
No d'ordre : 116 Ah.)- 

ES SCIENCES ET TECHNIQUES 

DOCTEUR EN CHIMIE 

:HIMIE ORGANIQUE ET MACROI40LECULA 

T H E S E  

présentée à 

Anne BOUXIN - LETERHE 

MOOIFZCATZ~ DE UI WSINYE PAR CES ri\MamS 

ETUOES SClR DES SYSTEES HûûELE;S " 

P h h r e s  du Jury : M. J. NELLaR, Prbsid.~nt: et 

n. 



A TOUTE MA FAMILLE, 



Ce t r a v a i l  a  é t é  r é a l i s é  dans l e  l a b o r a t o i r e  de Chimie Organique 

Bio logique de l ' u n i v e r s i t é  des Sciences e t  Techniques de L i l l e  F landres 

A r t o i s ,  sous l a  d i r e c t i o n  de Monsieur l e  Professeur J. LHOMME. 

Je t i e n s  à l u i  exprimer t o u t e  ma g r a t i t u d e  pour l e s  enseignements 

e t  l e s  conse i l s  q u ' i l  m'a dispensé e t  pour l ' a i d e  q u ' i l  m'a apportée dans l a  

r é a l i s a t i o n  de ce t r a v a i l .  

J 'expr ime ma reconnaissance à Madame M. F. LHOMME pour l ' a i d e  

q u ' e l l e  m'a apportée e t  pour m'avoi r  f a i t  p r o f i t e r  de ses connaissances e t  de 

son expérience. 

Je t i e n s  à remerc ier  Monsieur l e  Professeur J. MELLOR pour l e s  

d iscussions f ructueuses que nous avons eues e t  l u i  s u i s  t r è s  reconnaissante 

d ' a v o i r  accepter l a  présidence de mon Ju ry .  

Je remercie également Monsieur M. HUBERT-HABART, D i rec teur  de 

Recherche à l'INSERM à l ' I n s t i t u t  Cur ie  à PARIS, q u i  a b ien  voulu ê t r e  

rappor teur  de c e t t e  thèse, e t  Monsieur l e  Professeur B. R I G O  de HE1 q u i  a 

accepté de f a i r e  p a r t i e  de mon Jury. 

J 'exprime ma reconnaissance à Monsieur J.E. ANDERSON, Professeur à 

l ' U n i v e r s i t y  Col lege de LONDRES pour l ' a i d e  q u ' i l  m'a apporté pour 

l ' i n t e r p r é t a t i o n  des spectres de RMN du proton.  



I 

Enfin, je tiens à remercier mes camarades de laboratoire et Madame 

R. DRUON pour la sympathie qu'ils m'ont toujours témoignée et pour leur aide 

durant ces trois années. 

Je n'oublierai pas non plus ceux qui m'ont permis de mener à bien 

ce travail : 

- Messieurs B.  MOUCHEL et P. WATKIN du service de RMN. 

- Monsieur G. RICART, responsable du spectromètre de masse 

- Madame J. RICART qui a réalisé la dactylographie de ce 

manuscrit 

- Madame L. SAINLEGER qui en a réalisé l'impression. 



S O M M A I R E  

-=-=-=-=-=- 

INTRODUCTION ................................................................ 1 

.......................................................... Z . GENERALITES 1 

..................................... II . LES AMINES ET AMIDES AROMATIQUES 4 

III . OBJECTIFS DE NOTRE TRAVAIL .......................................... 23 

........................................................... PARTIE THEORIQUE 28 

I . SYNTHESE ............................................................ 28 

A . SERZE ZNDOLE .................................................... 31 

1/ Couplage avec l e  (N-hydroxy N-acétyllamino-4 toluène - 7 ...... 37 

..... 2/ Couplage avec l e  (N-hydroxy N-acéty1)amino-2 f luorène - 2 40 

B . SERIE  GUANOSINE ................................................. 43 

1/ Synthèse du précurseur guanosine 22 ......................... 45 . 

2/ Couplage avec l ' a c i d e  hydroxamique 7 ........................ 47 - 
3/ Couplage avec l ' a c i d e  hydroxamique 2 ........................ 48 - 
4/ Extension à 1 'amino-4 biphényle ............................ -50 

II . REACTIVITE ......................................................... 53 

A . RESULTATS EXPERIMENTAUX ........................................ 53 

1/ Etude du composé de couplage indole-toluène 11 ............. 54 . 

2/ Etude du composé de couplage indole- f luorène 16 ............ 60 . 

.......... 3/ Etude du composé de couplage guanosine-toluène - 17 61 

4/ Etude du composé de couplage guanosine-f luorène 18 ......... 63 - 



..................................................... B . DISCUSSION 77 

..................................... 1/ Bilan de notre travail 77 

21  Rappels bibliographiques ................................... 80 
3/ Discussion de ces résultats ................................ 82 

CONCLUSION ................................................................. 87 

ANNEXES 

ANNEXE 1 : Spectrométrie de masse ................................. 89 
ANNEXE II : RMN du proton .......................................... 99 

PARTIE  EXPERIMENTALE ...................................................... 109  

BIBLIOGRAPHIE ............................................................. 135  



I N T R O D U C T I O N  

- 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -  



C A N C E R O G E N E S E  C H I M I Q U E  

1. G E N E R A L I T E S :  

Les études épidémiologiques é t a b l i s s e n t  que 80 % des cancers humains 

sont  l i é s  à des fac teu rs  de n o t r e  environnement ( p o l l u t i o n ,  c e r t a i n e s  

habitudes s o c i a l e s  e t  a l imen ta i res ) .  

Les f a c t e u r s  p r i nc ipaux  sont des substances chimiques de synthèse 

(hydrocarbures aromatiques, ary lanines,  N-nitrosoamines ... ) ou n a t u r e l l e s  

( a f l a t o x i n e s )  . 
Les f a c t e u r s  secondaires sont d ' o r i g i n e  physique : r a d i a t i o n s  i on i san tes  

e t  rayons u l t r a v i o l e t s  (cancer de l a  peau) ... 

Les cancérogènes chimiques peuvent agir  : 

- S o i t  directement : ce sont  l e s  agents a l k y l a n t s ,  halogénures 

d ' a l k y l e ,  moutardes azotées, c e r t a i n s  époxydes, l e s  N-ni t rosoguanid ines 

e tc  ...; l e u r  a c t i v i t é  e s t  l i é e  à l e u r s  p r o p r i é t é s  é l e c t r o p h i l e s .  

- S o i t  ind i rectement  : c ' e s t  l e  cas de l a  m a j o r i t é  des cancérogènes. 

I l s  sont  à l ' o r i g i n e  i n a c t i f s ,  e t  deviennent après t rans format ion  

enzymatique ( 1 )  des p r o d u i t s  t r è s  r é a c t i f s  (cancérogènes u l t imes ) .  Ce 

sont l e s  hydrocarbures po lycyc l iques ,  l e s  ni trosoamines, l e s  

a f l a tox ines ,  l e s  amines aromatiques e t  l e s  d é r i v é s  n i t r é s  ..... 

De m u l t i p l e s  t ravaux ont  montré que l e s  systèmes enzymatiques de l a  

c e l l u l e  sont  responsables de l ' a c t i v a t i o n  métabol ique des cancérogènes 

chimiques ( 2 ) .  Lorsque ces substances sont  ac t i vées  en cancérogènes u l t imes ,  

e l l e s  deviennent a l o r s  t r è s '  a c t i v e s  e t  réag issent  avec l e s  macromolécules 

c e l l u l a i r e s  e t  p l u s  pa r t i cu l i è remen t  avec l e  DNA (schéma 1). 
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Schéma 1 : Métabolisme des substances cancérogènes. 

Comme nous venons de l e  v o i r  il e x i s t e  une t r è s  grande d i v e r s i t é  de 

molécules cancérogènes e t  il semblai t  d i f f i c i l e  d ' imaginer  une r e l a t i o n  e n t r e  

l e u r  s t r u c t u r e  e t  l e u r  a c t i v i t é .  Mais en 1970, J. MILLER (1) i n t r o d u i t  un 

nouveau concept qu i  peut  s ' app l i que r  à tous  l e s  cancérogènes u l t imes  : "Ces - 

composés son t  des é l e c t r o p h i l e s  capables de r é a g i r  e t  de former des l i a i s o n s  

covalentes avec l e s  s i t e s  nuc léoph i les  du DNA". 

Cet te réac t i on  e s t  peu s é l e c t i v e ,  e l l e  dépend du cancérogène e t  de l a  

base nuclé ique (schéma 2 ) .  
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AAP : N-acétylamino-9 phénanthrène, AAE' : N-acétylamino-2 f luorène  

HC : Hydrocarbures polycycliques. 

Schéma 2 : Principaux s i t e s  de réac t ion  des cancérogènes su r  l es  bases 

nucléiques. 

Nous nous intéressons p lus  par t icu l iè rement  aux amines e t  amides 

aromatiques, une des grandes classes de cancérogènes chimiques. 



II. L E S  A M I N E S  E T  A M I D E S  A R O M A T I Q U E S :  

1/ ACTIVATION METABOLIQUE DES AMINES AROMATIQUES : 

Certa ins p rodu i t s  de c e t t e  f a m i l l e  sont  connus comme é t a n t  

cancérogènes ; parmi ceux-ci  on peut  c i t e r  : l 'amino-2 f luorène (AF), 

l 'amino-2 naphtalène (AN), l a  benzid ine (Bz), l 'amino-4 b iphényle (ABP), 

l 'amino-4 s t i l b è n e  (AS), l 'amino-2 phénanthrène (AP) e t  l e  N-méthylamino-4 

azobenzène (MAB) ( 3 ,  4 ) .  

QQN< 

ABP 

Schéma 3 : Exemples d'amines aromatiques cancérogènes. 

Toutes ces amines aromatiques requ iè ren t  une a c t i v a t i o n  métabolique pour 

deven i r  des r é a c t i f s  é l e c t r o p h i l e s  capables de r é a g i r  avec l e s  s i t e s  

nuc léoph i les  des bases nuclé iques.  Ce t te  a c t i v a t i o n  a é t é  b ien  étudiée dans l e  

cas du N-acétylamino-2 f l u o r è n e  1 (AAF ; hépato-cancérogène chez l e  r a t )  ; - 
e l l e  e s t  représentée dans l e  schéma 4 ( 4 ) .  



A A F  O - Q-p:: 
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(N-hydroxy N-acétyl)amino-2 fliiorène 

BN+ \ OSO, 

UDPG : Uridine diphosphoglucose 
PAPS : Acide 3' phosphoadénosine 5' phosphosulfurique. 

Schéma 4 : A c t i v a t i o n  métabol ique de l 'acéty lamino-2 f luorène (AAF). 

La première 6tape du métabolisme e s t  une a c é t y l a t i o n  des amines 

aromatiques p u i s  une N-hydroxylat ion ( 5 )  conduisant aux acides hydroxamiques, 

composés cancérogènes. Par cont re  une C-hydroxylat ion (sur l e  noyau 

aromatique) e s t  une vo ie  de d é t o x i c a t i o n  (6).  Le cancérogène e s t  ensu i te  

e s t é r i f i é  sous forme de O-su l fa te  (7, 81, O-acétate ou O-glucuronate ( 4 ,  6, 

9) q u i  sont l e s  cancérogènes u l t imes.  Malgré l e u r  r é a c t i v i t é  d i f f é r e n t e ,  ces 

e s t e r s  sont tous  suscept ib les  de donner l i e u  à une r u p t u r e  h é t é r o l y t i q u e  de l a  

l i a i s o n  N-O pour former un i n t e r m é d i a i r e  é l e c t r o p h i l e  : l ' i o n  "acy ln i t rénium" 

e t  sa forme mésomère l ' i o n  "carbénium" ( l a  charge e s t  a l o r s  dé loca l i sée  sur  l e  

c y c l e  aromatique). 



R = A c ,  SO?, gluc. 

Les métabolites ultimes sont donc des électrophiles qui interagissent 

par formation de liaison covalente avec le DNA. 

L'action du cancérogène sur des cellules en culture ("in vivo") induit 

la fixation d'un résidu cancérogène pour lo4 à 105 paires de bases. La 

détection de telles quantités est obtenue essentiellement en utilisant des 

cancérogènes marqués. 

