,  I H ,  C g H ,  - 2- 
échange) ; 4,65 (m. 4H, N3Cij2, N9CHZ) ; 2.35 (m, 4H, CH2-CH2). 

UV (EtOH) : A - ma x ( E )  : 272,5 (13450) nrn. 

A 254/280 = 0,55. 

Analyse,  C9Hl2N5Br : 

Calc .  % : C : 40,02 H : 4,48 N : 25,93 Br : 29,58 

T r  . % : 40,29 4 , 5 6  25,46 29,69. 



(BROMO-4 BUTOXY 1-5 PSORALENE - 9 : 

A un mélange de dibromo-1,4 butane ( 1  5 cm3 ; 125 mmol) , de carbonate 
3 

de po tass ium (1,O g ; 7 mmol) e t  de DMF anhydre (15 cm ) ,  on a j o u t e  l e  5HP - 3 

(1,O g ; 4,9 mmol) en une seu le  f r a c t i o n .  

Le mélange e s t  p o r t é  à l a  température  de 70°C en a g i t a n t ,  sous 

atmosphère d ' a z o t e  e t  à l ' a b r i  de l a  l umiè re .  La r é a c t i o n  te rm inée  ( 3  h ) ,  l e  

carbonate de potass ium e s t  f i l t r é ,  l a v é  avec de l a  DMF. 

La DMF e s t  e n s u i t e  évaporée sous p r e s s i o n  r é d u i t e .  Le r é s i d u  obtenu 

e s t  chromatographié  s u r  s i l i c e  ( é l u t i o n  : d ich lo rométhane) .  

Le composé - 9 e s t  obtenu après c r i s t a l l i s a t i o n  dans un mélange 

benzène - é t h e r  de p é t r o l e  ( 1  : 2 ) .  

(0,63 g ; 1,87 mm01 ; 38 %) .  

F = 131-132OC ( L i t t .  : 138OC ( 5 7 ) ) .  - 

RMN (60MHz, CDC13) 6 ppm = 8,10 (d,  1H, J=lOHz, C H) ; 7,55 (d ,  I H ,  - 4- 
J=ZHz, C 'H) ; 7,10 (d ,  1H, J-C 1Hz. CgH) ; 6,90 (dd,  IH,  J=ZHz, Jh 

5 - 
1Hz, C 'H) ; 6.25 (d,  1H, J=lOHz, C e )  ; 4,45 ( t ,  ZH, J=6Hz, OCl-12) ; 

4 - 
3,45 (t, ZH, J=6Hz, Cij2Br) ; 2,05 (m, 4H, CH2-CH2). 

SM ( impac t  é l e c t r o n i q u e )  ; M = 337,16 - 
81 - 336 (7,6 ; (M-1)' ; ~ r ~ ~ )  ; 258 m/e : 338 (7 ,6  ; ( ~ + 1 ) +  ; Br , 

( 7  ; ( P S O ( C H ~ ) ~ + ~ ) + )  ; 202 (53 ; PSOOH') ; 174 (31 )  ; 149 (33)  ; 

137 (87)  ; 135 (96 ;  de+) ; 71 ( 2 9 )  ; 57 (32)  ; 55 (100) .  

UV (EtOH) : 1 ( E )  : 312 (14200) ; 268 (13750) ; 249,5 (15300) ; 222 
- ma x 

(23800) nm. 

A 254/280 = 9,20 ; A 254/365 = 12,30. 



(( ADENYL-9) -4 BUTOXY)-5 PSORALENE : 

VOIE 1 : 

A un mélange du composé - 7 (68 mg ; 0,25 mmol), de carbonate de 
3 potassium (76 mg ; excès) e t  de DMF anhydre ( 5  cm ) ,  on a j o u t e  l e  5HP - 3 

(50  mg ; 0,25 mmol). Le mélange e s t  p o r t é  à l a  température de 70°C en a g i t a n t  

sous atmosphère d ' a z o t e  sec e t  à l ' a b r i  de l a  lumiè re .  L ' é v o l u t i o n  de l a  

r é a c t i o n  e s t  s u i v i e  par  CCM, ( é l u t i o n  : 1 )  é t h e r  é t h y l i q u e ,  2)  ch lo ro fo rme - 

méthanol ( 8  : 1 ) ) .  La r é a c t i o n  te rm inée  ( 3  h 301, l e  carbonate de potassium 

e s t  f i l t r é ,  l a v é  avec de l a  DMF. La DMF e s t  ensu i t e  évaporée sous p ress i on  

r é d u i t e .  Le r é s i d u  h u i l e u x  obtenu e s t  t r i t u r é  avec de l ' é t h e r  é t h y l i q u e  

j usqu 'à  o b t e n t i o n  d ' un  s o l i d e  q u i  e s t  d i ssous  dans un minimum d ' é t h a n o l  abso lu  

e t  chromatographié su r  s i l i c e .  Le p r o d u i t  - 10 e s t  obtenu pur  sous forme de 

poudre b lanche (51 mg ; 0,13 mm01 ; 52 %) . 

VOIE 2 : 

A une s o l u t i o n  du composé 9 (0,5 g ; 1,5 mmol) e t  de carbonate de 
- 

3 potassium (2,O g ; excès) dans l a  DMF anhydre (30  cm ) , on a j o u t e  de 1 'adénine 

6 (0,20 g ; 1,5mmol). 
- 

Le mélange e s t  a g i t é  à température ambiante, sous atmosphère d ' a z o t e  

sec e t  à l ' a b r i  de l a  lumiè re .  

L ' é v o l u t i o n  de l a  r é a c t i o n  e s t  s u i v i e  par  CCM. La r é a c t i o n  terminée 

(18  h ) ,  l e  carbonate de potassium e s t  f i l t r é ,  l a v é  avec de l a  DMF. La DMF e s t  

évaporée sous p r e s s i o n  r é d u i t e .  

Le r é s i d u  obtenu e s t  t r i t u r é  avec de l ' é t h e r  é t h y l i q u e  jusqu 'à  

o b t e n t i o n  d ' u n  s o l i d e .  11 e s t  e n s u i t e  chromatographié sur  s i l i c e  ( é l u t i o n  : 

é thano l  abso lu ) .  

Deux chromatographies son t  nécessa i res  pour o b t e n i r  l e  composé - 10 à 

l ' é t a t  pur  (0,23 g ; 0,60 mm01 ; 40 % ) .  Le p r o d u i t  10 e s t  e n s u i t e  c r i s t a l l i s é  - 

dans l ' é t h a n o l  abso lu  (0,21 g ; 0,54 mm01 ; 36 % ) .  



RMN (60  MHz, DMSO d6) 6 ppm = 8,15 (S .  1H, Cc, Ade, échange) ; 8,12 (s ,  - 
1H, C H, Ade) ; 8,10 ( d ,  1H, J=lOHz, C&i) ; 8,00 (d ,  1H, J=2Hz, 2- 
C ' H )  ; 7,30 (d,  1H, J 6  1Hz, C c )  ; 7,25 (dd,  1H, J-2Hz, J 4  1Hz, 

5 - 
C 'H) ; 7,15 ( s  l a r g e ,  2H, C6-NE2) ; 6.25 (d ,  1H, J=lOHz, C s )  ; 

4 - 
4,45 ( t ,  2H, J=6Hz, 0-CE2) ; 4.20 ( t ,  2H. J=6Hz, N9-5H2) ; 1,85 (m. 

4H, Cfi2-CH2). 

SM ( impact  é l e c t r o n i q u e )  ; M = 391,38 - 
m/e : 391 ( 3  ; Mt) ; 202 ( 4  ; PSOOH+) ; 190 (100 ; A ~ ~ ( C H ~ ) ~ + )  ; 177 

(19)  ; 149 (32 )  ; 148  (69 )  ; 136 (63 )  ; 135 (59 ;  de+) ; 121 (23)  ; 

119 (29 )  ; 108 (58)  ; 94 (40 )  ; 89 ( 4 1 )  ; 79 ( 3 2 )  ; 55 ( 9 3 ) .  

( i o n i s a t i o n  ch imique,  méthane) : 

m/e : 392 ( 9 0  ; (M+I)+) ; 391 ( 6  ; M+) ; 191 ( 1 8 )  ; 190 (100)  ; 187 

(44)  ; 177 (18 ) .  

UV ( E t O H ) :  
ma x 

( E )  : 311,5 (13600) ; 259,5 (26100) nm. 

A 254/280 = 5,00 ; G 254/365 = 23,20. 

Ana lyse,  CZ0Hl7N5O4 

Ca lc .  % : C : 61,38 H : 4,38 N : 17,89 

T r  . % : 61,08 4,40 18,19. 

O-(DIMETHOXY-4,4' TR1TYL)-5' 

THYMIDINE 1 5  : - 

A une s o l u t i o n  de t h y m i d i n e  - 14 (5,5 g ; 22,7 inmol) dans l a  p y r i d i n e  
3 anhydre ( 4 0  cm 1, r e f r o i d i e  dans un  b a i n  de g l a c e ,  on a j o u t e  du c h l o r u r e  de 

diméthoxy-4,4 '  t r i t y l e  (7,77 g ; 23,O mmol). 



Le mélange e s t  a g i t é  en r e f r o i d i s s a n t  avec de l a  g l a c e  j u s q u ' à  

d i s s o l u t i o n  p u i s  p l a c é  au r é f r i g é r a t e u r  pendant 16 h .  

La r é a c t i o n  terminée,  l e  mélange r é a c t i o n n e l  e s t  p r é c i p i t é  dans 

l ' e a u  ( 1  1 )  sous f o r t e  a g i t a t i o n .  

Le p r é c i p i t é  obtenu e s t  l a v é  abondamment avec de l ' e a u  p u i s  séché. 
3 

Il e s t  e n s u i t e  d i s s o u s  dans du benzène (150 cm ) à r e f l u x .  A l a  s o l u t i o n  en 
3 - 

é b u l l i t i o n ,  on a j o u t e  du n-hexane (100 à 150 cm ) jusqu 'à  t u r b i d i t é .  On l a i s s e  

r e v e n i r  à température  ambiante. Le p r é c i p i t é  b l a n c  obtenu e s t  f i l t r é  p u i s  

séché (11,10 g ; 20,4 mm01 ; 90 % ) .  

F = 116-117°C ( L i t t .  : 115-118°C (75)). 
- 

RMN (~OMHZ, CDC13) appm = 8.75 ( s  l a r g e ,  1H, Ne) ; 7.50 (d ,  1H, J L ~ H z ,  - 
C c )  ; 7,30-6,70 (m, 13H, HAr) ; 6.35 ( t ,  1H, J=7Hz, C l ' H )  ; 4,50 - - 

(m, 1H, C ' H l  ; 4,00 (m, 1H, C4'H) ; 3,70 ( s ,  6H, -0CH ) ; 3,40 (m, 
3 - - -3 

2H, 2C 'H) ; 2,35 (m, 2H, 2C ' H I  ; 1,40 (d ,  3H, J t l H z ,  C5-CH3). 
5 - 2 - 

SM ( impac t  é l e c t r o n i q u e )  ; M = 544,60 
- 

m/e : 544 (0,9 ; M+) ; 304 (31 )  ; 303 (100 ; DMT+) ; 126 (17 ; 

~ h ~ + )  ; 81 ( 1 7 ) .  

1265 ; 1185 ; 1100 ; 1045 ; 835 cm-'.  

UV (EtOH) : ), max ( f )  : 269,5 (10600) ; 233,5 (21700) nm. - 

A 254/280 = 1,15. 

O-(ACETYLI-3', O-(DIMETHOXY-4,4' TR1TYL)-5' 

THYMIDINE 16 : 
H N ~ - ~ ~ ~  oAN i 

- c&-.... 
O Ac 

A une s o l u t i o n  du composé - 15 (1,63 g ; 3,O mmol) dans l a  p y r i d i n e  
3 

anhydre (10  cm , on a j o u t e  sous a g i t a t i o n  de l ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e  ( 5  cm3 ; 

50 mmol). 



La réaction est poursuivie à température ambiante pendant 24 h. 

Le mélange réactionnel est précipité dans l'eau additionnée de glace 
3 (200 cm 1. Le précipité formé est filtré, lavé abondamment à l'eau puis séché 

(1,06 g ; 1,80 mm01 ; 60 % ) .  

RMN (60 MHz, CDC13) a ppm = 8.75 (s large, IH, N$) ; 7,55 (d, 1H, J 6 - 

~ H Z ,  C c )  ; 7,30-6,70 (m, 13H. CAr) ; 4,05 (m, IH, C ' H )  ; 3.70 (5, 4 - 
6H, -OCH3) ; 3.40 (m, ZH, 2C 'HI ; 2,35 (m, ZH, 2C 'H) ; 2,05 ( 5 ,  5 - 2 - 
3H, COCH ) ; 1,35 ( d ,  3H, J<IHz, c5-CH3). -3 

SM (ionisation chimique, méthane) ; M = 586,64 - 

m/e : 586(74 ; M+) ; 469 (12) ; 427 (12) ; 377 (100) ; 363 (28) ; 

UV (EtOH) : imax ( E )  : 266,5 (10500) ; 133,5 (22300) nm. - 

A 2541280 = 1 ,28. 

Analyse, C33H34N208 : 

Calc. % : C : 50,70 H : 5,67 N : 9,85 

6 : Tr. O 50,88 5,61 9,56. 

O-(ACETYLI-3' THYMIDINE - 17 : 

Tritylation : 

O-C-CH, 
II 
O 

A une solution de thymidine - 14 (3,31 g ; 13,70 mmol) dans la 
3 pyridine anhydre (60 cm ) ,  refroidie dans un bain de glace, on ajoute du 



chlorure de diméthoxy-4,4' trityle (4,9 g ; 14,5 mmol). Après dissolution, la 

solution est placée au réfrigérateur. 

Acétvlation : 

Après une nuit, la fin de la tritylation est mise en évidence par 

CCM, on ajoute alors un mélange de N,N-diméthyiamino-4 pyridine (1,67 g ; 

13,70 mmol) et d'anhydride acétique (15 cm3 ; 150 mmol). La solution obtenue 

est agitée à température ambiante et l'évolution de la réaction est suivie par 

CCM. La réaction terminée (environ Zh), le brut réactionnel est précipité dans 
3 l'eau glacée (600 cm 1. 

Le précipité formé est filtré, lavé abondamment à l'eau puis séché. 

3 Le produit brut est dissous dans l'acétonitrile (250 cm ) ,  placé 

dans un bain de glace puis on ajoute une solution d'acide benzène sulfonique 

(10,8 g ; 68,4 mrnol) dans l'acétonitrile (250 cm3). 

L'évolution de la détritylation est suivie par CCM. 

La détritylation est terminée en 15 mn, la solution orange obtenue 

est ensuite neutralisée avec une.solution aqueuse de bicarbonate de sodium à 

10 %. Après neutralisation (décoloration), le benzène sulfonate de sodium est 

éliminé par filtration. 
3 Le filtrat est concentré puis dilué avec l'eau (100 cm 1 .  La 

3 solution est extraite avec du dichlorométhane (3x200 cm ) .  Les phases 

organiques sont séchées sur MgSO puis évaporées à sec. 4 
Le résidu obtenu est cristallisé dans du benzène (2,95 g ; 

10,40 mm01 ; 76 % ) .  



RMN ( 6 0  MHz, OMS0 d6) ( L i t t .  ( 7 7 ) ) .  appm = 11,35 ( 5  l a r g e ,  1H, Ne) ; - 
7.70 (d, 1H, J ( ~ H z ,  C&i) ; 6,15 ( t ,  1H, J=7Hz, C ' H l  ; 5,20 (m, 2H. 1 - 
C 'H, C ,-OH échange) ; 3,95 (m, 1H, C H) ; 3.60 ( m .  2H, 2C5,H) ; 

3 -  5 - 4 '- 
2,20 (in, ZH, 2C H)  ; 2,05 ( s ,  3H, COCF3) ; 1,75 (d,  3H, JSIHz, 

2 ' -  
1. 

SM ( impac t  é l e c t r o n i q u e )  ; M = 284,27 - 

m/e : 284 (0 ,3  ; M+) ; 283 ( 2  ; ( M - l ) + )  ; 126 (31 ; T ~ Y ' )  ; 99 

(95 )  ; 81 (24)  ; 69 (100)  ; 55 (32 ) .  

O-(ACETYLI-3', 0-(TRICHLORO-2,2,2 

ETHOXYCARB0NYL)-5', THYMIDINE - 18 : 

A une s o l u t i o n  du composé - 1 7  (0,87 g ; 3,10 mmol) dans l a  p y r i d i n e  
3 

anhydre ( 1 0  cm ) ,  on a j o u t e  l e  c h l o r u r e  de l ' a c i d e  t r i c h l o r o - 2 , 2 , 2  

é t h y l c a r b o n i q u e  (0,43 cm3 ; 3.10 mmol). Le mélange e s t  a g i t é  à température  

ambiante pendant 3 j o u r s .  La r é a c t i o n  terminée,  l a  p y r i d i n e  e s t  évaporée sous 

p r e s s i o n  r é d u i t e .  Le r é s i d u  ob tenu  e s t  chromatographié s u r  s i l i c e  ( é l u t i o n  : 

é ther  é t h y l i q u e  - é t h a n o l  ( 8  : 2 ) ) .  

Le p r o d u i t  18 e s t  a i n s i  ob tenu  pur  sous forme d ' u n e  poudre b lanche - 

(0,14 g ; 0,30 mm01 ; 10 %) .  



RMN (60  MHz, OMS0 d6)  Gppm = 11,35 ( s  l a r g e ,  IH ,  NC) ; 7,70 (d,  IH, J S  - 
IHZ, C c )  ; 6,15 (t, IH,  J=7Hz, C ,H) ; 5,20 (m, IH,  C3.H) ; 4,90 1 - 
(s,  ZH, O-CH2-CC13) - 4,40 (m, ZH, 2C5,H) 4,20 (m, 1H9 CqIH) ; 

2,30 (m, 2H, 2C2,H) ; 2,05 (s ,  3H, COCH 1 ; 1,751 (d ,  3H, J( lHz,  -3 
C5-CH3). 

SM ( i o n i s a t i o n  chimique, méthane) ; M = 459,67 - 

m/e : 461 (17 ; (M+1)+) ; 460 ( 6  ; M+) ; 459 (17  ; (M-1)') ; 267 

(33)  ; 225 (12)  ; 207 (43 )  ; 157 (28 )  ; 141 (37 )  ; 127 (100) ; 126 

(88 )  ; 117 (37 )  ; 113 ( 7 4 ) .  

UV (EtOH) : - max 
( E )  : 264 (11900) nm. 

A 254/280 = 1,45. 

TRICHLORO-2,2,2 ETHOXYCARBOXYLATE DE 

(FURO (3,Z-g) COUMARINYLE)-5 - 19 : 

A une s o l u t i o n  de 5HP 3 (0,50 g ; 2,50 mmol) dans l a  p y r i d i n e  - 

anhydre,  on a j o u t e  l e  c h l o r u r e  de l ' a c i d e  t r i c h l o r o - 2 , 2 , 2  é t h y l c a r b o n i q u e  

(0,35 cm3 ; 2,50 mmol). 

La r é a c t i o n  e s t  a g i t é e  à température  ambiante e t  à l ' a b r i  de l a  

l u m i è r e  pendant une n u i t .  

La p y r i d i n e  e s t  évaporée sous p r e s s i o n  r é d u i t e ,  l e  r é s i d u  obtenu e s t  

chromatographié  su r  s i l i c e  ( é l u t i o n  : c h l o r o f o r m e ) .  