Par contre la mesure des modifications induites par le cancérogène 

ultime sur le DNA ("in vitro"), est faite par des techniques physicochirniques 

: UV, fluorescence, dichroïsme circulaire, température de fusion etc.. . Pour 
fixer un ordre de grandeur on estime qu'il y a fixation d'un résidu 

cancérogène pour 1 o3 nucléosides (cas du (N-benzoyloxy N-méthyl )amino-4 

azobenzène). 

L'identification et la détermination du taux relatif de chaque produit 

de fixation "in vivo" ou "in vitro" sont réalisées par hydrolyses, enzymatiques 

ou chimiques, du DNA modifie, suivie d'une analyse par chromatographie liquide 

haute performance (CLHP), celle-ci peut être accompagnée de l'emploi 

d'isotopes radioactifs. 

Nous allons décrire les différents produits de fixation du 

N-acétylamino-2 fluorène - 1 (AAF) et de ses métabolites sur le DNA. 



21 REACTIONS DE L'  AAF - 1 : 

a. Réact ions " in v i t r o "  : 

Avec le DNA : 

La réac t i on  avec l e  DNA n a t i f  donne deux p r o d u i t s  m a j o r i t a i r e s ,  

uniquement sur  l a  guanosine ; ceux-ci  o n t  pu ê t r e  i s o l é s  e t  

i d e n t i f i é s  ; c e  sont  : 

- l e  N-(désoxyguanosine-8-yl) AAF : 80 % (3, 10) (dGuo-Cg-AAF) 
2 2 - l e  (désoxyguanosine-N -yl)-3AAF : 20 % (dGuo-N -AAF) q u i  f u t  

i d e n t i f i é  par E. KRlEK e t  C o l l .  (11) .  

(Les rendements ind iqués correspondent aux % r e l a t i f s  des 2 p r o d u i t s  

i s o l é s  ; l e  rendement t o t a l  de l a  réac t i on  n ' e s t  pas mentionné par 

l e s  auteurs).  

2 dGw-Cs- AAF ciGuo-N-AAF 

11 f a u t  n o t e r  que l a  r é a c t i o n  du cancérogène u l t i m e  sur  l e  DNA 

dénaturé ("mono-brin"), ne p r o d u i t  qu'un seu l  d é r i v é  de f i x a t i o n ,  

c ' e s t  l e  dGuo-Cg-AAF (3, 10) .  



Avec l e s  nucléosides : 

On t rouve  un p r o d u i t  de f i x a t i o n  sur l a  guanosine : 

c e l u i - c i  a  pu ê t r e  i s o l é  après r é a c t i o n  de 4  équ iva len ts  de AAAF 4  - 
sur 1 équ iva len t  de guanosine (11) ; il a é t é  ca rac té r i sé  : c ' e s t  l e  

Gua-Cs-AAF. Mais l e  rendement de c e t t e  r é a c t i o n  e s t  de 5,7 % par  

rappor t  à l a  guanosine e t  de 1,3 % par  rappor t  au cancérogène 

u l t ime .  

En u t i l i s a n t  des p r o d u i t s  marqués, J. SCRIBNER e t  N. 

NAZMY (12) observent que 1'AAAF - 4 r é a g i t  sur l a  guanosine mais 

également sur  l 'adénosine.  Le p r o d u i t  de f i x a t i o n  su r  l 'adénos ine  

n ' a  pas é té  i d e n t i f i é ,  mais il se forme dans l e  r a p p o r t  de un pour 

40 dGuo-Cs-AAF formés. 
2 11 semble que l a  format ion du p r o d u i t  dGuo-N -AAF s o i t  

l i é e  à un phénomène de conformation du DNA puisqu'on ne l ' o b s e r v e  

qu'avec l e  DNA n a t i f .  

b. Réactions " i n  v ivo"  : 

Après l ' a d m i n i s t r a t i o n  de 1'AAF 1  chez l e  r a t ,  quat re  p r o d u i t s  - 

sont  détectés (3 ,  10) par  CLHP : 

2 - dGuo-Cs-AAF : 15 % e t  dGuo-N -AAF : 5  % dé jà  observés dans 

l e s  r é a c t i o n s  " i n  v i t r o " .  

- deux p r o d u i t s  désacétylés : 80 % : - l e  dGuo-Cs-AF 

- un p r o d u i t  d ' ouve r tu re  

du c y c l e  imidazole de l a  guanine : l e  rodGuo-Cs-AF (10 % du 

 GUO-Cs-AF) . 
Comme dans l e  cas de l a  r é a c t i o n  " i n  v i t r o "  (p. 7 ) l e s  

pourcentages indiqués i c i  sont des rendements r e l a t i f s .  



in vivo 
I 

d R 
2 dGuo-N -AAF dGuo-Cs- AAF 

Schéma 6 : Produ i t s  de f i x a t i o n  de 1'AAF - 1 sur l a  désoxyguanosine obtenus " i n  

v ivo" .  

On remarque que parmi l e s  p rodu i t s  obtenus " i n  vivo",  deux sont 

nouveaux : l e  dGuo-C AF e t  l e  rodGuo-C8-AF. 
8- 

21 e s t  m a j o r i t a i r e  (80 %) ; il peut p roven i r  : 

- s o i t  d'une r é a c t i o n  de désacéty la t ion  du composé dGuo-C -AAF 
8  

- s o i t  de l a  r é a c t i o n  du N-acétoxyamino-2 f luorène sur  l e  DNA. 

Ce cancérogène u l t i m e  p rov ien t  de l a  r é a c t i o n  de l a  

N,O-acyltransférase sur  l e  N-OH-AAF - 2 selon l e  mécanisme su i van t  (13) : 

Enzyme N H  + Ac- Enz. 

Guanosine + Enz. 





désoxyçuanosine 

Produits de fixation sur la 

désoxyadénosine et la cytosine 

- un produit de fixation 

sur l'adénosine non 

identifié. 

- sur le NI de la désoxyadénosine 



" i n  v i t r o "  on  peu t  l ' o b t e n i r  de deux manières (14) : 

- p a r  d é s a c é t y l a t i o n  a l c a l i n e  du d é r i v é  dGuo-Cg-AAF. 

- p a r  t r a i t e m e n t  du DNA avec l e  N-OH-AF - 3 à pH = 5. 

Les p r o d u i t s  d ' ouve r tu re  : rodGuo-C AF ("r ing open dGuo-Cg-AF") : 8- 

Une hydro lyse  enzymatique ou a l c a l i n e  du DNA m o d i f i é  par 1'AAF - 1 

décompose l e  d é r i v é  dGuo-Cg-AF ; en m i l i e u  a c i d e  c e t t e  décomposit ion n ' e x i s t e  

pas. E. KRIEK e t  J.G. WESTRA (15) mont rè ren t  que l e  t r a i t e m e n t  a l c a l i n  de ce 

p r o d u i t ,  c o n d u i t  à 2 d é r i v é s  de l a  py r im id ine .  Après analyses ch imiques e t  

spec t ra l es  l e s  auteurs  proposent  pour ces deux p r o d u i t s  une même s t r u c t u r e  de 

N-(désoxy-2 B-D-ribofurannosy1)-1 N-(diamino-2,5 one-4 py r im id iny1 ) -6  

N a - ( f l u o r é n y l - 2 )  urée (rodGuo-Cg-AF). Les deux composés s o n t  des 

"stéréoisomères" ; cependant aucune p r é c i s i o n  n ' e s t  appor tée  su r  c e t t e  

"s téréo isomér ie" .  Ces p r o d u i t s  on t  é t é  i s o l é s  également à p a r t i r  d ' h y d r o l y s a t  

enzymatique du DNA ayan t  r é a g i  avec l e  N-OH-AF - 3 à pH = 5 s u i v i  d ' u n  

t r a i t e m e n t  bas ique.  

Schéma 7 : S t r u c t u r e  des d é r i v é s  de l a  p y r i m i d i n e  formés après  t r a i t e m e n t  

a l c a l i n  du composé dGuo-Cg-AF. 



Par a i l l e u r s  M. LENG e t  C o l l .  (16) on t  pu é t a b l i r  par  des études 

immunologiques que ces "addui ts  ouver ts"  e x i s t e n t  b i e n  dans l e  DNA t r a i t é  par 

l e  cancérogène. Des a n t i c o r p s  spéc i f iques  du rodGuo-C8-AF on t  pu ê t r e  préparés 

e t  u t i l i s é s  pour t i t r e r  ces dér ivés  formés dans l e  DNA du f o i e  du r a t  ayant 

sub i  l ' a c t i o n  du N-OH-AAF 2. Ces "adduits" e x i s t e n t  b i e n  " i n  v i vo "  e t  - 

représentent envi ron 10 % des p r o d u i t s  de f i x a t i o n  sur  l e  C de l a  guanine. 
8  

c. Conclusion : 

Comme nous venons de l e  v o i r ,  1'AAF 1 r é a g i t  p ré fé ren t i e l l emen t  avec l e s  - 
pur ines  ; il en es t  de même pour l e s  au t res  amines aromatiques cancérogènes 

dont  l e s  p r o d u i t s  de f i x a t i o n  sur l e  DNA o n t  é té  i s o l é s  e t  i d e n t i f i é s .  I l s  

sont  r é p e r t o r i é s  dans l e  tab leau n o  1 (p. 10 (3,  4 ,  17). 

31 MODIFICATIONS DU DNA : 

Nous venons de v o i r  que l e s  cancérogènes u l t imes  réag issent  avec l e  

DNA ; il en r é s u l t e  l a  fo rmat ion  de l i a i s o n s  covalentes en t re  cancérogènes e t  

bases nucléiques. Ces l i a i s o n s  i n t r o d u i s e n t  d ' impor tan ts  changements dans l a  

s t r u c t u r e  du DNA au n iveau des s i t e s  de f i x a t i o n .  

On a  pu montrer que l ' o r i e n t a t i o n  r e l a t i v e  de l a  base par rappor t  au 

r é s i d u  sucre au niveau de l a  l i a i s o n  g lycos id ique es t  un des aspects 

s t ruc turaux  majeurs i n f l u e n ç a n t  l a  conformation des nucléosides e t  des 

po lynuc léo t ides  : a i n s i  l a  présence de l a  f o n c t i o n  a c é t y l e  de l 'amino-2 

f l uo rène  f i x é  sur l a  guanosine p r o d u i t  un changement de conformat ion : l e  

p r o d u i t  dGuo-C AF a  l a  c o n f i g u r a t i o n  a n t i  q u i  e s t  c e l l e  du nucléoside non 
8- 

mod i f ié ,  a l o r s  que son homologue a c é t y l é  : dGuo-C8-AAF e x i s t e  sous l a  forme 

syn (18) (schéma 8).  - 



Schéma 8 : Illustration des conformations "anti" et "syn" autour de la liaison 

glycosidique. 

Le changement de conformation anti-syn s'expliquerait par l'encombrement 

stérique existant entre le groupement acétylamino-2 fluorène et le 

désoxyribose, il provoque la rotation de la guanine autour de la liaison 

glycosidique (hypothèse de travail) : 

OH 
~ G ~ - C ~ - A F  

anti 

Un autre aspect important du DNA modifié par 1'AAF 1 est l'insertion du - 
fluorène dans l'hélice du DNA à la place du résidu guanine rejeté vers 

l'extérieur. Ceci est représenté par les modèles "d'insertion-dénaturation" de 

R.P. FUCHS et M.P. DAUNE (19) (schéma 9) et de "déplacement de bases" de 1.8. 

WEINSTEIN et Coll. (20). 11 existe entre le noyau fluorène et les bases 

adjacentes du résidu guanine substitué des interactions d'empilement. Des 

études ont montré que le plan du fluorène forme un angle de 80' avec l'axe de 

1 'hélice. 



Par a i l l e u r s  l a  présence du r é s i d u  f l u o r è n e  à l a  p lace  du r é s i d u  

guanine dans l e  DNA, empêche l 'appar iement  avec un  rés idu  cy tos ine  du b r i n  

complémentaire e t  i n d u i t  des e r reu rs  au cours des processus de r é p l i c a t i o n  ou 

de t r a n s c r i p t i o n  (par exemple : absence de base en c e t t e  p o s i t i o n ) .  

Schéma 9 : Modèle "d ' inser t ion-dénatura t ion" .  