Le composé 19 e s t  ob tenu  sous forme de poudre b lanche (0 ,65 g ; - 

1,70 mm01 ; 68 % ) .  Il e s t  e n s u i t e  c r i s t a l l i s é  dans l ' é t h e r  é t h y l i q u e  (0,57 g ; 

1,50 mm01 ; 60 % ) .  



RMN (60  MHz, DMSO d6) 8 pprn = 8.15 (d,  IH ,  J=ZHz, C5tH) ; 8.10 (d ,  1H, - 
J=IOHZ, CqH) ; 7,75 (d,  1H, J a l H z ,  C g )  7,00 (dd, 1H, J = ~ H z ,  

JolHz, C H) ; 6.50 (d ,  IH,  J=lOHz, C e )  ; 5,10 (S.  ZH, 0 - F 2 - C ~ 1 3 ) .  
4 '- 

SM ( impac t  é l e c t r o n i q u e )  ; M = 377,56 - 
m/e : 378 ( 3  ; (M+l)+) ; 376 ( 3  ; (M- I I+)  ; 202 (75  ; PSOOH+) ; 201 

(100) ; 174 (23)  ; 173 (52)  ; 145 ( 5 5 )  ; 95 (26)  ; 89 ( 2 3 )  ; 61 

( 2 3 ) .  

UV ( E t O H ) :  1 - rnax 
( E) : 301 (10400) ; 246 (21900) nrn. 

A 254/280 = 2,45 ; A 254/365 = 11,15. 

Analyse,  C14H706C13 : 

Ca lc .  % :  C : 44,54 H : 1,87 C l  : 28,17 

THYMIDINE 20 : - j S ~ - : - " " " * - c , o "  60 

OAc O 

A une s o l u t i o n  du composé - 17 (1,O g ; 3,5 mmol), dans l e  
3 

d ich lorométhane (10 cm ) ,  on a j o u t e  de l a  N,N-diméthylarnino-4 p y r i d i n e  

(0,47 g ; 3,85 mrnol) p u i s  de l ' a n h y d r i d e  s u c c i n i q u e  (0 ,7  g ; 7,O mmol). 

La s o l u t i o n  e s t  a g i t é e  à température  ambiante e t  l ' é v o l u t i o n  de l a  

r é a c t i o n  e s t  s u i v i e  p a r  CCM. 

La r é a c t i o n  terminée (30 mn), l a  s o l u t i o n  e s t  d i l u é e  avec du 

d ich lorométhane (90  c m )  p u i s  l a v é e  avec une s o l u t i o n  aqueuse de 
3 

dihydrogénophosphate de sodium à 10 % (100 cm 1. La phase aqueuse e s t  e x t r a i t e  
3 

avec du dichlorornéthane ( 3  x 100 cm ) .  Les phases organ iques s o n t  séchées sur  

MgSO p u i s  évaporées (1,32 g ; 3,45 mm01 ; 98 %) . 4 



Le produit brut est chromatographié sur silice (élution : acétate 

d'éthyle). 

Le solide obtenu est ensuite dissous dans un minimum de 

dichlorométhane puis précipité dans l'éther de pétrole (1,21 g ; 3,15 mm01 ; 

90 % ) .  

RMN (60 MHz, OMS0 d6) 6 ppm = 12.35 (s très large, IH, COOH) - ; 11,30 (s 

large, IH, NC) ; 7,45 (d, IH, JS~HZ, C c )  ; 6315 (t, IH, J=7Hz, 

C , H l  ; 5,15 (m, 1H, C3,H) ; 4,20 (m, ZH, ZC5,H) ; 4,10 (m. 1H, 1 - 
C ,H) ; 2,40 (m, 4H, COCH -CH CO) ; 2,15 (m, 2H, 2C H) ; 2,00 (s, 4 - -2 -2 2 '- 
3H, COCH3) ; 1,75 (d, 3H, JSlHz, C5-CH3) - 

SM (ionisation chimique, méthane) ; M = 384,34 - 
m/e : 385 (11 ; (M+I)+) ; 267 (17) ; 260 (25) ; 259 (100) ; 225 

(10) ; 207 (29) ; 199 (53) ; 155 (75). 

I R  (KBr) : 3200 ; 3060 ; 2950 ; 2660 ; 1755 ; 1700 ; 1480 ; 1430 ; - 
1255 ; 1210 ; 1165 ; 1110 ; 1025 ; 965 ; 900 cm-'. 

UV (EtOH) : 1 - max ( E )  : 265 (11300) nm. 

A 254/280 = 1,25. 

Analyse, C16H20N209 : 

Calc. % : C : 50,OO H : 5,24 N : 7,29 

T r .  % : 49,57 5,18 7,17. 

COUMARZNYLE -5 21 : 1 - 

A une solution de 5HP - 3 (0,53 g ; 2,6 rnmol) dans un mélange 
3 

dichlorométhane-acétonitrile (50 : 50 ; 100 cm ) ,  on ajoute du 



N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (0,54 g ; 2,6 mmol), le méthyl-1 imidazole 

(25 ri1 ; 0,26 mmol) et le composé - 20 (1 ,O g ; 2,6 mm01 ; en quatre 

fractions). 

Le mélange est agité à température ambiante pendant 1 à 2 h. La 

réaction terminée, la N,N8-dicyclohexylurée est filtrée puis lavée avec du 

dichlorométhane. 

La solution est ensuite évaporée. Le résidu obtenu est 

chromatographié sur silice en éluant avec de l'acétate d'éthyle. 

Le produit pur obtenu est dissous dans un minimum de dichlorornéthane 

puis précipité dans le n-hexane. Le précipité blanc formé est filtré puis 

séché (1,18 g ; 2,l mm01 ; 80 % ) .  

RMN (400 MHz, CDC13) Gppm = 8.13 ( s  large, 1H, N e )  ; 7,84 (dd, IH, 
- 

J=9,80 Hz, J=0,70Hz, PsoCqH) ; 7,58 (d, IH, J=2,30Hz, PsoCs8tj) ; 

7,35 (dd, IH, J=1,00Hz, J=0,70Hz, PsoCgH) ; 7,16 (d, IH, J=1,30Hz, 

C E )  ; 6.67 (dd, IH, J=2,30Hz7 J=l,OOHzT p~0C~tl-J) ; 6734 (d, 1H, 

J=9,80Hz, PsoC&i) ; 6,20 (dd, IH, J=8,50Hz, J=5,75Hz, Cl ,H) ; 5,14 

(m, IH, J=6,75Hz, J=2,60Hz, J=2,15Hz, C H) ; 4,43 (dd, IH, 3'- 
J=12,10Hz, J=4,45Hz, C ,H) ; 4,34 (dd, IH, J=12,10Hz, J=3,45Hz, 5 - 
C ,H) ; 4,17 (m, 1H, J=4,45Hz, J=3,45Hz, J=2,60Hz, C4,!) ; 3,02-2,80 5 - 
(m, 4H, COCH -CH CO) ; 2,38 (m, 1H, J=14,25Hz, J=5,75Hz, J=2,15Hz, -2 -2 
CZlH) ; 2,13 (m, IH, J=14,25Hz, J=8,50Hz, J=6,75Hz, C ; 2,04 (s, 2 - 
3H, COCH3) - ; 1,81 (d, 3H, J=1,30Hz, Cg-CH3). 

SM (ionisation chimique, méthane) ; M = 568,49 - 

m/e : 569 (0,6 ; (M+I)+) ; 243 (28 ; (Thd + II+) ; 217 (28) ; 202 

(56, PSOOH+) ; 127 (80 ; (~h~+l)+). 

(impact électronique, haute résolution) : 

.--------------_------------------------------------------------------. 
:M. trouvée : 367,1132 : 267,0980 : 202,0251 : 174,0311 : 

:M. théorique : 367,11413 : 267,09809 : 202,02660 : 174,03169 : 

: Formule brute: CI6Hl 9N208 



UV (EtOH) : A - ma x 
( € 1  : 247,5 (24000) nm. 

A 254/280 = 1,85 ; A 254/365 = 26,6. 

Analyse,  C27H24N2012 : 

Calc .  % : C : 57,05 H : 4,26 N : 4,93 

Tr .  % :  56,97 4,53 5,07. 

N-ACYL UREE 22 : - \ 

OAc 0 

C e t t e  impure té  a é t é  i s o l é e  l o r s  de l a  synthèse du composé - 21, en 

u t i l i s a n t  comme s o l v a n t  l a  DMF. 

RMN (~OMHZ, CDC13) 8 ppm = 9,35 ( S  l a r g e ,  IH,  N e )  ; 7,30 ( d ,  1H, JblHz, - 

C E )  ; 6,25 ( t ,  I H ,  J=7Hz, C tH) ; 5,10 (m, I H ,  C3.fl) ; 4,25 (m, 2H, 1 - 
2C ,H) ; 4,10 (rn, I H ,  C ,H) ; 2,65 (m, 4H, COCH -CH CO) ; 2,30 (m, 

5 - 4 - -2 -2 
2H, 2C ,H l  ; 2,05 ( s ,  3H, COCfi3) ; 1.90 (d ,  3H, J s I H z ,  C5-CH3) ; 2 - 
2,OO-0,85 (m, 22H, H c y c l o h e x y l e ) .  - 

SM ( impac t  é l e c t r o n i q u e ,  hau te  r é s o l u t i o n )  ; M = 590,67 - 

.____---___------_--------------------------------------- 
:M. t rouvée  : 465,2143 : 280,1560 : 126,0435 : 

:M. t h é o r i q u e  : 465,21110 : 280,15487 : 126,04292 : 

:Formule b r u t e :  C22H31N308 : C15H22N04 : C5H6N202 : 

......................................................... 



O-(DZMETHOXY-4,4' TR1TYL)-5', 

O-(CARBOXY-3 PROPAN0YL)-3' THYMIDINE 23 : 

A une s o l u t i o n  du composé 15 (2,O g ; 3,7  mmol) dans l e  
3 

d ich lorométhane (10  cm 1, on a j o u t e  de l a  N,N-diméthylamino-4 p y r i d i n e  

(0,5 g ; 4,1 mmol) e t  de l ' a n h y d r i d e  s u c c i n i q u e  (0,56 g ; 5,60 mmol). La 

s o l u t i o n  e s t  a g i t é e  à température  ambiante pendant 2 h ,  p u i s  d i l u é e  avec du 
3 

d ich lorométhane (40 cm ) .  La s o l u t i o n  obtenue e s t  l a v é e  avec une s o l u t i o n  
3 

aqueuse de dihydrogénéphosphate de sodium à 1 0  % (50 cm ) .  La phase aqueuse 
3 

e s t  e x t r a i t e  par  du d ich lorométhane ( 3  x 50 cm ) .  Les phases organ iques s o n t  

séchées s u r  Mg50 p u i s  évaporées à sec. 4 
Le s o l i d e  obtenu e s t  p u r i f i é  p a r  chromatographie s u r  s i l i c e  sous f a i b l e  

p r e s s i o n  ( é l u t i o n  d ich lorométhane - méthanol - p y r i d i n e ,  96 : 3,5 : 0 , 5 ) .  

Le composé - 23 e s t  a i n s i  ob tenu  pur .  11 e s t  e n s u i t e  s o l u b i l i s é  dans un 

minimum de d ich lorométhane p u i s  p r é c i p i t é  dans du pentane (2 ,31 g ; 3,60 mm01 

; 97 %).  

RMN ( 6 0  MHz, CDCI~) a ppm = 9,55 ( s  l a r g e ,  1H, N e )  ; 7,55 (d ,  l H p  JS - 

1Hz, C E )  ; 7,30-6,70 (m, 13H. HAr) ; 6,30 ( t ,  1H, J=7Hz, Cl#!) ; - 

5,40 (m, IH, C ,H) ; 4,10 (m, 1H, C ; 3,75 ( s ,  6H, ; 3745 
3 - 4 - 

(m, 2H, 2C5,!) ; 2,60 (m. 4H, COCH2-Cli2CO) ; 2,35 (m, 2H, 2C21H) ; 

1,35 ( d ,  3H, JslHz,  C5-CH3). 

SM ( i o n i s a t i o n  chimique, méthane) ; M = 644,68 - 

rn/e : 645 (0,3 ; M+) ; 545 (1 ,  (Thd5'0DMT + 1 ) + )  ; 402 (13 )  ; 390 

(100) .  

UV (EtOH) : - ma x 
( € 1  : 265,5 (9200) ; 234 (18400) nm. 

A 254/280 = 1,32. 



Analyse, C35H36N2010 : 

Calc. % : C : 65,21 H : 5,63 N : 4,35 

Tr. % :  65,32 5,77 4,17. 

SUCCINATE DE (O-(DIMETHOXY-4, 4' TR1TYL)-5' , 
DESOXY-3' THYMIDINYLE)-3' ET DE 

(FURO (3.2-9) COUMARINYLE)-5 2 : DMTO 

A une solution de 5HP - 3 (0,63 g ; 3,10 mmol) dans un mélange 
3 

dichlorométhane-acétonitrile (50 : 50 ; 100 cm 1, on ajoute le N,N'-dicyclo- 

hexylcarbodiimide (0,7 g ; 3,4 mmol) et le composé - 23 (2,O g ; 3,1 mmol). Le 

mélange est agité à température ambiante pendant 1 à 2 h. La réaction 

terminée, la N,N'-dicyclohexylurée est filtrée, lavée avec du dichlorométhane. 

La solution est ensuite évaporée. Le résidu obtenu est purifié par 

chromatographie sur silice sous faible pression en éluant avec un mélange 

dichlorométhane-acétate d'éthyle (50 : 50 ; 0,3 % de pyridine). 

Le produit obtenu est dissous dans un minimum de dichlorométhane 

puis précipité dans le n-hexane (1,67 g ; 2,O mm01 ; 65 %).  

RMN (400 MHz, DMSO d6) 6 ppm = 11.32 (s large, IH, Ne) ; 8,09 (dd, 1H, - 

J = 9,80 Hz, J=O,6OHz, PsoCqH) ; 7,99 (d, IH, J=2,30Hz, PsoC5.1j) ; 

7.67 (dd, IH, J=0,95Hz, J=0,60Hz, PsoCgH) ; 7,46 (d, IH, J=0,85Hz9 

C z )  ; 7,32-7,17 (m, 9H, HAr) ; 6,93 (dd, IH, J=2,30Hz, J=0,95Hz, 
- 

PsoC , H )  ; 6,83-6,80 (m, 4H, HAr) ; 6.34 (d, 1H, J=9,80Hz, PsoC$) ; 4 - - 

6,16 (dd, 1H, J=6,10Hz, J=5,90Hz, C ; 5,32 (m, IH, C H) ; 4,03 1 - 3'- 
(m, IH, C4,H) ; 3,66 (s, 6H, OCH3) ; 3.15 (m, ZH, 2C5,H) ; 3,10-2.75 

(m, 4H, COCii2-Cti2CO) ; 2,30 (m. ZH, 2C2,1-l-) ; 1,30 (d, 3H, J=0,85Hz, 

Cs-CH3). 



SM (impact électronique, haute résolution) ; M = 828,83 

:Formule brute: C H O : C2.,Hlq02 : CI1H6O4 21 20 2 : C10H603 : C5H6N202 : 

Décomposition thermique : m/e = 504 

M. trouvée = 504,1551 

M. théorique = 504,15728 

Formule brute = C32H2406. 

Une solution de composé - 24 (1,OO g ; 1,21 mmol) dans 1 'acétonitri le 
3 (100 cm ) est placée dans un bain de glace. A la solution refroidie on ajoute 

une solution d'acide benzène sulfonique 0,l M (1,58 g ; 10 mmol) dans 
3 l'acétonitrile (100 cm ) .  

La solution rouge orangée est agitée pendant 15 mn. La détritylation 

terminée, la solution est ensuite neutralisée par une solution aqueuse de 

bicarbonate de sodium à 10 %. Après neutralisation (décoloration) le benzène 

sulfonate de sodium qui précipite est éliminé par filtration. Le filtrat est 
3 concentré puis dilué avec de l'eau (100 cm 1. La solution obtenue est extraite 

3 avec du dichlorométhane (3x200 cm ) .  Les phases organiques sont séchées sur 

MgSO puis évaporées à sec. 
4 

Le résidu obtenu est purifié par chromatographie sur silice 

(élution : 1) chloroforme 2) chloroforme-acétate d'éthyle (50 : 50) 3) acétate 

d'éthyle. 



Le composé - 25 e s t  a i n s i  obtenu pur  sous forme d ' u n e  poudre b l a n c h e  

(0,53 g ; 1,O mm01 ; 83 %) .  

RMN (400 MHz, DMSO d6) 6 ppm = 11,27 ( s  l a r g e ,  IH,  N e )  ; 8 ,  , I H ,  - 

J=10,00Hz, PsoCqH) ; 8,06 (d,  IH,  J=2,00Hz, Ps0C5,H) ; 7.67 ( s  

l a r g e ,  2H, Cc, PsoC H) ; 6,96 (d ,  IH,  J=2,00Hz, PsoC4.H) ; 6,43 ( d ,  &c 
IH,  J=10,00Hz, PsoCC)  ; 6,14 (dd, 1H, J=6,00Hz, J=5,60Hz, c~.!) ; 

5,25 (d ,  IH ,  J=5,75Hz, C3,H) ; 5,16 ( t ,  IH,  J=5,10H~, J=5,15Hz, 

C5.-OH) - ; 3,94 (d ,  I H ,  J=1,65Hz, C4,1j) ; 3,58 ( t ,  ZH, J=4,70Hz, 

J=3,70Hz, 2C5,H) ; 3,10 ( t ,  2H, J=6,40Hz, COCH -CH2CO) ; 2,80 ( t ,  -2 
2H, J=6,40Hz, COCH2-Cij2CO) ; 2,30-2,16 (m, ZH, 2C2 ,HI. 

SM ( i o n i s a t i o n  ch imique,  méthane) ; M = 526,46 - 

m/e = 527 (0,8 ; (M+I)+) ; 325 (0 ,4  ; (~+1) -PSOOH)+)  ; 242 (0 ,8  ; 

~ h d + )  ; 207 (90 ; ( ~ h d - 2 ~ ~ 0 + 1 ) +  ; 206 ( 3 4  ; ( ~ h d - 2 ~ ~ 0 ) ~ )  ; 174 ( 8  ; 

(PSOOH-CO)+) ; 167 (22 )  ; 161 (28 )  ; 155 (43)  ; 141 (55)  ; 128 

(100) ; 126 (40 ; ~ h ~ ' )  ; 117 (11) ; 110 (61 ) .  

( impact  é l e c t r o n i q u e ,  hau te  r é s o l u t i o n )  : 

................................................................... 

: m/e : M.trouvée : M. théor ique : Formule b r u t e  : 

................................................................. 

202 : 202,0251 : 202,0266 '1 1 H6°4 
................................................................... 

UV (EtOH) : ( E )  : 248 (25650) nm. max 
A 2541280 = 1,80 ; A 254/365 = 28,5. 

Analyse, C25H22N2011 : 

Ca lc .  % : C : 57,04 H : 4,21 N : 5,32 

Tr  . % : 56,78 4,38 5,16. 



SUCCINATE DE [O-(ACETYL)-3' , DESOXY-5' 

O-C- (cH~)~c -o  
II 

OAc 0 O 

A une solution de 8HP - 4 (100 mg ; 0,5 mm011 dans un mélange 
3 

dichlorométhane-acétonitrile (50 : 50 ; 10 cm 1, on ajoute du 

N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (110 mg ; 0,53 mmol) et le composé - 20 (195 mg ; 

0,5 mmol). Le mélange est agité à température ambiante pendant 1 à 2 h. La 

réaction terminée, la N,N1-dicyclohexylurée est éliminée par filtration, lavée 

avec du dichlorométhane. Le filtrat est évaporé à sec. Le résidu obtenu est 

purifié par chromatographie sur silice (élution : acétate d'éthyle). 