M. LENG e t  Col l .  (21a) a i n s i  que R.M. SANTELLA e t  C o l l .  (21b) on t  

observé que l a  m o d i f i c a t i o n  du poly(dG-dC)-poly(dG-dC) par 1'AAAF 4 à un taux - 
supér ieur  à 20 % condui t  à l a  t r a n s i t i o n  de l a  s t r u c t u r e  B vers  l a  s t r u c t u r e  Z 

( i n v e r s i o n  du spectre de d ichro lsme c i r c u l a i r e ) .  

On conço i t  aisément que de t e l l e s  déformations du DNA par  des 

cancérogènes conduisent à des disfonct ionnements au niveau c e l l u l a i r e .  On 

considère généralement que de t e l l e s  m o d i f i c a t i c n s  sont à l ' o r i g i n e  de 

l ' i n i t i a t i o n  du cancer. 

4/ MECANISME DE FORMATION DES ADDUITS CANCEROGENE-BASE : 

IONS NITRENIUM : 

Le mécanisme réac t i onne l  conduisant à l a  c r é a t i o n  de l i a i s o n  cova len te  

peut  imp l iquer  l e  passage par  une espèce "n i t rénium" (22) : ce q u i  s e r a i t  en 

accord avec l 'hypothèse générale d 'un  i n t e r m é d i a i r e  é l e c t r o p h i l e .  Mais l e s  

études permet tant  d ' a f f i r m e r  l e  passage par  un " i o n  n i t rén ium"  sont  peu 



nombreuses. Cet i n te rméd ia i re  e s t  en f a i t  mal connu, même au n iveau de son 

mécanisme de fo rmat ion  . 
- Les premiers travaux o n t  é t é  r é a l i s é s  dans l e s  années 1970 par  P.G. 

GASSMAN (23a) q u i  a rédigé un a r t i c l e  revue sur  ce s u j e t .  11 s ' e s t  i n té ressé  

notamment aux espèces "ni trénium", postuléesdans l a  so lvo lyse  de chloramines 

aromatiques : 

Ce n ' e s t  qu'au cours des dern iè res  années, avec l e  développement des 

études de cancérogénèse sur  l e s  amines e t  dér ivés n i t r é s  aromatiques, que 

quelques équipes o n t  é tud ié  l e s  mécanismes mis en jeu. 

a. M. NOVAK e t  C o l l .  (24a) on t  r é a l i s é  des études mécanistiques sur  des 

molécules modèles simples comme l e s  N-sulfonatoxy ou N-pivaloy loxy 

d ' a c é t a n i l i d e s  para subst i tuées.  

RO, ,A= + Y 

I l s  montrent par UV, RMN du pro ton  e t  CLHP que l a  r é a c t i v i t é  de t e l s  

composés dépend : 

- du so l van t  u t i l i s é  (24b) 

- du subs t i t uan t  Y p o r t é  par  l e  noyau aromatique (24c) 

- de l a  na ture  de l ' e s t e r ,  c ' es t -à -d i re  du groupe p a r t a n t  (24d, b ) .  



* Dans l e  cas d 'un e s t e r  d 'ac ide  carboxyl ique l a  r é a c t i v i t é  e s t  f a i b l e  

e t  il e s t  nécessaire de chau f fe r  pour observer une t ransformat ion.  La 

r é a c t i o n  e s t  de t ype  r a d i c a l a i r e  dans l e  benzène. 

* Avec un es ter  su l fon ique,  l a  réac t i on  e s t  p l u s  r a p i d e  e t  dev ien t  

ion ique.  On peut  c i t e r  l 'exemple du N-sulfonoxy a c é t a n i l i d e  pour 

l e q u e l  un changement de so l van t  en t ra ine  une m o d i f i c a t i o n  du 

comportement : 

- - dans l ' é t h a n o l ,  on observe une coupure de l a  l i a i s o n  0-S03 

- dans l ' a c é t o n i t r i l e - e a u  (tamponnée l<pH<8) : 5-95 v/v, on a  l a  
- 

rup tu re  de l a  l i a i s o n  N-OS03 q u i  condu i t  à l a  fo rmat ion  d 'un  i o n  

n i t rén ium.  

Ac, /OH g CI 

CI 

CI CI 



Dans ces conditions on obtient plusieurs produits : 

- des produits provenant de la migration de l'ester en ortho ou para de 

la fonction acétamide. 

- des produits de réaction avec le solvant, toujours sur les positions 

ortho ou para de la fonction acétamide formée. 

Les auteurs (24e) expliquent l'obtention des différents composés par 

l'existence lors de la formation de l'espèce "nitrénium" d'une paire 

d'ions : 

- Si cette paire d'ions est "intime", il se forme les produits de 

réarrangement par "retour interne" ; cette paire d'ions peut être 

stabilisée par le substituant porté par le noyau aromatique. 

- Si cette paire d'ions est "séparée par le solvant", on favorise les 

réactions avec le solvant ou les nucléophiles présents dans le 

milieu. 

b. On peut également citer les travaux de L. HORNER et H. STEPPAN (251, 

B. RZNDOME et G. GALLZANZ (26) et de T. OKAMOTO et Coll. (27) sur les acétates 

ou benzoates d'acides hydroxamiques en série monocyclique. 



L. HORNER (25) et B. RINDONE (26) ont étudié plus particulièrement leurs 
réactivités dans des solvants non nucléophiles. Ils obtiennent uniquement les 

produits de réarrangement de l'ester sur les positions ortho (ou para) du 

cycle. 

L. HORNER explique la formation de ces deux produits : 

- soit par un mécanisme concerté pour rendre compte de la formation du 

produit réarrangé en ortho. 

- soit1 par un mécanisme radicalaire pour expliquer l'obtention du 

produit en para. 

--+ Q 
OCOCH, 

B. RINDONE propose également deux mécanismes pour expliquer la formation 
du produit de réarrangement en ortho par thermolyse dans le dioxanne ou 

l'acétonitrile : 

- un mécanisme radicalaire. 
- un mécanisme passant par un intermédiaire nitrénium. 



- c. P.G. GASSMAN (23b) montre que le groupe partant influence la 

réactivité : par exemple avec l'ester méthanesulfonique du 

N-hydroxyacétanilide et quel que soit le solvant, il observe le passage par un 

ion nitrénium (il démontre par la relation de TAFT-HAMMETT que la rupture de 

la liaison N-O de l'ester est hétérolytique). 

d. A côté de ces travaux sur des produits modèles en série 

monocyclique, des études solvolytiques sur les dérivés d'amines aromatiques 

cancérogènes ont été entreprises par G. UNDERWOOD et Coll. (28a) et plus 

particulièrement sur les acétates d'acides hydroxamiques dans le milieu 

acétone:eau (tampon pH = 4 à 10) 60-40 v/v à 40°C. Il note une influence 

importante du noyau aromatique sur la réactivité : 

- Dans la série de l'arnino-2 fluorène et de l'amino-1 naphtalène (28b) 

c'est la liaison N-O qui se coupe, on a à la fois formation de 

produits de réarrangement et de produits d'hydrolyse. 

- Dans la série de l'arnino-2 naphtalène , de l'amino-4 biphényle et de 

l'amino-4 toluène, seuls les produits d'hydrolyse sont isolés. 



Ces au teu rs  montrent  que : q u e l l e  que s o i t  l a  na tu re  de l ' a roma t i que  l a  

r é a c t i o n  e s t  de pseudo premier  o r d r e  (28a, b,  c l .  La cons tan te  de v i t e s s e  de 

r é a c t i o n  k e s t  a l o r s  : 

On observe l a  f o r m a t i o n  de p r o d u i t s  de réarrangement pour l e s  N-acétates 

d'amino-2 f l u o r è n e  e t  d'amino-? naphtalène, composés l e s  p l u s  r é a c t i f s .  Mais 

dans tous  l e s  cas on observe auss i  une r é a c t i o n  d ' hyd ro l yse .  

Notons que ces études mécanis t iques se l i m i t e n t  à une approche 

s o l v o l y t i q u e .  La r é a c t i v i t é  avec l e  nuc léos ide  n ' e s t  pas abordée. 

Rappelons que l a  r é a c t i o n  e n t r e  nuc léos ide  e t  cancérogène u l t i m e  a é t é  

d é c r i t e ,  notamment par  E. KRZEK e t  C o l l .  ( 11 ) .  Dans l e  m e i l l e u r  des cas, à 

s a v o i r  l a  r é a c t i o n  e n t r e  1'AAAF - 4 e t  l a  désoxyguanosine, l e  rendement en 

p r o d u i t  d ' a r y l a m i d a t i o n  ( f i x a t i o n  du r é s i d u  acétylamino-2 f l u o r è n e  en p o s i t i o n  

Cg de l a  guanine)  ne dépasse pas 1,3 % (rendement c a l c u l é  par  r a p p o r t  au 

cancérogène). 



Sur les plans chimique et physicochimique, un certain nombre de 

problèmes restent posés. 

a. Caractérisation de produits de réaction : 

Structure : 

Dans certains cas les adduits mis en évidence ont pu être 

caractérisés, aucune structure définitive ou aucune conformation n'a pu être 

attribuée : ainsi en est-il des 2 dérivés pyrimidiniques résultant de 

l'hydrolyse enzymatique du DNA modifié par 1'AF. 

Conformation : 

On a vu l'importance déterminante de la conformation d'un nucléoside 

modifié sur la conformation du DNA. Or très peu d'études ont pu être réalisées 

sur la conformation des nucléosides modifiés, ceci en raison notamment des 

faibles quantités de produits disponibles. 

Stabilité des "adduits" : 

Rien ne permet d'affirmer que le bilan des produits isolés après 

extraction, hydrolyse et traitement du DNA correspond au bilan réel. Les 



auteurs o n t  par  exemple constaté que c e r t a i n s  "adduits" n ' é t a i e n t  pas mod i f i és  

p a r -  un t r a i t e m e n t  acide, a l o r s  q u ' i l s  sont  décomposés au cours  d 'hydro lyse  

enzymatique du DNA (15). 

b. Mécanisme de f i x a t i o n  : 

Comme nous l ' avons  vu, l e  mécanisme de f i x a t i o n  du cancérogène u l t i m e  

sur  l e s  bases pyr imid iques r e s t e  encore peu connu. 

III. O B J E C T I F S  D E  N O T R E  T R A V A I L :  

Nous nous sommes proposés : 

1/ de me t t re  au p o i n t  une méthode générale de p répa ra t i on  des "addui ts"  

cancérogène-nucléoside, a f i n  d 'en  disposer en q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  

pour é t u d i e r  l e u r s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques ( e t  l e u r  i n s e r t i o n  

u l t é r i e u r e  dans un o l i gonuc léo t i de ) .  

2/ d ' é t u d i e r  l e s  i n t e r a c t i o n s  e t  l a  r é a c t i v i t é  des formes a c t i v e s  

d'amines aromatiques avec l e s  bases nuclé iques.  

La r é a c t i o n  i n te rmo lécu la i re  en t re  un nucléoside e t  l a  forme a c t i v e  du 

cancérogène se f a i t  avec des rendements t r è s  f a i b l e s  par  rappor t  au 

cancérogène, l a  réac t i on  majeure é t a n t  l ' h y d r o l y s e .  



Nous avons envisagé une nouvelle approche de synthèse qui repose sur le 

fait que l'aminofluorène lors de son processus de fixation s'intercale et se 

complexe avec les bases nucléiques (cf. p.14). Nous allons modéliser cet 
i 

empilement en reliant le cancérogène à la base par une chaîne. Notre approche 

s'inspire des études faites dans le laboratoire sur les intercalations 

Intercalant-Base nucléotidique ( 2 9 ) .  Ces travaux ont montré que des molécules 

modèles de type Base-(CH 1 -Intercalant sont capables de se replier sous 
2 n 

l'action d'interactions attractives intramoléculaires : 

i 

Intercalant Base A 
7 

A 

La chaîne reliant les deux molécules est choisie pour ne pas intervenir 

dans le processus d'interaction et sa longueur doit permettre l'empilement des 

noyaux. La nature de l'intercalant et du solvant intervient sur la force de 

l'interaction : celle-ci peut-être suffisante dans l'eau pour que le système 

existe essentiellement sous forme repliée. 

Dans notre cas, par analogie avec la structure du métabolite ultime, le 

noyau fluorène sera sous forme d'ester d'acide hydroxamique aromatique lequel 

sera relié à la base nucléique par une chaîne Z. On peut ainsi espérer 

observer l'interaction cancérogène-base et surtout avoir une réaction qui 

devient dans ce système une réaction intramoléculaire, puisque l'on réalise 

une géométrie favorable à cette réaction (géométrie proche de celle existant 

dans le DNA quand le cancérogène est intercalé). 