Le produit pur obtenu est dissous dans un minimum de dichlorométhane 

puis précipité dans le n-hexane. 

Le composé - 26 est ainsi obtenu sous forme d'une poudre blanche. 

RMN (60 MHz, DMSO d6) 6 ppm = 11,,30 ( 5  large, 1H, Ne) ; 8.15 (d, 1H, - 
J=9,6Hz, PsoC4y) ; 8,10 (d, 1H, J=2Hz, PsoC5,H) ; 7,90 (5, IH, 

P S O C ~ )  ; 7.40 (d, IH, J<IHz, C c )  ; 7,10 (d, IH, J=ZHz, PsoC4.H) ; 

6,40 (d, 1H, J=9,6Hz, PsoCC) ; 6.10 (t, IH, J=7Hz, Cl,!) ; 5,15 (m, 

1H, C ,Hl ; 4.25 (m. 3H, 2C5.H, C4,H) ; 2.95 (m, 4H, COCH2-CH2CO) ; 
3 - 

2,30 (m, 2H, 2C ,H )  ; 2.00 (S. 3H, COCS3) ; 1,65 (d, J d H z ,  
2 - 

SM (impact électronique, haute résolution) ; M = 568,49 - 

m/e : 569 (32 ; (M+I )+)  ; 568 (1 00 ; M+) . 

........................................................................... 

: m/e 368 : 267 202 174 126 

......................................................................... 

:M.trouvée : 368,1224 : 267,0980 : 202,0251 : 174,0311 : 126,0435 : 

:M.théorique : 368,12195 : 267,09809 : 202,02660 : 174,03169 : 126,04292 : 

:Formule brute: C16H20N208: C12H15N205: CllH604 : CIOH6O3 : C5H6N202 : 

........................................................................... 



A une solution de 8HP - 4 (100 mg ; 0,s mmol) dans un mélange 
3 

dichlorométhane-acétonitrile (50 : 50 ; 10 cm ) ,  on ajoute du 

N,N'-di~~clohexylcarbodiimide (110 mg ; 0,53 mmol) et le composé - 20 (195 mg ; 

0,5 mmol). Le mélange est agité à température ambiante pendant 1 à 2 h. La 

réaction terminée, la N,N'-dicyclohexylurée est éliminée par filtration, lavée 

avec du dichlorométhane. Le filtrat est évaporé à sec. Le résidu obtenu est 

purifié par chromatographie sur silice (élution : acétate d'éthyle). 

Le produit pur obtenu est dissous dans un minimum de dichlorométhane 

puis précipité dans le n-hexane. 

Le composé - 26 est ainsi obtenu sous forme d'une poudre blanche. 

RMN (60 MHz, DMSO d6) 6 ppm = 11,30 (s large, IH, N$) ; 8,15 (d, 1H, - 

J=9,6Hz, PsoCqH) ; 8.10 (d, IH, J=2Hz, PsoC5,H) ; 7,90 (s, IH, 

P S O C ~ )  ; 7,40 (d, IH, JSlHz, C&i) ; 7,10 (d, IH, J=ZHz, PsoC4,H) ; 

6,40 (d, IH, J=9,6Hz, PsoCe) ; 6,10 (t, IH, J=7Hz, C H) ; 5.15 (m, 1 '- 
IH, C , H )  ; 4,25 (m, 3H, 2C5.ij, Cq,H) ; 2,95 (m, 4H, COCH -CH CO) ; 3 - -2 -2 
2,30 (m, 2H, 2C2,H) ; 2,00 (s, 3H, COCH ) ; 1,65 (d, JsIHz, C -CH 1 .  -3 5 -3 

SM (impact électronique, haute résolution) ; M = 568,49 - 

m/e : 569 (32 ; (M+I 1') ; 568 (100 ; M+). 

......................................................................... 

:M.trouvée : 368,1224 : 267,0980 : 202,0251 : 174,0311 : 126,0435 : 

:M.théorique : 368,12195 : 267,09809 : 202,02660 : 174,03169 : 126,04292 : 

:Formule brute: C16H20N208: CI2Hl5N2O5: CllH604 : CI0H6O3 : C5H6N202 : 

........................................................................... 



Analyse, C27H24N2012 : 

Calc .  % : C : 57,05 H : 4,26 N : 4,93 

Tr .  % :  56,71 4,38 4,82. 

O-(ACETYLI-3', O-(CARBOXY-6 HEXAN0YL)-5' 

THYMIDINE 27 : - 

&O-:-(CH.)s-c l 'OH +O 

OAc O 

A une s o l u t i o n  d ' a c i d e  p imé l i que  (176 mg ; 1,10 mmol) dans l e  
3 dichlorométhane ( 5  cm 1, on a j o u t e  l e  N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (226 mg ; 

1,10 mmol). La s o l u t i o n  e s t  a g i t é e  à température ambiante pendant lh30 .  A 

c e t t e  s o l u t i o n  on a j o u t e  une s o l u t i o n  de N,N-dirnéthylamino-4 p y r i d i n e  

(134 mg ; 1,10 rnmol) e t  du composé - 17 (284 mg ; 1 ,O mrnol) dans l e  
3 dichlorométhane (20  cm ) .  

L ' é v o l u t i o n  de l a  r é a c t i o n  e s t  s u i v i e  par  CCM. La r é a c t i o n  terminée 

(30 mn), l a  N,N' -d icyc lohexy lurée formée e s t  f i l t r é e ,  l avée  avec du 

dichlorométhane. 

La s o l u t i o n  obtenue e s t  e n s u i t e  l avée  avec une s o l u t i o n  aqueuse de 
3 dihydrogénophosphate de sodium à 10 % ( 20  cm ) .  La phase aqueuse e s t  e x t r a i t e  

3 avec du dichlorornéthane ( 3  x 20 cm ) .  

Les phases organiques son t  séchées su r  MgSO p u i s  évaporées à sec. 4 
Le r é s i d u  obtenu e s t  p u r i f i é  par  chromatographie sur  s i l i c e  en 

é l u a n t  avec un mélange dichlorométhane - méthanol ( 9  : 1 ) .  

Le composé - 27 e s t  a i n s i  obtenu pur (110 mg ; 0,26 mm01 ; 26 % ) .  



RMN (60 MHz, OMS0 dg) 6 ppm = 11,351 ( S  l a r g e ,  1H, N g )  ; 7945 ( d ,  1H, J i  - 
~ H z ,  C 8 )  ; 6,15 ( t ,  IH,  J = ~ H z ,  Cl1H) 5,15 (m, IH,  C3tH) 4920 

(m, 3H, 2C5,H, C4,ti-1 ; 2,351 (m, 4H, COCE2-(CH2)3-CH2CO) 2720 (m, 

ZH, 2C ,H) ; 2.00 (5,  3H, COCtj3) ; 1.75 (d,  3H, JsIHz, c ~ - c H ~ )  ; 
2 - 

1 O (m, 6H, C O C H ~ - C ~ ~ ~ - C I I ~ - C ~ ~ - C H ~ C O )  

SM ( impact  é l e c t r o n i q u e ,  hau te  r é s o l u t i o n )  ; M = 426,42 - 
m/e : 426 ( M+) ; 301 (M+-~hy)  ; 241 ; 126 ( ~ h y ' ) .  

:M. t rouvée  : 426,1615 : 301,1280 : 

:M. t h é o r i q u e  : 426,16381 : 301,12872 : 

:Formule b r u t e  : Cl9HZ6N2O9: C14H2107 : 

I R  ( f i l m  t r a n s p a r e n t )  : 3200 ; 3060 ; 2970 ; 1730 ; 1475 ; 1380 ; - 

1245 ; 1080 ; 1030 ; 970 ; 900 ; 790 ; 745 cm-'. 

UV ( E t O H ) :  A ( E ) :  2 6 6 ( 1 5 9 0 0 ) n m .  - max 
A 254/280 = 1,15. 

Analyse,  Cl9HZ6N2O9 

Ca lc .  % : C : 53,52 H : 6,15 N : 6,57 

T r  . % : 53,33 6,32 7,04. 

HEPTANEDIOATE DE (O-( ACETYL ) -3'  , DESOXY-5' 

THYMIDINYLE)-5' ET DE (FUR0 (3.2-9) 

COUMARINYLE)-8 - 28 : O-C-(CH,),-C-O 
II 

OAc 0 O 

A une s o l u t i o n  de 8HP - 4 (52 mg ; 0,26 mmol) dans un mélange 
3 

dichlorométhane-acétonitrile (50  : 50 ; 5 cm ) ,  on a j o u t e  du 



N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (53 mg ; 0,26 mmol) et le composé - 27 (110 mg ; 

0,26 mmol). Le mélange est agité à température ambiante pendant 1 h. La 

N,N'-dicyclohexylurée formée est filtrée, lavée avec du dichlorométhane. 

La solution est ensuite évaporée puis le résidu obtenu est purifié 

par chromatographie sur silice en éluant avec de l'acétate d'éthyle. 

Le composé - 28 est obtenu pur après précipitation dans le n-hexane 

(110 mg ; 0,18 mm01 ; 70 % ) .  