S i  l e  b r a s  Z q u i  r e l i e  l a  base au cancérogène i n c l u t  l e  sucre, 

c 'es t -à -d i re  s i  l ' o n  u t i l i s e  l e  nucléoside à l a  p lace  de l a  base, on ob t i end ra  

un précurseur immédiat du p r o d u i t  de réac t i on  nucléoside-cancérogène. Nous 

avons c h o i s i  de r e l i e r  l e  sucre au f l uo rène  par l ' i n t e r m é d i a i r e  d'une chaîne 

d icarboxy l ique.  Nous nous proposons donc de s y n t h é t i s e r  l a  molécule : 

On peut a i n s i  espérer a v o i r  une vue q u a n t i t a t i v e  de l a  réac t ion ,  a v o i r  

accès aux addu i t s  cancérogènes-nucléosides, ê t r e  en mesure de l e s  é t u d i e r  e t  

éventuellement de met t re en évidence des p rodu i t s  de r é a c t i o n  non i d e n t i f i é s  

au niveau des ac ides nuclé iques.  Cet te méthodologie s e r a i t  app l i cab le  à t o u t e  

amine aromatique. 

Remarque : 

Outre l ' i n t é r ê t  de d isposer  de quan t i t és  s u f f i s a n t e s  de t e l s  a d d u i t s  

l pour é tud ie r  l e u r s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques, il s e r a i t  f o r t  u t i l e  d ' ê t r e  

! en mesure d 'en  préparer des quan t i t és  t e l l e s  que l ' o n  puisse envisager l e u r  

l i n s e r t i o n  dans un o l i gonuc léo t i de .  

1 En e f f e t ,  malgré l e  nombre t o u j o u r s  c ro i ssan t  de r é s u l t a t s  p réc i san t  l a  

1 f o rmat ion  e t  l a  s t r u c t u r e  d ' a d d u i t s  cancérogène-DNA aucune c o r r é l a t i o n  n ' a  pu 

l ê t r e  é t a b l i e  e n t r e  l a  s t r u c t u r e  d 'un  addu i t ,  sa l o c a l i s a t i o n  dans un gène, e t  

1 l e  r i sque  de muta t ion  q u ' i l  présente pour l a  c e l l u l e .  Les études sur l e s  bases 

~ mo lécu la i res  de l a  mutagénèse on t  é t é  l i m i t é e s  jusqu'à présent  par  

l ' i n c a p a c i t é  dans l a q u e l l e  on se t rouve à c réer  une l é s i o n  d é f i n i e  en un s i t e  

p a r t i c u l i e r ,  à déterminer avec c e r t i t u d e  l a  s t r u c t u r e  chimique de l a  l é s i o n  e t  

à examiner dans l e  d é t a i l  l e s  conséquences sur l e  p l a n  biochimique. 



A l'approche qui consiste à modifier un DNA (ou un fragment de DNA) par 

un cancérogène -processus que l'on ne sait pas rendre sélectif- (actuellement, 

la synthèse d'un heptamère (5'-ATCCGTC-3') comportant un seul résidu guanine 

modifié en Cg par l'aminofluorène a été réalisée par D.L. JOHNSON et Coll. 

(3011, on peut envisager l'approche inverse qui consiste à synthétiser de 

manière univoque le polymère incluant une base sélectivement modifiée par le 

cancérogène. La première étape implique la préparation d'un oligonucléotide 

contenant une base modifiée. 

Le développement d'une telle approche nécessite de pouvoir disposer des 

nucléosides sélectivement modifiés Dar les cancéroaènes et ceci. en quantités 

suffisantes ( à  l'échelle du gramme) pour que la synthèse présente 

véritablement un aspect préparatif. 

En effet, si l'on envisage d'insérer avec quelques succès des 

nucléosides à tel point modifiés dans une séquence d'oligonucléotides, il est 

indispensable d'avoir des quantités suffisantes d'adduits tant pour l'étude 

préalable de leur comportement au cours des opérations de protection, 

d'activation et de déblocage de la synthèse d'oligonucléotides, que pour la 

mise au point de méthodes originales au cas où les voies usuelles 

deviendraient inapplicables. 



P A R T I E  T H E O R I Q U E  

- 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -  



Notre objectif est de synthétiser les molécules de formule générale : 

dans laquelle : 

11 A r  est le noyau d'une amine cancérogène comme le fluorène et le 

biphényle. 

21 Le nucléoside retenu dans un premier temps est la guanosine qui 

constitue la cible privilégiée des cancérogènes. 

31 La chaîne est constituée des 4 carbones de l'acide succinique. 

Mais plusieurs problèmes se posent : 

- Mettre au point des techniques de synthèse, sur des molécules faciles 

à manipuler. 

- Eviter dans la phase exploratrice le travail, toujours délicat, avec 

des produits cancérogènes. 

- Tester la validité du concept d'une réaction intramoléculaire. 



Nous avons donc s u i v i  l a  démarche su i van te  : 

1. S Y N T H E S E :  

Le méthy l -2  i n d o l e  a é t é  re tenu  comme h é t é r o c y c l e  modèle (au l i e u  de 

l a  guanosine) c a r  sa r é a c t i v i t é  e s t  é levée v i s -à - v i s  des é l e c t r o p h i l e s .  11 e s t  

f a c i l e  à manipu ler  e t  à f o n c t i o n n a l i s e r .  

1/ COUPLAGE AVEC LE (N-HYDROXY N-ACETYL)AMINO-4 TOLUENE - 7 : 

Cet a c i d e  hydroxamique e s t  u t i l i s é  ca r  c ' e s t  l ' u n  des systèmes l e s  

p l u s  simples. 11 e s t  dépourvu de t o x i c i t é .  

2/ COUPLAGE AVEC LE (N-HYDROXY N-ACETYL)AMINO-2 FLUORENE 2 : - 

Cet te  mise au p o i n t  nous permet t ra  de t e s t e r  l a  v a l i d i t é  de n o t r e  

méthode de couplage pour l e s  d é r i v é s  aromatiques encombrés avec l e  p récurseur  

i n d o l e ,  c e c i  avan t  d 'employer l a  guanosine. 



B/ SERIE GUANOSINE : 

1[ SYNTHESE DU PRECURSEUR GUANOSINE - 22 : 

21 COUPLAGE AVEC L'ACIDE HYDROXAMZQUE - 7 : 

La s o l u b i l i t é  de l a  guanosine dans l e  so lvant  u t i l i s é  pour l e  

couplage é tan t  d i f f é r e n t e  de c e l l e  de l ' i n d o l e  nous u t i l i s e r o n s  dans un 

premier temps l e  dé r i vé  du to luène - 7 pour met t re  au p o i n t  l a  méthode de 

condensation, avant de f a i r e  c e t t e  réac t i on  sur l e s  dé r i vés  n i t r é s  

cancérogènes. 

6, ,O 17 C 
1 \ 

CH, CH, 

31 COUPLAGE AVEC L'ACIDE HYDROXAMZQUE - 2 : 



4/  EXTENSION A L'AMINO-4 BIPHENYLE : COUPLAGE AVEC 

L'ACIDE HYDROXAMIQUE - 23 : 

II. R E A C T I V I T E :  

Dans un deuxième temps nous nous intéresserons à la réactivité des 

molScules précédemment synthétisées. 

Des essais préliminaires sur les molécules - 11,  - 16 et - 17 nous permettent 

d'avoir des renseignements sur leur stabilité, leur réactivité et de tester la 

validité du concept d'une réaction intramoléculaire, avant d'étudier plus en 

dGtail le produit de couplage - 1 8 .  

A/ RESULTATS EXPERIMENTAUX 

1/ ETUDE DU COMPOSE DE COUPLAGE INDOLE-TOLUENE - 1 1  

2/  ETUDE DU COMPOSE DE COUPLAGE INDOLE-FLUORENE - 1 6  

3/ ETUDE DU COMPOSE DE COUPLAGE GUANOSINE-TOLUENE - 17 

4 /  ETUDE DU COMPOSE DE COUPLAGE GUANOSINE-FLUORENE - 18 

B/ DISCUSSION 



1. S Y N T H E S E :  

Ce composé est obtenu selon l e  schéma de synthèse suivant : 



a. Synthèse du (N-hydroxy N-acétyllamino-4 

to luène - 7 : 

La synthèse de l ' a c i d e  hydroxamique - 7 s ' e f f e c t u e  en deux étapes à p a r t i r  

du n i t r o - 4  to luène - 5. 

La première étape cons i s te  à r é d u i r e  l a  f o n c t i o n  n i t r o  en hydroxylamine 

6, l a  seconde e s t  l ' a c é t y l a t i o n  en ac ide hydroxamique 7. - - 

Réduction : 

Nous u t i l i s o n s  l a  méthode de A .  RISING (31  1. Le n i t r o - 4  to lugne - 5 

e s t  r é d u i t  par  l e  z inc  en présence de ch lo ru re  d'ammonium dans l ' é t h a n o l  à 

50 %. Après a v o i r  é l im iné  l e  p r é c i p i t é  de ch lo ru re  de z inc e t  concentré l a  

phase éthanol ique, l ' hydroxy lamine - 6 p r é c i p i t e  avec un rendement de 70 %. 

La s t r u c t u r e  de - 6 e s t  confirmée par  l a  RMN du proton : en e f f e t  on 

constate l ' a p p a r i t i o n  dans l e  spectre de deux s i n g u l e t s  échangeables i n t é g r a n t  

chacun pour un proton à 8 e t  8,2 ppm a t t r i b u a b l e s  aux fonc t ions  N-H - e t  N-OH. - 



Acétylation : 

Bien que dans une hydroxylamine l'atome d'azote soit acylé plus 

rapidement que l'oxygène, il n'est pas possible de réaliser une réaction 

totalement sélective. Aussi avons nous utilisé les conditions décrites par 1 

J.G. WESTRA (32) qui consiste en une acétylation suivie d'hydrolyse sélective 
l 

du dérivé diacétylé formé dans le milieu. Le produit - 6 est acétyle par le 

chlorure d'acétyle dans le THF en présence de triéthylamine (Et3N). 11 se 

forme ainsi les produits N-acétylé - 7 et N,O-bis-acétylé - 12. Ce dernier est 

hydrolysé en milieu basique. 

2) HCI 

Dans le but de disposer de tous les composés acétylés dans cette série 

et de pouvoir faire les vérifications et comparaisons nécessaires, nous avons 

également préparé : 

La p-acétamidotoluidine - 13 et le composé diacétylé - 12 : 

La p-acétamidotoluidine - 13 est obtenue par acétylation de la p-toluidine 

14 selon le procédé décrit précédemment. - 

C Y e N H 2  + ACCI THF Et3N 

Le dérivé - 12 acétylé à la fois sur l'azote et l'oxygène est isolé soit 

par séparation sur plaque préparative du mélange obtenu lors de l'acétylation 

de - 6 avant hydrolyse, soit par acétylation du dérivé - 7 par le chlorure 

d'acétyle dans le THF en présence de Et3N. 



La s t r u c t u r e  des dé r i vés  - - -  6, 7, 12 e t  - 13 e s t  conf irmée par l e s  données 

spectroscopiques ( v o i r  tab leaux 2 e t  3 ) .  

R,, /R* 

Tableau 2 : Déplacements chimiques des pro tons  des composés - - -  6, 7, 12 e t  A 13 

(DMSO d6, 60MHz). 
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Tableau 3 : Bandes de v i b r a t i o n  vC=O des composés - - -  7, 12, 13 ( N u j o l )  

b. Ac ide (méthyl-2 i n d o l y l l - 1  -3 p rop ion ique  10 : 
- 02 

I CH3 

CH, CHrCOOH 

Nous devons à A.P. TERENT'EV (33 )  l a  d e s c r i p t i o n  de l a  synthèse du 

composé - 10. E l l e  e s t  r é a l i s é e  en deux étapes : f i x a t i o n  de l a  chaîne carbonée, 

p u i s  f o rma t i on  de l ' a c i d e  carboxy l ique .  