RMN (60 MHz, CDC13) 6 ppm = 8,40 (s large, 1H, NJH) ; 7,75 (d, IH, - 

J=9,6Hz, PsoC4tj) ; 7,65 (d, IH, J=ZHz, PsoCgIH) ; 7,55 (s, IH, 

PsoC~H) 7,25 (d, IH, JSIHZ, C z )  i 6,80 (d, IH, J=2Hz, P s o c ~ ~ H )  ; 

6,30 (d, 1H, J=9,6Hr, PsoC&i) ; 6.25 (t, 1H, J=7Hz, Cl,!) ; 5,15 (m, 

IH, C ,Hl ;4,30 (m, 3H, 2C5,H, C4,H) ; 2,55 (m, 4H, 3 - 
COCH--(CH ) -CH CO) ; 2,30 (m, ZH, 2C ; 2.05 (s, 3H. ; 

-L 2 3 -2 2 - 
1,85 (d, 3H, J S ~ H z ,  C5-CH3) ; 1,65-0,85 (m, 6H, 

COCH -CH -CH -CH -CH2CO). 2 -2 -2 -2 

SM (impact électronique, haute résolution) ; M = 610,57 - 

.__________-----___-------------------------------------------- 
:M.trouvée : 327,0869 : 202,0251 : 174,0311 : 126,0435 : 

:M.théorique : 327,08685 : 202,02660 : 174,03169 : 126,04292 : 

:Formule brute: C H O C11H604 : CI0H6O3 : 18 15 6 ' C5H6N202 : 
............................................................... 

UV (EtOH) : ( E )  : 246 (24550) nm. - ma x 
A 254/280 = 1,60 ; A 254/365 = 27,70. 

Analyse, C30H32N2013, 1H20 : 

Calc. % : C : 57,32 H : 5,13 N : 4,46 

Tr. O /O : 56,95 5,13 4,61. 



D. E T U D E  P H O T O C H I M I Q U E  : 

1 .  I N D I C A T I O N S  GENERALES : 

I o /  Cond i t i ons  d ' i r r a d i a t i o n  : 

Dans c e t t e  étude, nous avons u t i l i s é  des s o l v a n t s  PROLABO R.P. 

NORMAPUR q u i  son t  de q u a l i t é  d i t e  "pour analyses".  L ' eau  a  é t é  b i d i s t i l l é e  

(pH = 6 ) .  

I r r a d i a t i o n  à 365 nm : 

Les s o l u t i o n s  à i r r a d i e r  s o n t  p lacées dans des f l a c o n s  en pyrex p u i s  

désoxygénées par barbotage d 'a rgon  U. Les f l a c o n s  s o n t  e n s u i t e  fermés de 

manière à m a i n t e n i r  l e s  s o l u t i o n s  sous atmosphère d ' a rgon .  Les s o l u t i o n s  

placées à 10  cm e n v i r o n  de l a  lampe, sont  r e f r o i d i e s  p a r  un couran t  d ' a i r  

comprimé pendant t o u t e  l a  durée de l ' i r r a d i a t i o n .  

L ' i r r a d i a t i o n  à 365 nm se f a i t  par  l ' i n t e r m é d i a i r e  d 'une lampe à 

mercure hau te  p ress i on  PHILIPS HPW 125 W. L ' éc l a i r emen t  énergé t ique  a r r i v a n t  

sur l e s  s o l u t i o n s ,  mesuré à l ' a i d e  d 'une  t he rmop i l e  KIPP e t  ZONEN, e s t  de 5  à 
2  8 mW/cm . 

I r r a d i a t i o n  à 254 nm : 

Les i r r a d i a t i o n s  à 254 nm sont  e f fec tuées  à l ' a i r  l i b r e  dans de 
3  p e t i t s  c r i s t a l l i s o i r s  sans désoxygénat ion p r é a l a b l e .  Les s o l u t i o n s  (1 cm ) 

sont  i r r a d i é e s  avec une lampe TUV 15 W du ran t  5  à 1 0  mn. L ' é c l a i r e m e n t  
2 énergé t ique  reçu  par  ces s o l u t i o n s  e s t  d ' e n v i r o n  0,5 mW/cm . Les i r r a d i a t i o n s  

à 254 n m  s u i v i e s  par  spec t ropho tomét r ie  UV son t  r é a l i s é e s  dans des cuves en 

quar tz  ( 1  cm de t r a j e t  op t i que )  contenant  des s o l u t i o n s  non désoxygénées. 



2 O /  Analyse des s o l u t i o n s  i r r a d i é e s  e t  d é t e c t i o n  

des pho top rodu i t s  formés : 

L ' ana l yse  des s o l u t i o n s  se f a i t  pa r  CLHP ( a p p a r e i l  WATERS, 

programmateur de s o l v a n t  660, deux pompes M-6000, dé tec teur  UV 440, co lonne  de 

phase i n v e r s e  RP 18 10  pm MERCK). 
3 Les s o l u t i o n s  sont  é luées  avec un d é b i t  de 2 cm /mn, par un g r a d i e n t  

l i n é a i r e  de deux s o l v a n t s  : l ' u n  e s t  l ' e a u  pure  b i d i s t i l l é e  (pH=6) ou l ' e a u  

a c i d i f i é e  (pH=2,5 ; H PO ) e t  l ' a u t r e  e s t  un mélange méthanol-eau pure ( 9 5 : 5 ) .  
3  4  

La compos i t i on  du mélange d ' é l u t i o n  Y (en % de méthanol)  e s t  donnée en 

f o n c t i o n  du temps d ' é l u t i o n  t (en  mn), par  l ' é q u a t i o n  : 

Y = K  + (95  - K).  t / 1 0  

K é t a n t  l a  compos i t i on  du mélange é l u a n t  en % du méthanol au temps t=O. 

Les pho top rodu i t s  formés s o n t  dé tec tés  par  l e u r s  abso rp t i ons  à 254 

e t  365 nm ou 254 e t  280 nm. Les rappo r t s  d ' a b s o r p t i o n  A 254/280 ou /e t  

A 254/365 son t  u t i l i s é s  pour c a r a c t é r i s e r  l e s  p r o d u i t s .  

Les volumes i n j e c t é s  son t  de 25 à 150 IJ 1 se lon  l e s  concen t ra t i ons  

u t i l i s é e s   IO-^ à IO-~M). La d é t e c t i o n  se f a i t  dans une gamme de d e n s i t é  

op t ique  de 2  à 0,02. 

3 O /  Paramètres u t i l i s é s  (CLHP) : 

* Tem~s de r é t e n t i o n  : 

t R ,  = temps de r é t e n t i o n  du modèle de dépar t .  

t R  = temps de r é t e n t i o n  du p r o d u i t  formé. 

* Taux de convers ion  (TC) : 

hauteur  (cm) s i g n a l  du composé de dépar t  au temps t 

TC = (1- ) x 100 

hauteur (cm) s i g n a l  du composé de dépa r t  à t=O 



C. E T U D E  P H Y S I C O - C H I M I Q U E  

E N  S P E C T R O S C O P I E  D E  R M N  : 

Nous avons u t i l i s é  l o r s  de c e t t e  é tude  du d i m é t h y l s u l f o x i d e  6  
(DMSO d6)  e t  de l ' e a u  l o u r d e  (D20) t o u s  deux à 99,8 % de p u r e t é  i s o t o p i q u e .  

Des s o l u t i o n s  mères à 5. I O - ~ M  e n v i r o n ,  du composé modèle Ade-C4-5Pso 

10  e t  des composés de r é f é r e n c e  Ade-C 12, 5Pso-C 13 o n t  é t é  p réparées  dans - 
3  

3 -  3 - '  
l e  DMSO d6 (0,5 cm ) ( à  p a r t i r  d ' é c h a n t i l l o n s  de 0,5 à 1 mg). Ces s o l u t i o n s  

mères o n t  é t é  d i l u é e s  avec de l ' e a u  l o u r d e  e t  du DMSO d  Des s o l u t i o n s  dans 
6  ' 

l e  mélange D20-DMSOd6 (95 : 5)  o n t  é t é  obtenues aux c o n c e n t r a t i o n s  f i n a l e s  de 

 IO-^ e t  5 . 1 0 ~ ~ ~  pour  l e  composé Ade-C4-5Pso o, de 5. I O - ~ M  pour  l a  r é f é r e n c e  - 
Ade-C 12  e t  de Z . I O - ~ M  pour l a  r é f é r e n c e  5Pso-C 13 en r a i s o n  de l a  f a i b l e  

3  - 3  - 
s o l u b i l i t é  de ce composé. 

Les s p e c t r e s  o n t  é t é  e n r e g i s t r é s  à 25OC s u r  un  spec t romèt re  BRUKER 

AM 400 WB. 

Les p r o t o n s  3,4 a i n s i  que l e s  p r o t o n s  4 ' , 5 '  du noyau psora lène  s o n t  

d é t e c t é s  sous l a  forme de d o u b l e t s  J3,4=10Hz, J 41 51 = a 2  

L ' a t t r i b u t i o n  des p r o t o n s  2 ' e t  8  du c y c i e  adén ine (HZA e t  H8A) a  é t é  

r é a l i s é e  en c h a u f f a n t  à 8OoC l e s  s o l u t i o n s  du composé Ade-C4-5Pso - 1 0  e t  de l a  

r é f é r e n c e  Ade-C 12 dans l e  mélange D20-DMSO d6 ( 9 5  : 5 )  pendant  2  à 3  h. Dans 
3  - 

ces c o n d i t i o n s ,  l e  p r o t o n  8  du c y c l e  i m i d a z o l e  de l ' a d é n i n e  s 'échange (55,561. 

composé 

.............................................................................. 
1 

Tableau 2 : Etude en RMN H  (400MHz) du composé modèle Ade-C4-5Pso - 1 0  e t  des 

composés de r é f é r e n c e  Ade-C 12, 5Pso-C 13. 
3 -  3 -  

Spect res  e n r e g i s t r é s  dans un mélange D20-DMSO d  (95  : 5 )  à 25OC. 
6  



* Rapports d ' a b s o r p t i o n  : 

hauteur  (cm) s i g n a l  à 254 nm 

A 254/280 = 

hauteur  (cm) même s i g n a l  à 280 nm 

hauteur  (cm) s i g n a l  à 254 nm 

A 254/365 = 

hauteur  (cm) même s i g n a l  à 365 nm 

II. RESULTATS ANALYTIQUES : 

Io/ I r r a d i a t i o n  du composé Ade-CA-5Pso 10 : 

Des s o l u t i o n s  du composé de concen t ra t i ons  6 . 1 0 - ~  e t  3 . 1 0 - ~ ~  son t  

préparées dans qua t re  so l van t s  d i f f é r e n t s  : un mélange eau-méthanol (95 :5 ) ,  

l ' é t h a n o l ,  l a  DMF e t  l ' a c é t o n i t r i l e .  Ces s o l u t i o n s  son t  désoxygénées par  

barbotage d 'a rgon  (15 mn) p u i s  i r r a d i é e s  à 365 nm à d i f f é r e n t s  temps. 