N -A l ky l a t i on  : Obten t ion  du composé - 9a : 

La r é a c t i o n  s ' e f f e c t u e  en m i l i e u  pa r fa i t emen t  anhydre. Le méthy l -2  

i n d o l e  - 8 e s t  s o l u b i l i s é  dans l e  benzène sec en présence d ' a c r y l o n i t r i l e  e t  de 

potasse fondue. On o b t i e n t  deux p r o d u i t s  correspondant au d é r i v é  de 

N - a l k y l a t i o n  - 9a e t  au p r o d u i t  b i s - a l k y l é  sur  l e  NI e t  l e  C 9b. Après 3 - 
chromatographie sur  co lonne  de s i l i c e  l e  composé - 9a e s t  i s o l é  avec un 

rendement de 66 %. 



Pour l e  composé - 9a, l e  spectre de RMN du p ro ton  i nd ique  l a  mono- 

f o n c t i o n n a l i s a t i o n  sur l ' a z o t e  e t  non sur  l e  C de l ' i n d o l e  : 3 

- l e  p ro ton  p o r t é  par  l e  N1 à 7,50 pprn a d isparu  

- l e  p ro ton  p o r t é  par  l e  C à 6,20 pprn e s t  t ou jou rs  présent  
3 

- il y a a p p a r i t i o n  de deux t r i p l e t s  d 'éga le  i n t e n s i t é  i n t é g r a n t  chacun 

pour 2 protons, e t  de même constante de couplage J=7,3Hz à 2,90 e t  4,40 ppm, 

correspondant respectivement à CH2-CN e t  N-CH2. 

Pour l e  composé - 9b : l e  spectre de RMN du p ro ton  montre : 

- l a  d i s p a r i t i o n  des protons C 3 -  e t  NI-H - (6,20 ppm e t  7,50 ppm) 

- l ' a p p a r i t i o n  d 'un  s i g n a l  à 3,00 pm correspondant à C3-Cti2- 
- Un t r i p l e t  à 2,65 pprn i n t é g r a n t  pour 4 pro tons  q u i  e s t  a t t r i b u a b l e  à 

Nous n'avons pas obtenu de p r o d u i t  de C-a lky la t ion .  

Formation de l ' a c i d e  carboxyl ique - 10 : 

La f o n c t i o n  n i t r i l e  du composé - 9a e s t  hydrolysée en m i l i e u  basique. 

Le p rodu i t  - 10 e s t  p r é c i p i t é  par  a c i d i f i c a t i o n  de l a  s o l u t i o n  a l c a l i n e  avec de 

l ' a c i d e  chlorhydr ique concentré. 

9 KOH 15): 
b 

'43 
2) HCI 

I 

Le spec t re  de masse donne l e  p i c  molécu la i re  à m/e = 203. 

Dans l e  spectre RMN du proton, on re t rouve : 

- l e  s i n g u l e t  dû au pro ton  p o r t é  par l e  C3 de l ' i n d o l e  à 6,20 pprn 

- l e s  deux t r i p l e t s  à 2.70 pprn e t  4,35 pprn correspondant aux -CH2 de l a  

chaîne. 



c. Couplage : 

Les esters d'acides hydroxamiques (anhydrides mixtes d'acides 

hydroxamiques et carboxyliques) s'obtiennent en général par réaction de 

l'acide hydroxamique avec l'anhydride ou le chlorure d'acide ( 34 ) .  Ces 

réactions sont bien décrites pour l'obtention d'esters simples, tels que les 

acétates. 11 n'en est plus de même lorsqu'il s'agit de préparer des esters 

avec des groupes acides appartenant à des molécules complexes poly- 

fonctionnelles comme dans notre cas. Nous avons donc recherché des méthodes 

générales, en nous inspirant des méthodes de couplage utilisées en synthèse 

peptidique, notamment : 

Le N,N-dicyclohexylcarbodiimide : DCC (35a, b) : 

C'est l'agent de couplage le plus utilisé en synthèse peptidique et 

également pour estérifier des acides carboxyliques par des phénols. 

R-COOH + R'-NH~ DCC + R-CO-NHR' + DCC - H 2 0  

- Les chloroformiates d'alkyle (36) : 

Ils sont employés pour éviter la racémisation en synthèse 

peptidique. Le couplage se fait en présence d'une base tertiaire, la réaction 

est effectuée à basse température pour que la durée de vie de l'anhydride 

mixte, intermédiaire formé, soit suffisante pour réagir avec l'amine. 

Les solvants, les bases et les chloroformiates employés 

interviennent sur le taux de racémisation. 



Des essais p r é l i m i n a i r e s  avec l e  DCC nous on t  montré que l a  r é a c t i o n  

e s t  complexe e t  non t o t a l e ,  nous avons donc p ré fé ré  u t i l i s e r  l e s  

a lky lch lo ro formia tes .  

Couplage de - 7 e t  de - 10 : Obtention du composé - 11 : 

La réac t i on  s ' e f f e c t u e  à -20°C sous courant  d 'azote.  Le composé - 10 

e s t  s o l u b i l i s é  dans l e  THF. On a j o u t e  successivement de l a  N-méthyl morphol ine 

e t  du ch lo ro formia te  d ' i s o b u t y l e .  On f a i t  a l o r s  r é a g i r  l ' anhyd r ide  mix te  a i n s i  

formé avec l ' a c i d e  bydroxamique - 7. 

+ isobut- O-C-CI 
I I  

I O 
Ch-CH2-C00H 

10 

Le composé - 11 e s t  obtenu, après lavage en m i l i e u  basique, avec un 
. 

bon rendement (80 %).  

La s t r u c t u r e  e s t  confirmée par l e s  données spectroscopiques. 

Dans l e  spectre de masse, on a  l e  p i c  molécu la i re  à m/e = 350 ( v o i r  

annexe p. 88).  



Le spectre de RMN du pro ton  de - 11 correspond à l a  supe rpos i t i on  des 

spectres des p rodu i t s  - 7 e t  - 10. 

On remarque : 

- l a  d i s p a r i t i o n  du pro ton  de l a  f o n c t i o n  hydroxyle à 10,50 ppm 

- l e  b l indage du méthyle de l ' a c é t y l e  

- l e  débl indage du méthylène s i t u é  en a de l a  f o n c t i o n  ac ide 

(passage de -CH -COOH à -CH -COON-). 
-2 -2 

:CH -Tol:CH -CO :CH3-Ind:Cii2-COO: CH2-N : C -H : H ArTol  : H Ar lnd : N-OH : 
-3 -3 3 -  - - - 

.................................................................................. 
: - 7 : 2,OS : 2,17 : - - - : - :7,25-7,45 : - : 10,50 : 

Tableau 4 : Déplacements chimiques des protons des composés - 7, - 10, - 11 (DMSO d6, 

60MHz). 

Nous avons é tud ié  l a  r é a c t i v i t é  du p r o d u i t  de condensation - 11 q u i  sera d é c r i t e  

p. 5 4 .  11 s 'avère  donc que l a  méthode de couplage ac ide  carboxyl ique - ac ide  

hydroxamique e s t  s a t i s f a i s a n t e .  Ce r é s u l t a t  permet d 'envisager l e  couplage de 

systèmes p lus  complexes : nous a l l o n s  donc v é r i f i e r  que c e t t e  r é a c t i o n  peut  ê t r e  

étendue aux ac ides hydroxamiques aromatiques p l u s  encombrés, t e l s  que l e  (N-hydroxy 

N-acéty1)amino-2 f luorène - 2 pour syn thé t i se r  l a  molécule - 16. 

2/ SYNTHESE DE LA MOLECULE - 16 : 



- 40 - 

a. Synthèse du (N-hydroxy N-acéty1)amino-2 fluorène - 2 : 

Comme dans la série toluène, nous partons du nitro-2 fluorène - 15, qui sera 

réduit en hydroxylamine - 3, puis acétylé en acide hydroxamique - 2. 

Réduction : 

Dans le cas des dérivés cancérogènes qui nous intéressent, la réaction 

doit être à la fois quantitative et propre pour éviter un trop grand nombre de 

manipulations délicates. 

La réduction des fonctions nitro d'aromatiques simples (du type : 

nitrobenzène ou nitrotoluène) a été mise au point par A. RISZNG (311, E. BAMBERGER 

(37) et A. WOHL (38). Les systèmes réducteurs utilisés sont le zinc en poudre et une 

solution aqueuse de chlorure de calcium ou d'ammonium. Ces systèmes ne sont pas 

utilisables pour les dérivés aromatiques plus complexes. En effet H. GZLMAN et 

J.E. KIRKY (39) observent dans ces conditions, lors de la réduction du nitro-4 

biphényle - 24, la formation majoritaire du dérivé azoxy- et d'une faible quantité 

d'hydroxylamine. Ce faible rendement en hydroxylamine provient de la formation 

simultanée des dérivés nitroso, azo, azoxy et amino : ceci étant dû au caractère non 

spécifique de la réaction et à la faible stabilité de l'hydroxylamine formée. 

En utilisant le système réducteur Pd/C 5 % - hydrate d'hydrazine, on évite 
la formation des amines observées précédemment. Une acétylation dans le milieu 

transforme l'hydroxylamine en acide hydroxamique plus stable. 

Nous utilisons la méthode décrite par J.G. WESTRA (32) qui est directement 

applicable à notre cas : nitro-2 fluorène - 15 et nitro-4 biphényle 24. - 



Le n i t r o - 2  f l uo rène  - 15 e s t  r é d u i t  par Pd/C 5% en présence d 'hyd ra te  

d 'hydrazine dans l e  THF. La réac t i on  e s t  s u i v i e  par  chromatographie sur  couche 

mince. Lorsque t o u t  l e  composé - 15 a  disparu, sans i s o l e r  l 'hydroxylamine - 3, on 

procède à son a c é t y l a t i o n  en u t i l i s a n t  l a  méthode d é c r i t e  précédemment en - s é r i e  

to luène (p. 33).  

A c é t y l a t i o n  : 

L'hydroxylamine - 3 e s t  acé ty lée  dans l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  par du c h l o r u r e  l I 
l 

d ' a c é t y l e  en présence de E t  N. En f i n  de r é a c t i o n  l a  s o l u t i o n  c o n t i e n t  l e s  p r o d u i t s  
3  1 

N-acétylé - 2 e t  N,O d i a c é t y l é  - 4.  Un t ra i t emen t  basique du mélange hydrolyse l e  i I 
- 1  

p r o d u i t  d i a c é t y l é  - 4 en ac ide  hydroxamique - 2 récupéré par  p r é c i p i t a t i o n ,  suff isamment 

pur  pour é v i t e r  t o u t e  man ipu la t ion  u l t é r i e u r e  e t  avec un rendement supér ieur  à 80 %. 

L ' ob ten t i on  du p r o d u i t  - 2 e s t  conf irmée par  : 

- l e  spec t re  I R  où l ' o n  observe une bande c a r a c t é r i s t i q u e  du groupement 

N-C=O à 1640 cm- ' . 
- l e  spec t re  de RMN du pro ton  où l ' o n  no te  l a  présence d 'un  s i n g u l e t  à 

2,17 ppm pour l e  méthyle de l a  f o n c t i o n  a c é t y l e  e t  d ' u n  s i n g u l e t  à 9,40 

ppm correspondant au proton de l a  f o n c t i o n  hydroxyle.  



Les protons du f l uo rène  résonnent à 3,90 ppm pour l e  Cg2 e t  e n t r e  7,20 e t  

7,90 ppm pour l e s  protons aromatiques. 
1 

Pour pouvoi r  d isposer  de p r o d u i t  témoin en s é r i e  f luorène,  nous avons 

préparé l e  (N-acétoxy N-acéty1)amino-2 f luorène 4 par  a c é t y l a t i o n  du p r o d u i t  2, 1 
1 - - 

i s o l é  précédemment, dans l a  p y r i d i n e  avec de 1 'anhydride acét ique (40).  1 
1 

Le p r o d u i t  4  e s t  i s o l é  par p r é c i p i t a t i o n  dans l ' eau .  4. 
- 

On remarque dans l e  spectre de RMN du proton,  l ' a p p a r i t i o n  d 'un  s i n g u l e t  

i n t é g r a n t  pour 3 protons à 2,20 ppm, e t  l a  d i s p a r i t i o n  du s i n g u l e t  à 9,40 ppm, ce 

q u i  e s t  en accord avec l a  s t r u c t u r e  de - 4. 

b. Couplage des d é r i v é s  10  e t  2 : Obtent ion du p r o d u i t  16 : 

Nous u t i l i s o n s  l a  méthode mise au p o i n t  sur  l e  dé r i vé  - 11 (p.91 couplage 

e n t r e  l ' a c i d e  - 10 e t  l e  d é r i v é  du to luène - 7). Nous obtenons a i n s i  l e  p r o d u i t  de 

condensation 16 avec un rendement de 80 %. 