: So lvan t  : Temps : ~ R o  t R  TC % 

: EtOH 3h30 : 8mn24 : 8mn36 6  1  

: DMF ....................................................... 

Tableau 7 : I r r a d i a t i o n  à 365 nrn du composé Ade-C -5Pso 10  dans 
4 - 

l ' é t h a n o l  e t  l a  DMF (C = 6 . 1 0 - ~ ~ ) .  

Etude a n a l y t i q u e  en CLHP ( é l u t i o n  eau : pH = 2,5, méthanol ) .  



- 166 - 

Z O /  I r r a d i a t i o n  à 365 nm du composé - 21 : 

Le composé - 21 e s t  i r r a d i é  à 365 nm dans d i f f é r e n t s  s o l v a n t s  : 

H20-EtOH, H20-CH3CN, H20-DMF, CH CN, DMF e t  DMSO en s o l u t i o n  désoxygénée, dans 3 
-5 une gamme de c o n c e n t r a t i o n  s i t u é e  e n t r e  2.10 e t  I O - ~ M .  Un même pho top rodu i t  

e s t  dé tec té  en CLHP ( A  254/280 = 2,30 ; t R  = 6mn12 à 6mn24). 

Etude du t aux  de conve rs i on  en f o n c t i o n  de l a  n a t u r e  du s o l v a n t  : 

Dans c e t t e  étude, nous avons u t i l i s é  des s o l u t i o n s  du composé 21 à - 
env i r on  IO-'M dans q u a t r e  s o l v a n t s  d i f f é r e n t s  : H20-EtOH, H20-DMF, H20-CH3CN 

3  e t  DMSO. Ces s o l u t i o n s  ( 5  cm ) son t  désoxygénées (15 mn) p u i s  i r r a d i é e s  à 

365 nm. 

So lvan t  : Temps d ' i r r a d i a t i o n  : ~ R o  t R  TC % 

:H20-EtOH (50:50) :  4  O : 9mnt8 : 6mn18 : 98 

:H20-DMF (50:50) :  II t 1 
1 1  97 

:H20-CH3CN (50:50) :  11 8 1 
II 94 

DMSO I t 11 II 6  1  

Tableau 8 : I r r a d i a t i o n  à 365 nm du composé - 21. 

Etude a n a l y t i q u e  (CLHP) du taux  de convers ion (TC)  en f o n c t i o n  de 

l a  na tu re  du so l van t .  

" E f f e t  de l ' oxygène  sur  l a  f o rma t i on  du pho top rodu i t  29 : 

Des s o l u t i o n s  du composé 3 à env i r on  ~ o - ~ M  sont  préparées, dans l e  

DMSO e t  l e  mélange H20-EtOH (50 : 50) .  

Pour un même so l van t ,  l a  s o l u t i o n  e s t  partagée en deux f r a c t i o n s .  
3  L 'une d ' e l l e s  ( 5  cm e s t  saturée en oxygène par  barbotage du gaz pur  (15 mn) 

3  p u i s  fermée sous atmosphère d 'oxygène. L ' a u t r e  f r a c t i o n  ( 5  cm e s t  



désoxygénée par  barbotage d 'argon.  Les s o l u t i o n s  a i n s i  obtenues son t  i r r a d i é e s  

à 365 nm en même temps e t  sous a g i t a t i o n  magnétique. L ' é v o l u t i o n  de l a  

pho to réac t i on  e s t  s u i v i e  par CLHP. 

So lvan t  : H20 - EtOH DM50 

( 5 0  : 50 

: absence : présence : absence : présence : 

: d'O2 d'O2 d'O2 d  ' o2 
..................................................................... 

: Temps 

: d ' i r r a d i a t i o n :  2 5 25 60 60 

Tableau 9 : I r r a d i a t i o n  à 365 nm du composé - 21 en absence ou présence 

d'oxygène C = I O - ~ M .  

* I n f l u e n c e  des p h o t o s e n s i b i l i s a t e u r s  : 

Des s o l u t i o n s  du composé - 21 à env i r on  I O - ~ M  son t  préparées dans un 
3 mélange H20-EtOH (50  : 50). Dans chaque s o l u t i o n  ( 5  cm ) à l ' e x c e p t i o n  de 

c e l l e  q u i  s e r v i r a  de témoin, on a j o u t e  l e  p h o t o s e n s i b i l i s a t e u r  é t u d i é  (10 % en 

masse du composé - 21) .  Les d i f f é r e n t e s  s o l u t i o n s  s o n t  désoxygénées par 

barbotage d ' a rgon  (15  mn) p u i s  i r r a d i é e s  à 365 nm. La pho to réac t i on  e s t  s u i v i e  

par  CLHP. Dans tous l e s  cas, un  même pho top rodu i t  t r è s  m a j o r i t a i r e  e s t  observé 

( tR  = 6mnI 8 à 6rnn24). 



............................................................................. 
4 -L ,. -0- ,. 

:Photosensibilisateur: Temps : T C %  : A  (365nm) : E T  sens 
: d'irradiation : % : KJ/mol : 

: composé - 21 

: (témoin) 

: benzophénone 

: fluorène 10 : 77 < 1 : 285 

: thioxanthone 18 : 74 58 : 275 
---______-------------------------------------------------------------------- 

: cétone de Michler : 18 5 9 5 : 265 
.----_--_----_--------------------------------------------------------------- 
: naphtalène 1 O : 42 < 1 : 255 

Tableau 6 : Irradiation à 365 nm du composé 21 dans le mélange eau-éthanol - 

(50 : 50), C = IO-~M. Influence de l'addition de photosensi- 

bilisateurs sur le taux de conversion mesuré en CLHP. 

A  (365 nm) = - sens hs x 100 
hs+ho 

hs = hauteur (cm) signal du photosensibilisateur à 365 nm. 

ho = hauteur (cm) signal du composé - 21 à 365 nm. 

-0- -1. ,. ,. ET : énergie de l'état excité triplet du photosensibilisateur en KJ/mol. 



3 O /  I r r a d i a t i o n  à 254 nm du composé 21 : 

L ' i r r a d i a t i o n  à 254 nm d 'une s o l u t i o n  non désoxygénée du composé - 21 
-3 dans l e  mélange eau-éthanol  (50 : 50) ,  à l a  concen t ra t i on  de 5.10 M a é t é  

s u i v i e  par  CLHP. Un seu l  pho top rodu i t  e s t  observé l o r sque  l a  durée de 

l ' i r r a d i a t i o n  e s t  c o u r t e  (0,5 cm3 de s o l u t i o n  ; 30 mn). Lorsque l ' i r r a d i a t i o n  

e s t  p o u r s u i v i e  p l u s  longuement, un mélange complexe de pho top rodu i t s  e s t  

obtenu. 

Le p h o t o p r o d u i t  observé e s t  c a r a c t é r i s é  par  : t R  = 6mn24 ; 

A 254/280=2,5. 

III. O B T E N T I O N  E T  

C A R A C T E R I S A T Z O N  

D U  P H O T O P R O D U I T  2 9 :  - 

Une s o l u t i o n  du composé - 21 (0,9 g ; 1,58 mmol) dans un  mélange 
3 eau-éthanol (50  : 50 ; 1,8 1 )  e s t  r é p a r t i e  en c i n q  f r a c t i o n s  ( 4  x 400 cm ) e t  

3 ( 1  x 200 cm 1. Ces f r a c t i o n s  son t  désoxygénées par  barbotage d 'a rgon  (75 à 20 

mn). Les f l acons  s o n t  ensu i t e  fermés sous atmosphère d 'a rgon  p u i s  d isposés à 

10 cm env i r on  au tour  de l a  lampe à mercure hau te  p ress ion .  

Les s o l u t i o n s  sont  i r r a d i é e s  à 365 nm sous a g i t a t i o n ,  en 

r e f r o i d i s s a n t  par  un  couran t  d ' a i r  comprimé. 

L'avancement de l a  pho to réac t i on  e s t  s u i v i e  par CLHP. La convers ion  

e s t  quas i  t o t a l e  au b o u t  de 2 à 2h15. 

Les c i n q  f r a c t i o n s  son t  e x t r a i t e s  p l u s i e u r s  f o i s  avec du 

dichlorométhane (1,8 1 au t o t a l ) .  Les phases organiques son t  évaporées à sec. 

Le r é s i d u  obtenu e s t  chromatographié su r  s i l i c e  sous f a i b l e  p ress i on  en g l u a n t  

avec un mélange d ich lorométhane - a c é t a t e  d ' é t h y l e  (50 : 50) .  11 e s t  ensu i t e  

d issous dans un minimum de d ich lorométhane p u i s  p r é c i p i t é  dans l e  n-hexane. 

Le p h o t o p r o d u i t  29 e s t  a i n s i  obtenu pur  sous forme d 'une  poudre - 

blanche (0,562 g ; 1,O mm01 ; 63 % ) .  



RMN (400 MHz, CDC13) 6ppm = 7,50 (d, 1H, J=2,30Hz, PsoC5.~) ; 7,09 ( d ,  - 

IH, J=0,85Hz, PsoC&i) ; 6.81 (s large, IH, Ne) ; 6,50 (dd, IH, 
J=2,30Hz, J=0,85Hz, PsoC4,H) ; 5,94 (dd, IH, J=7,85Hz, J=5,40Hz, 

C ,H) ; 4,95 (t, IH, J=11,15Hz, J=-11,30Hz, C ,Hl ; 4,83 (m,  1H, 1 - 5 - 
J=7,80Hz, J=4,15Hz, J=2,75Hz, C3,H) ; 4.13 (dd, IH, J=8,60Hz, 

J=7,50Hz, PsoC4y) ; 4,10 (d, IH, J=7,50Hz, C&i ou PsoCe) ; 4.05 (rn, 

IH, 1=11,15Hz, J=4,10Hz, 1=2,50Hz, C4,H) ; 4.04 (t, IH, J=2,50Hz, 

J=-11,30Hz, C ,H) ; 3.46 (d, IH, J=8,6OHz, PsoCc ou C&i) ; 5 - 
3,OO-2,65 ( m ,  4H, COCH -CH CO) ; 2,28 (rn, IH, J=5,40Hz, J=2,75Hz, -2 -2 
J=-14,30Hz, CZIH) ; 2,02 (s, 3H, COCki3) ; 1.82 (rn, IH, J=7,85Hz, 

J=7,80Hz, J=-14,30Hz, C H) ; 1,60 (s, 3H, C5-CH3). 2 '- 

SM (ionisation chimique, méthane) ; M = 568,49 - 

rn/e = 569 (27 ; (M+I)+) ; 568 (11, M+) ; 267 (18) ; 231 (18) ; 203 

(100 ; (PSOOH+I)+) ; 202 (31 ; PSOOH+) ; 187 (19) ; 141 (12) ; 127 

(99 ; (~h~+l)+). 

(impact électronique, haute résolution) : 

m/e : 367 ; 267 ; 207 ; 202 ; 174 ; 127. 

: M. trouvée : 367,1132 : 267,0980 : 202,0251 : 174,0311 : 

:M. théorique : 367,11413 : 267,09809 : 202,02660 : 174,03169 : 

: Formule brute : CI6H1 9N208: Cl 2H1 5N205: Cl lH604 : Cl OH603 

UV (EtOH): 1 - ma x ( E )  : 255,5 (10550) ; 223 (13300) nrn. 

A 254/280 = 3,35. 

Analyse, C27H24N2012 : 

Calc. % : C : 57,05 H : 4,26 N : 4,93 

Tr . % : 57,13 4,43 4,60. 



E. H Y D R O L Y S E  D U  P H O T O P R O D U I T  - 29 

O B T E N T I O N  D E S  C O M P O S E S  - 31 ET - 32 : 

I o /  Hydro lyse basique : e s s a i  p r é p a r a t i f  : 

Une s o l u t i o n  du pho top rodu i t  - 29 (100 mg ; C,18 mmol) dans un mélange 
3  eau-dioxanne (50:50 ; 50 cm ) e s t  amenée à pH=12,5 avec une s o l u t i o n  aqueuse 

de soude 0,5M. 

La s o l u t i o n  e s t  a g i t é e  à température ambiante. L ' é v o l u t i o n  de l a  

r é a c t i o n  e s t  s u i v i e  par  CLHP. Au début de l a  r é a c t i o n ,  l a  v a l e u r  du pH chute 

rapidement ; e l l e  e s t  ramenée p l u s i e u r s  f o i s  à pH = 12,5 pa r  a d d i t i o n s  de 

s o l u t i o n  aqueuse de soude. 

La r é a c t i o n  terminée ( 1 0  à I Z h ) ,  l e  mélange r é a c t i o n n e l  e s t  e n s u i t e  

n e u t r a l i s é  avec une s o l u t i o n  aqueuse d ' a c i d e  ch lo rhyd r i que .  Le s o l v a n t  e s t  

évaporé à température ambiante sous p ress i on  r é d u i t e .  Le r é s i d u  obtenu e s t  

p u r i f i é  par  chromatographie l i q u i d e  à hautes performances, sur  colonne 

semi -p répara t i ve  de phase i nve rse  (RP 8  20 en Gluant  avec un mélange 

eau-méthanol ( 5  à 20 % de méthanol) ,  (16 mg ; 0,036 m m 0 1  ; 20 % ) .  

C a r a c t é r i s t i q u e s  CLHP du p r o d u i t  d ' h y d r o l y s e  

RMN - (400 MHz, DMSO dg) 6 ppm = 9,94 ( s  t r è s  l a rge ,  4H, ZN$, ZPsoOH, - 

échange avec D20) ; 7,84 ( s ,  ZH, 2PsoC H) ; 7,11 e t  6,90 (Zd, ZH, 
5 ' -  

J=1,9Hz, 2PsoC4,H) ; 6,85 e t  6.82 (Zs,  ZH, 2PsoCgH) ; 5,75 e t  5,57 



(2 tapp . ,  ZH, J=6,6Hz, J=6,3Hz, 2C H )  ; 5.18 e t  5,13 (Zm, îH, 20H 1  '- - 

déxoxy r ibose ,  échange avec D20) ; 4.66 e t  4,64 (Zd, ZH, J=3,6Hz, 2C3,H) ; 

4,25 e t  4,24 (Zm, ZH, 2C4,H) ; 4,09 e t  4,02 ( 2 t  , 211, J=8,1Hz, 
aPP - 

J=7,6Hz, ZPsoCqH) ; 3,85-3,26 (m, 8H, ZPsoC*, 2 C 8 ,  4C . H l  ; 2.30-2,09 5  - 
(m, 4H, 4C ,H) ; 1,56 e t  1.55 (2s .  6H, 2C5-CH3) 2  - - 

SM ( i o n i s a t i o n  ch imique,  méthane) ; M = 444,40 - 
m/e : 445 ( 2  ; (M+I)+) ; 443 (0 ,3  ; (M-II+) ; 355 ( 2 )  ; 243 ( 6  ; 

(Thd+ l )+ )  ; 203 (38  ; (PSOOH+I )+)  ; 202 ( 9  ; PSOOH' ; 127 (100 ; 

(Thy+?)+) ; 126 (15  ; Thy+) ; 117 (11)  ; 112  ( 3 0 ) .  

Z O /  H y d r o l y s e  a c i d e  : 

a. Essais préliminaires : 

E S S A I  1 : 

Une s o l u t i o n  du p h o t o p r o d u i t  - 29 ( 1 , 5  mg ; 2,6 p m o l )  dans u n  mélange 
3  

é t h a n o l - a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  c o n c e n t r é  (50:50 ; 2,5 cm ) e s t  a g i t é e  à 

tempéra tu re  ambiante.  L ' é v o l u t i o n  de l a  r é a c t i o n  e s t  s u i v i e  p a r  CLHP. La 

r é a c t i o n  e s t  t e r m i n é e  au b o u t  de 5 j o u r s .  

C a r a c t é r i s t i a u e s  CLHP du ~ r o d u i t  d ' h v d r o l v s e  : 

E S S A I  2 : 

Une s o l u t i o n  du p h o t o p r o d u i t  - 29 (1,5 mg ; 2,6 i i m o l )  dans u n  mélange 
3  mé thano l -ac ide  c h l o r h y d r i q u e  c o n c e n t r é  (50:50 ; 2,5 cm ) e s t  a g i t é e  à l a  

tempéra tu re  de 50°C. 
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La réaction est suivie par CLHP ; elle est quasi totale au bout de 

Caractéristiques CLHP du ~roduit d'hvdrolvse : 

ESSAI  3 : 

On fait barboter de l'acide chlorhydrique dans une solution 
3 méthanolique du photoproduit - 29 (2 cm ; 1 mg ; 1,8  mol). La solution est 

agitée à la température de 50°C. La réaction est totale au bout de 4 h. 

Caractéristiaues CLHP du ~roduit d'hvdrolvse : 

b. Essai préparatif (selon l'essai 3)  : 

3 Une solution méthanolique du photoproduit - 29 (20 cm ; 50 mg ; 

0,09 mmol) est agitée à la température de 50°C. On y fait barboter de l'acide 

chlorhydrique jusqu'à la fin de la réaction qui est détectée par CLHP (8 h). 

Le rendement de la réaction a été estimé par CLHP (90 % ) .  

Caractéristiques CLHP du produit d'hydrolyse : 

tR = 3 mn48 ; A254/280 = 2,3. 



3 O /  Comparaison des caractéristiques CLHP des produits d'hydrolyses 

acide et basique : 

Cond i t ions :  

CLHP : 
-.O .L -C 

: Cond i t i ons  : P r o q 5 0 %  I s o  40 % l s o  25 % 

: d ' hyd ro l yse  : 

............................................................................ 

NaOH 1 p i c  : 1 p i c  l a r g e  : 2  p i c s  l a r g e s  

: t R = 3 m n 4 8  : t R  = 6mn30 : tR1=l 9mn36; t R  -2Imn48: 
2- 

: pH=12,5 . = 2,3 A = 1,9 : A1=2,4 ;A2=2,1  : 

: HC1 gaz : 1  p i c  : 1 p i c  l a r g e  : 2  p i c s  l a r g e s  

Tableau 10: C a r a c t é r i s t i q u e s  CLHP des p r o d u i t s  d ' hyd ro l yses  basique e t  ac ide .  

.: Prog 50 % : é l u t i o n  avec é v o l u t i o n  de l a  compos i t i on  du mélange de 

s o l v a n t  eau pH 2,5 - méthanol de 50:50 à 5:95 en 10 mn. 

I s o  40 % : é l u t i o n  i s o c r a t i q u e  avec un mélange G luan t  eau pH 2,5 - 

méthanol 60:40. 

I s o  25 % : é l u t i o n  i s o c r a t i q u e ,  eau pH 2,5 - méthanol 75:25. 

hauteur  (cm) s i g n a l  à 254 nm 
-8--'- ,. ,. A = - -- - 

hauteur  (cm) s i g n a l  à 280 nm 
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