La s t r u c t u r e  de - 16 e s t  confirmée par l e s  données spectroscopiques. En 

spectrométr ie  de masse on observe l e  p i c  molécu la i re  à M+ = 424. La RMN du p ro ton  

correspond à l a  superpos i t ion  des spectres des composés - 2 e t  - 10. 



:CH -CO : CE)-Ind : CH2-N : CH -CO0 : CH2-F9 : H ArF :H I n d  : H Ar Ind  : 
-3 -2 - -3 - 

Tableau 5 : Déplacements chimiques des protons des composés - 2, - 10 e t  16 (DMSO dg, - 
60 MHz). 

B. S E R I E  G U A N O S Z N E :  

La méthode de couplage é t a n t  u t i l i s a b l e  avec des amines aromatiques 

encombrées, nous pouvons maintenant envisager l a  p répara t ion  des p r o d u i t s  de 

t ype  : 

17 ArZToluene - 

18 Ar=Fluorene - 

19 Ar = Bip henyle - 



DMF 
O 

HO-C 
II 
O 

Nous avons donc choisi le groupe succinyle pour relier les deux parties 

de la molécule, l'une des fonctions acides estérifiant la fonction hydroxy-5' 

du sucre, l'autre fonction acide étant utilisée pour la condensation avec les 

acides hydroxamiques. 

a. Svnthèse du vrécurseur auanosine 22 : 



11 f a u t  protéger l e s  fonc t i ons  a l c o o l s  2'  e t  3' du r i b o s e  avant de f a i r e  

r é a g i r  l ' anhyd r ide  succin ique sur  l a  p o s i t i o n  5 ' .  

P r o t e c t i o n  des f o n c t i o n s  a l c o o l s  2' e t  3 '  : Obtent ion de - 21 (41) : 

11 e s t  c lass ique  de pro téger  ces p o s i t i o n s  du r ibose par l a  

format ion d 'un  0.0' i sopropy l idène 2 ' ,3 '  r ibose.  La guanosine - 20 e s t  mise en 

suspension dans l ' acé tone  en présence de diméthoxypropane (DMP) e t  d 'ac ide  

paratoluène su l fon ique (APTS). Pour que l a  r é a c t i o n  s o i t  t o t a l e ,  il e s t  

nécessaire d ' u t i l i s e r  des so lvants  e t  r é a c t i f s  secs. On i s o l e  l e  composé - 21 

par p r é c i p i t a t i o n  dans une s o l u t i o n  d'ammoniaque. 

Cet te  p r o t e c t i o n  permet de diminuer l a  p o l a r i t é  de l a  guanosine - 20, 

e t ,  en RMN du proton, l e s  deux méthyles sont aisément repérables ( 2  s i n g u l e t s  

d i s t a n t s  de 0,20 ppm pour l 'anomère 8 ), dans n o t r e  cas i l s  apparaissent à 

1,26 e t  1,46 pprn respect ivement.  Le r e s t e  du spec t re  e s t  en accord avec l a  

s t r u c t u r e  proposée : l e  C -H résonne à 7.88 ppm e t  l e  NI-! à 10.68 ppm sous 8 - 
forme de s ingu le t s .  
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Succ iny la t i on  de l ' a l c o o l  en 5' : Obtent ion de - 22 : 

B.L. GAFFNEY e t  C o l l .  (42) déc r i ven t  l a  succ iny la t i on  sur  l a  

p o s i t i o n  3 '  des désoxyadénosines e t  désoxyguanosines protégées. Pour c e l a  i l s  

f o n t  r é a g i r  l e s  nucléosides protégés en 5', avec l ' anhyd r ide  succin ique en 

présence de DMAP dans du ch lo ru re  de méthylène. bans n o t r e  cas nous 

u t i l i s e r o n s  ces mêmes r é a c t i f s  t o u t  en mod i f i an t  l e s  cond i t i ons  opé ra to i res  ; 

en e f f e t  pour des quest ions de s o l u b i l i t é  de 110,0'-isopropylidène-2',3' 

guanosine - 21, l e  so lvant  employé sera l a  diméthylformamide (DMF) d'une p a r t ,  

d ' a u t r e  p a r t  l a  r é a c t i o n  sera  e f fec tuée à 90°C pendant 4 heures. C e l l e - c i  

n ' e s t  pas t o t a l e  mais un temps de contac t  p l u s  l ong  augmente l a  fo rmat ion  des 

p r o d u i t s  secondaires au dé t r imen t  du d é r i v é  - 22. 

DMF, 90'C 

HO-C-(CH&= 
II 
O O 

2 1 - 2 2  - 
Après concent ra t ion  du mélange réac t i onne l ,  on a jou te  du c h l o r u r e  de 

méthylène, l e  p r o d u i t  - 22 c o p r é c i p i t e  avec l a  DMAP, l ' anhyd r ide  succin ique e t  

110,0 ' - isopropyl idène 2 ' , 3 '  guanosine - 21 rés idue l .  On p u r i f i e  l e  composé - 22 

par chromatographie sur colonne de s i l i c e  en é luan t  avec un mélange c h l o r u r e  

de méthylène - méthanol (85-15) contenant 1  % d 'ac ide  acét ique. 

La RMN du p ro ton  nous ind ique l a  pureté e t  conf irme l a  s t r u c t u r e  de 

22. Dans son spectre on re t rouve  : - 

- à 1,26 e t  1,46 ppm l e s  2  méthyles de l ' i s o p r o p y l i d è n e .  

- l e s  protons du r i b o s e  : kilt, H ' e t  Hg' q u i  résonnent à 5,95-5.19 -2 
e t  5,07 ppm ; l e s  protons H ' q u i  sont  débl indés par  l a  fo rmat ion  -5 
de l a  f o n c t i o n  es te r ,  3' e t  H ' q u i  apparaissent à 4,21 e t  4.09 -5 
PPm. 

- Pour l a  guanine, l e  p ro ton  Cg-! q u i  résonne à 7,80 ppm, c e l u i  de 

N -H à 10,45 ppm e t  l e  N$ à 6,60 ppm. 1 - 

On note  l ' a p p a r i t i o n  d 'un  s i g n a l  à 2,45 ppm correspondant aux 

méthylènes de l a  chaîne succin ique.  



On remarque dans le spectre de masse haute résolution 1 'absence du 

pic moléculaire (la chaîne succinyle trop labile se coupe immédiatement) ; par 

contre on observe les pics correspondant respectivement à 1 ' isopropy lidène . 

guanosine - 21 à m/e = 323, puis - 21 ayant perdu la fonction hydroxyle en 5' à 

m/e = 306 et enfin à la guanine m/e = 151 (voir annexe p. 93 1. 

b. Cou~laae de 22 et 7 : Obtention du conr>osé 17 : 

pour les produits de' couplage 11 
luor- p . 4 2 ) .  

r successivement : 'la W-raéthylnrorphaiim~ le, 

O 
II 

O 

17 - 
I pK 

, t.j-,,:dti " ;' 'i&,? 

. - if' .' ""W 

Après purification par un lavage basique, le produit - ësf " ' 
pricipité dans l'éther éthylique et isolé avec un rendement de 63 %. 



Par étude du spec t re  de RMN du pro ton  ( q u i  e s t  l ' a d d i t i o n  des 

spectres des composés - 7 e t  - 22), on remarque : l a  d i s p a r i t i o n  du p ro ton  de l a  

f o n c t i o n  N-hydroxyle de - 7 à 10,5 ppm, e t  l a  présence du pro ton  p o r t é  par  l e  C8 

de l a  guanine. 

Tableau 6 : déplacements chimiques des protons des composés - 7, - 22 e t  - 17 

(OMS0 d6, 60MHz). 

Dans l e  spectre de masse haute r é s o l u t i o n  on ne t rouve pas l e  p i c  

molécula i re du p r o d u i t  de couplage - 17 mais on observe l e s  p i c s  correspondant 

aux deux p r o d u i t s  de dépar t  mod i f iés  : 

- l ' i s o p r o p y l i d è n e  guanosine - 21 ayant perdu l a  f o n c t i o n  hydroxyle 

en 5 '  à m/e = 306 ; p u i s  l e  p i c  correspondant à l a  guanine à m/e 

= 151. 

- l ' a c i d e  hydroxamique - 7 sur l e q u e l  e s t  f i x é e  l a  chaîne succ iny le  à 

m/e = 247 ( v o i r  annexe p. 98 ) . 

c. Couplage de 22 e t  2 : Obtent ion du p r o d u i t  18  : 

Ac 

C?3-C0 

2.15 

_ 
1.95 

fi Ar-Tol  

: 7.25 

- 

: 7.25 

Notre méthode de condensation é t a n t  app l i cab le  à l a  guanosine, nous 

Cy3-Tol 

2,26 
- 

- 

2.25 

7 

pouvons maintenant envisager l a  r é a c t i o n  en t re  l ' a c i d e  hydroxamique - 2 e t  l a  

N I -  

- 

10,45 

7 . 8 0 ~ 1 0 . 6 2  

guanosine succiny lée - 22. 

"'5 

- 
____..--------.._ 

6.60 

6.48 

-1 H ' 

- 

5,96 

5.95 

Ce-? 

- 

7,81 

H '  -3 

- 

5.07 

5.13 

f i  

- 

4,09 4.21 

: 4,16 
4 

7 - 

22 - 

17 - 

H g  -2 

- 

5,19 

5.13 

CH 
hc 

i E g o p y  1 

- 

1,26 1,46 

1.26 1.46 

- C C - C O  -2 2 

- 

2.41 
---------- 

2.45 



Comme précédemment (p. 4 7 ) '  l e  d é r i v é  - 22 e s t  s o l u b i l i s é  dans l a  DMF 

p u i s  r e f r o i d i  à -20°C sous couran t  d ' a z o t e  avant  d ' a j o u t e r  l a  

N-méthylmorpholine, l e  c h l o r o f o r m i a t e  d ' i s o b u t y l e  e t  l ' a c i d e  hydroxamique - 2. 

s \ + N-o-c-CH~Cfi$ 
A: Il 

O O 

18 - l~w 0 x 0 
CH, CH, 

Après p u r i f i c a t i o n ,  on o b t i e n t  - 18 avec un rendement de 70 %. 

Le spec t re  de RMN du p ro ton  à 400MHz con f i rme  l a  s t r u c t u r e  de - 18 : 

on r e t r o u v e  l 'ensemble des p ro tons  - 2 e t  - 22 ; s e u l  l e  p ro ton  de l a  f o n c t i o n  

N-hydroxyle de - 2 à 9 '40 ppm a  d isparu .  

I Tableau 7 : Déplacements chimiques des p ro tons  des composés 22, 1, - - 18 



d. Extension à l'amino-4 biphényle : obtention du produit 19 : 

rn 

0 O x 
CH, CH, 

Synthèse du (N-hydroxy N-acéty1)amino-4 biphényle - 23 : 

Comme dans l e  cas du f l uo rène ,  l ' a c i d e  hydroxamique - 23 e s t  obtenu à 

p a r t i r  du n i t r o - 4  b i phény le  - 24 se lon  l a  méthode de J.G.  WESTRA (32 ) .  

Le composé - 24 e s t  r é d u i t  en hydroxy lamine par  l e  Pd/C 5 % en 

présence d ' h y d r a t e  d ' hyd raz ine  dans l e  THF. On a c é t y l e  dans l e  m i l i e u  pa r  l e  

c h l o r u r e  d ' a c é t y l e .  

2) ACCI - EtrN 
9 NaOH 

1) HCI 
24 - 

z3 

La N-acé t y l a t i on  n ' e s t  pas s é l e c t i v e  on o b t i e n t  l e s  p r o d u i t s  

N-acétylé e t  N,O-bisacétylé l e q u e l  p a r  un t r a i t e m e n t  basique e s t  hyd ro l ysé  en 

a c i d e  hydroxamique - 23. 

Sa s t r u c t u r e  e s t  con f i rmée par  l e s  analyses spect roscopiques : 

* On t r ouve  dans l e  spec t re  I R  l a  bande vCZ0 à 1645 cm-' 

* Dans l e  s p e c t r e  de masse, l e  p i c  m o l é c u l a i r e  e s t  observé à 

m/e=227. 



* Dans l e  spec t re  de RMN du p ro ton  on remarque : 

- l ' a p p a r i t i o n  de deux s i n g u l e t s  à 2,17 ppm correspondant 

au méthyle de l a  f o n c t i o n  acéty le ,  e t  à 10,51 ppm pour l e  

p ro ton  de l a  f o n c t i o n  hydroxyle. 

- un massif  e n t r e  7,30 e t  7,66 ppm a t t r i b u a b l e  aux protons 

aromatiques. 

. 
Couplage de - 22 e t  23 : Obtent ion du p r o d u i t  - 19 : 

Nous avons e f f e c t u é  c e t t e  synthèse en c o l l a b o r a t i o n  avec E. 

DEFRANCQ, dans l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  pour l e  composé - 18 : après a v o i r  

s o l u b i l i s é  l e  composé - 22 dans l a  DMF e t  r e f r o i d i  l a  s o l u t i o n  à -20°C sous 

atmosphère d 'azo te ,  on add i t ionne l a  N-méthylmorpholine, l e  ch lo ro fo rm ia te  

d ' i s o b u t y l e  e t  l ' a c i d e  hydroxamique 23. - 

Le spectre de RMN du p ro ton  à 400MHz nous permet de conf i rmer l a  

s t r u c t u r e  de - 19 : on re t rouve  l e s  protons des deux composés de départ  22 e t  - 
23, seul  l e  p ro ton  de l a  f o n c t i o n  N-hydroxyle de 23 à 10,61 ppm a d isparu .  - - 

Tableau 8 : Déplacements chimiques des protons des composés - 23 (OMS0 dg, 

60MHz) - 22 e t  19 (OMS0 d6, 400 MHz). - 



Dans l e  spectre de masse haute réso lut ion  on remarque, comme pour 

l e s  produits  - 17 e t  - 18, q u ' i l  n ' y  a  pas l e  p i c  moléculaire  correspondant à - 19  
l I 

mais on observe des chemins réact ionnels  complexes ( v o i r  annexe p. 97 ). I 



A/ RESULTATS EXPERIMENTAUX : 

La r é a c t i v i t é  des molécules préparées précédemment a  é té  examinée 

dans l e s  cond i t i ons  so l vo l y t i ques  suivantes : 

* Solvants non aaueux ( e t  non nuc léooh i les)  : 

Dans l e  b u t  de l i m i t e r  l a  réac t i on  d 'hydro lyse  nous avons employé 

des so lvants  non nuc léoph i les  : l e  DMSO e t  l a  DMF, e t  à pouvo i r  i o n i s z n t  

c ro i ssan t  : l e  t r i f l u o r o é t h a n o l  (TFE) e t  1 'hexaf luoro isopropano1 (HFIP) pour 

f a v o r i s e r  une rup tu re  h é t é r o l y t i q u e  de l a  l i a i s o n  N-O. 

La formamide a  également é t é  u t i l i s é e  dans l a  mesure où e l l e  

f a v o r i s e  l e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e s  groupements non p o l a i r e s  e t  peut ê t r e  

comparée à l ' e a u  (43) .  

* Solvants aqueux : 

Nous avons c h o i s i  un mélange acétone-eau à d i ve rs  pH, de manière 

à comparer nos r é s u l t a t s  avec ceux de G. UNDERWOOD (28) l o r s  des études 

so l vo l y t i ques  du (N-acétoxy N-acéty1)amino-2 f luorène - 4 .  

Les essais de r é a c t i v i t é  o n t  é té  s u i v i s  par chromatographie 

l i q u i d e  haute performance (CLHP) avec un grad ian t  de so l van t  a l l a n t  d 'un 

mélange eau (pH = 2,5) - méthanol (50-50 v/v)  au méthanol 100 % en 10 minutes. 

Les p rodu i t s  son t  détectés à 254 e t  280 nm. 



1/ ETUDE DU COMPOSE - 11 : 

- 

a. Essais solvolvtiques : 

Nous avons observé : 

* La grande stabilité du produit 11 dans la DMF et le OMS0 : il - 
reste inchangé après 5 jours à 50°C. 

* que dans le trifluoroéthanol à reflux, à une concentration de 

Z,S.IO-~ mole/l, la solvolyse est lente : le produit 11 a totalement disparu - 
après 3 jours de réaction. Parmi les produits formés il y a un produit 

majoritaire,le composé 25. Nous l'avons isolé et identifié comme résultant du - 
réarrangement de la fonction ester d'acide hydroxamique sur le cycle toluène. 

* que dans un mélange acétone-eau (tamponnée à pH = 7) : 60-40 v/v 

à 4Q°C à une concentration de 2,8. IO-' mole/l, la réaction est très lente : 

après 8 jours il subsiste toujours du produit de départ 11 ; on observe la - 
formation des produits d'hydrolyse de la fonction ester d'acide hydroxamique 

conduisant aux produits 7 et 10. On ne décèle pas la présence du produit de - - 
réarrangement - 25. 

* qu'il est impossible d'isoler un produit de réaction sur le noyau 

indole. 



Schéma 10 : Analyses par  CLHP à 254 nrn de l ' é v o l u t i o n  du p r o d u i t  11 dans l e s  - 
solvants  : DMF ( 3  j o u r s ) ,  t r i f l u o r o é t h a n o l  (TFE 5h15 mn) e t  

acétone-eau pH = 7 ( 8  j o u r s ) .  

'N' 
I 
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- - 6 Schéma 1 1  : Spectres de RMN du proton des produits 1 1  et 25 (OMS0 d6, 60 M z 



St ruc tu re  du  composé 25 

) Carac té r i sa t i on  : 

Nous l ' a v o n s  i d e n t i f i é  par : 

- Spectrométr ie  de masse : on observe l e  p i c  molécu la i re  à 

m/e = 350 (correspondant auss i  à l a  masse du p r o d u i t  de 

départ  11) .  - 

- RMN du p ro ton  : on remarque 

. L ' a p p a r i t i o n  d 'un  p i c  à 9 , 2  ppm correspondant au p ro ton  

de l a  fonc t ion  acétamide. 

. La m o d i f i c a t i o n  du s i g n a l  des protons aromatiques du 

noyau to luène : l e  s i n g u l e t  observé pour  11 dev ien t  un - 

système complexe pour 25 ( i l  i n t é g r e  pour 3  pro tons) .  - 
. La pers is tance du s i n g u l e t  du proton p o r t é  par l e  C3 de 

1 ' i ndo le .  

. La présence des signaux correspondant au noyau i n d o l e  e t  

à l a  chaîne éthy lénique.  

*) Synthèse : 

Pour con f i rmer  l a  s t r u c t u r e  de 2 5 ,  nous en avons r é a l i s é  l a  - 
synthèse par couplage de l ' a c i d e  10 e t  du N-acétylamino-4 hydroxy-3 to luène - 
26.  - 



Nous avons syn thé t i sé  l e  composé - 26 se lon  l a  méthode d é c r i t e  par  

L. HORNER (25)  par réarrangement de - 1 2  s u i v i  d 'une hydro lyse s é l e c t i v e  du 

groupement O-acétyle. 

Le p r o d u i t  - 12  e s t  po r té  à r e f l u x  16  heures dans l e  t r i f l u o r o é t h a n o l  

sous atmosphère d'azote, il s ' e s t  a l o r s  formé l e  p r o d u i t  de réarrangement 

at tendu - 27 e t  un peu de d é r i v é  - 26 i s s u  de l ' h y d r o l y s e  de 27. - 

TFE 
\ / 

Le composé - 27 e s t  p u r i f i é  par chromatographie sur colonne de 

s i l i c e  ; sa s t r u c t u r e  e s t  confirmée par  l e s  spectres de RMN du proton e t  du 

carbone : 

* Dans l e  spec t re  du p ro ton  on v o i t  : 

- l ' a p p a r i t i o n  d 'un  s i g n a l  à 9.22 ppm correspondant au p ro ton  

de l a  f o n c t i o n  acétamide. 

- l e s  pro tons  aromatiques q u i  résonnent sous forme de t r o i s  

signaux à 6 .75 ,  6 '94  e t  7 ,65  ppm e t  q u i  i n t é g r e n t  pour 1 p r o t o n  

chacun (pour  l e  composé 12  on a un seu l  s i g n a l  à 7 , 3 3  ppm - 
intég ran t  pour  4 protons) .  

* Dans l e  spec t re  de I3c  : Les t r o i s  carbones du cyc le  aromatique 

(non subs t i t ués )  sont d i f f é r e n t s  e t  résonnent à 124.19, 121 ,9  e t  

121.22 ppm (pour l e  composé - 12  l e s  quatre carbones du c y c l e  

aromatique (non subs t i t ués )  s o r t e n t  sous forme d 'un seul  s i g n a l  

à 127,7 ppm). 

Le p rodu i t  27 e s t  ensu i te  hydro lysé dans l e  dioxanne avec une - 

s o l u t i o n  de soude. On o b t i e n t  26 avec un bon rendement. - 



OAc .OH 

dioxanne 
NaOH 0,l 

Le spectre de RMN du p ro ton  de - 26 montre : 

- La d i s p a r i t i o n  du s i g n a l  du méthyle du groupement acétoxy à 

2,12 ppm. 

- L ' a p p a r i t i o n  d 'un  s i g n a l  échangeable à 9,64 ppm correspondant au 

pro ton  de l a  f o n c t i o n  hydroxyle du phénol. 

- La présence des protons aromatiques q u i  résonnent sous forme de 

t r o i s  signaux i n t é g r a n t  chacun pour un proton à 6,53, 6,60 e t  

7,41 ppm ; i l s  sont  débl indés par  rappor t  aux signaux du composé 

27. - 

Les essais de couplage de l ' a c i d e  - 10 avec l e  phénol - 26 en présence 

d ' a l k y l c h l o r o f o r m i a t e  ( c f .  p. 37 ) sont  i n f ruc tueux  : nous n'observons pas de 

format ion du p r o d u i t  de couplage, l e s  p r o d u i t s  de départ  r e s t e n t  inchangés. 

La méthode u t i l i s a n t  l e  DCC n ' e s t  pas s a t i s f a i s a n t e  : il n ' y  a 

qu'un t r è s  f a i b l e  taux de réac t ion .  

Nous avons employé un a u t r e  agent de couplage : l e  

b e n z o t r i a z o l y l o x y t r i s  diméthylamino hexafluorophosphate (BOP) u t i l i s é  l o r s  de 

synthèses pept id iques  (44 ) .  

La r é a c t i o n  de condensation de 26 e t  10 e s t  f a i t e  dans - - 
l ' a c é t o n i t r i l e  à température ambiante en présence de t r i é t h y l a m i n e .  

QoH + mcH, I &O BOP b n ~ ~  H\N, AC 

Et,N I 
CH3 

CH, CH~-CHTC ' O  H c ~ 2 - c H 2 - c - 0 ~  II 

10 O  22 - 
2s CH, 

i 



Le composé 25 e s t  séparé du b r u t  r é a c t i o n n e l  par chromatographie - 
sur plaque prépara t ive .  Les données spectroscopiques du p r o d u i t  a i n s i  obtenu 

sont  i den t i ques  à c e l l e  du p r o d u i t  i s o l é  après r é a c t i o n  de 11 dans l e  TFE. - 

2/ ETUDE SOLVOLYTIQUE DU COMPOSE 16 : 

Le p r o d u i t  16 e s t  s o l u b i l i s é  dans l e s  so l van ts  : t r i f l u o r o é t h a n o l  - 
(TFE), hexaf luoroisopropano1 (HFIP) e t  eau-dioxanne : 40-60 v/v.  Après t r o i s  

j o u r s  à température ambiante on observe dans chacune des so lu t i ons  l a  

fo rmat ion  du même p rodu i t  m a j o r i t a i r e  X : - 

< i l l i l I . i , i i i t  < i i l ,  

0 1 2 3 4 5 6 7  0 1 2 3 4 5 6 7  

Schéma 12 : Analyses CLHP à 254 nm du composé 16 e t  de sa réac t i on  dans - 
1 'eau-dioxanne ( 3  j ou rs )  e t  1~hexaf luoro isopropano1 ( 3  j o u r s )  à 

température ambiante. 

Malgré nos essa is  répétés, nous n'avons pas r é u s s i  à i s o l e r  e t  

c a r a c t é r i s e r  ce p r o d u i t  X, c e l u i - c i  e s t  i n s t a b l e .  - 



3/ ETUDE DU PRODUIT 17 : - 

O 

17 - 
CH: 'CH, 

a. Etude s o l v o l y t i q u e  : 

* dans l e  t r i f l u o r o é t h a n o l  à r e f l u x  (80°) après t r o i s  j o u r s  de 

réac t ion ,  - 17 r e s t e  prépondérant mais on remarque l a  fo rmat ion  

d 'un  p r o d u i t  - 28. 

* dans 1 'hexaf luoro isopropano1 à r e f l u x  (60°C), après 16 heures de 

r é a c t i o n  le p r o d u i t  - 17 a tota lement  d isparu  e t  il s ' e s t  formé l e  

p r o d u i t  - 28 de façon m a j o r i t a i r e .  

* dans l a  formamide à 60°C, on observe l ' h y d r o l y s e  du composé - 17 

(donnant l e s  dé r i vés  - 22 e t  - 7) e t  l a  fo rmat ion  du p r o d u i t  - 28. 

TFE 

Schéma 13 : Analyses CLHP à 254 nm de l a  décomposit ion du p r o d u i t  - 17 dans l e  

t r i f l u o r o é t h a n o l  (TFE, 3 j ou rs ) ,  l ' hexa f l uo ro i sop ropano l  (HFIP, 

10 h) ,  l a  formamide (10 h l .  



O O 
Y 

CH3 CH, 

S t r u c t u r e  de 28 : 

HO, ,Ac 
N 

Le d é r i v é  28 correspond au réarrangement de l a  f o n c t i o n  e s t e r  - 
d ' a c i d e  hydroxamique su r  l e  c y c l e  du to luène .  Les d i f f é r e n t e s  données 

spect roscopiques e t  notamment l e  spec t re  de RMN du p r o t o n  q u i  e s t  d é c r i t  dans 

l ' annexe  p.101, son t  en faveur  de l a  s t r u c t u r e  pos tu l ée .  

* Synthèse : 

La s t r u c t u r e  a é t é  conf i rmée par  synthèse : e l l e  a é t é  r é a l i s é e  

se lon  l a  méthode dé jà  d é c r i t e  (p .  59) pour l e  composé 25. La condensat ion des - 
p r o d u i t s  26 e t  22 dans l a  DMF en présence de BOP donne l e  d é r i v é  28. - - - 



Après p u r i f i c a t i o n  sur plaque p répa ra t i ve  de s i l i c e ,  nous 

obtenons un p r o d u i t  ayant l e s  mêmes c a r a c t é r i s t i q u e s  spectroscopiques que l e  

p r o d u i t  i s o l é  l o r s  de l a  so l vo l yse  dans l e  HFIP. 

4/ ETUDE DU COMPOSE 18 : - 

Pour é tud ie r  l a  r é a c t i v i t é  de 18, nous nous sommes placés dans l e s  - 
cond i t i ons  de so lvants  e t  températures suivantes : 

- ch lo ru re  de méthylène à r e f l u x .  

- t r i f l u o r o é t h a n o l ,  formamide, mélange : acétone-eau (pH = 4, 7, 

9,2) 60-40 v/v à 40°C sous atmosphère d 'azo te  ; l e s  s o l u t i o n s  étudiées o n t  une 

concent ra t ion  de 1,2 à 1 , 3 . 1 0 - ~  mole / l .  

a. Etude dans l e  c h l o r u r e  de méthylène : 

La r é a c t i o n  e s t  l e n t e  mais s é l e c t i v e  : après 27 heures à r e f l u x  on 

o b t i e n t  un seu l  type de p r o d u i t  29. - 



Schéma 14 : Analyses CLHP de l ' é v o l u t i o n  du p r o d u i t  18 dans l e  ch lo ru re  de - 

méthylène à t = Oh, 7h e t  3 jours  à 40°C. 

Le p r o d u i t  29 a é t é  i s o l é  en f i n  de r é a c t i o n  e t  i d e n t i f i é  ( c f .  - 
i n t e r p r é t a t i o n  du spectre de RMN du p ro ton  p. 105) ; il correspond à un mélange 

de deux isomères "réarrangés" (en p o s i t i o n  1 e t  3 sur  l e  noyau f l uo rène ) .  

29a 
H F  CH3 

29 b 
x 

HIC CH, 



b. Etude dans le trifluoroéthanol (TFE) : 

L i  L L E  0 
Schéma 15 : Analyses CLHP de l a  décomposit ion du composi - 18 dans l e  

t r i f l u o r o é t h a n o l  (TFE) à 40°C à t=Oh, 16mn, 36mn e t  lh42mn. 

On remarque après 1 h 40 mn, l a  d i s p a r i t i o n  du p r o d u i t  - 18 e t  l a  

fo rmat ion  : 

- des p r o d u i t s  - 29 correspondant au réarrangement de l a  f o n c t i o n  e s t e r  

d 'ac ide  hydroxamique su r  l e s  p o s i t i o n s  1 e t  3 du noyau f luorène (que 

nous appel lerons p r o d u i t s  de réarrangement). 



- de l'acide (0,O'-isopropylidène-2',3' carboxy-5' guanosy1)-3 propa- 

noîque - 22 résultant de l'hydrolyse de la fonction ester d'acide 

hydroxamique (que nous appellerons produit d'hydrolyse). Nous n'avons 

pas tenté d'isoler et d'identifier le résidu acide hydroxamique, car 

très vraisemblablement celui-ci s'est modifié dans le milieu pour 

conduire aux produits correspondants aux pics ( A ,  B,  C) observés en 

CLHP (p. 65), qui ont des temps de rétention supérieurs à celui de - 30. 

- d'un produit - 30. Nous avons isolé ce composé. L'étude du spectre de 

RMN du proton à 400 MHz nous permet de conclure que - 30 est le produit de 

fixation du N-acétylamino-2 fluorène sur le C de la guanine : il 8 
correspond au produit que nous cherchons à synthétiser (cf. introduction 

p. 25). (Nous le nommerons produit de substitution - 30). 

Les produits - 29 et - 30 ont été isolés et identifiés (cf. annexe p. 105 1. 
Nous ne pouvons avoir par CLHP qu'un bilan très approximatif, de la réaction : 

les chromatogrammes étant mal résolus. 11 s'est formé 10 % de 29, 20 % de 30 - - 
et au moins 50 % de 22. - 
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c. Etude dans l a  formamide : 

La r é a c t i o n  e s t  s u i v i e  pendant 4 heures, c 'es t -à -d i re  jusqu'à l a  

d i s p a r i t i o n  du p r o d u i t  18 ( l a  formamide e s t  détectée dans l e s  c o n d i t i o n s  - 
d'analyse : c ' e s t  l e  premier p i c  observé sur l e s  chromatogrammes). 

L i  L L E  0 
1 I " , ' , ' r l  l l , ' # ' ,  

w 1 1 1 1  I I I )  
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I 

Schéma 16 : Analyses CLHP de l a  décomposit ion du composé 18 dans l a  formamide - 
à 40°C à t=10 mn, 58 mn, Ih40mn, 2h18mn, 3hlOmn e t  4h20mn. 



En f i n  de réac t ion ,  on o b t i e n t  : - 40 % de 0.0'-isopropylidène-2',3' 

guanosine - 21. 

- 20 % de p r o d u i t  d 'hydro lyse - 22. 

- 18 % de p r o d u i t  de s u b s t i t u t i o n  30. - 
- 20 % de p r o d u i t s  de réarrangement 29. - 

Après 4 heures dans l a  formamide à 40°C, l e s  composés 22, 29 e t  30 ne se - - - 
décomposent pas. Le p r o d u i t  21 p rov ien t  donc uniquement du p r o d u i t  18 par  une - - 

hydrolyse de l a  f onc t i on  e s t e r  en 5 ' .  

La v i t e s s e  de d i s p a r i t i o n  du composé 18 en f o n c t i o n  du temps e s t  une - 
r é a c t i o n  de pseudo-premier ordre, avec une constante de v i t esse  de 

2.16.  IO-^ s-1 e t  un temps de demi-durée de v i e  t, = 52 minutes. 
5 

1 1 ,  I I I 1  

O 
I - 

300 600- 9 00 rnn 
Schéma 17 : Evo lu t i on  de l a  d i s p a r i t i o n  de 18 en f o n c t i o n  du temps. - 



d. Etude dans l e s  mélanges acétone-eau (tamponnée à pH = 4, 7 e t  9 , 2 )  

dans l a  p r o p o r t i o n  60-40 v/v : 

Nous u t i l i s e r o n s  un é t a l o n  i n t e r n e  : l e  f luorène,  pour pouvoi r  

v é r i f i e r  l a  r é p é t i t i v i t é  de nos i n j e c t i o n s  e t  c a l c u l e r  l e  pourcentage des 

d i f f é r e n t s  p r o d u i t s  formés. Le f l uo rène  e s t  i n e r t e  dans ces c o n d i t i o n s  e t  son 

temps de r é t e n t i o n  n ' i n t e r f è r e  pas avec ceux des p r o d u i t s  obtenus. L'acétone 

e s t  l e  premier p i c  du chromatogramme. 

1 1. Eau tamponnée à pH = 4 : i 

Nous avons s u i v j  l a  so lvo lyse  du produ i t  18 pendant 7 heures. - 

1 I ' I I I  1  1  

0 1 1 3 4 5 6 7 F  

, ,  5h50 

Schéma 18 : Analyses CLHP à 254 nm de l a  décomposit ion du composé 18 dans - 
l'acétone-eau (pH = 4) à 40°C à t = 25 mn, 2h 10 mn, 3hSO rnn, 

5h50 mn e t  7 h. 



Après 7 heures de réac t i on ,  l e  p r o d u i t  18 e s t  encore présent  dans l e  - 
m i l i e u  e t  il s ' e s t  formé l e s  p r o d u i t s  d 'hydro lyse 45 % 22, de s u b s t i t u t i o n  - 
18 % - 30 e t  de réarrangement 35 % 29. - 

Nous avons v é r i f i é  que dans l e  mélange acétone-eau (pH = 4) à 40°C l e s  

p rodu i t s  2 2 ,  29 e t  30 sont s tables;  on peut  donc é c r i r e  l e  schéma r é a c t i o n n e l  - - - 
suivant  : 

I 

O x O  O 
CH, CH, 

La d i s p a r i t i o n  du p r o d u i t  18 e s t  de pseudo-premier ordre,  sa v i t e s s e  e s t  - 
-5 -1 

de 8,83.10 s e t  son t = 129 minutes. Ces r é s u l t a t s  sont  donc t r è s  '/2 
comparables à ceux obtenus à pH = 7. 

cm teur 
t-n cm 

hauteur 
en cm t 

Schéma 1 9  : Evo lu t i on  de l a  d i s p a r i t i o n  de 18 e t  de l ' a p p a r i t i o n  de 29 e t  30 - - - 
en f o n c t i o n  du temps. 



2. Eau tamponnée à pH = 7 : 

Le p r o d u i t  18 d i s p a r a î t  lentement e t  l e s  mélanges réac t i onne ls  - 
observés au cours du temps sont assez simples à i n t e r p r é t e r  comme on peut  l e  

constater  sur  l e s  chromatogrammes su i van ts  : 

Schéma 20 : Analyses CLHP de l ' é v o l u t i o n  du composé 18 dans l 'acétone-eau (pH - 

= 7 )  à 40°C à t = I h ,  3h50 mn, 7h20 mn. 

Le p r o d u i t  18 après 7 heures de réac t i on  n ' a  pas tota lement  d isparu  ; - 
dans l e  mélange acétone-eau (pH = 7) il s ' e s t  formé : 

- du p r o d u i t  d 'hydro lyse  22 - 
- des p r o d u i t s  de réarrangement 29 - 
- du p r o d u i t  de s u b s t i t u t i o n  30. - 



"XU U u 

CH3 CH, 

Nous avons vérifié les stabilités des produits 22, 29 et 30 dans ces - - - 
mêmes conditions solvolytiques : 22 et 30 sont stables par contre le dérivé 29 - - - 
se décompose lentement, en un produit inconnu ( D l  (nous le retrouvons dans la 

solvolyse de 18, mais nous n'avons pu ni l'isoler ni le caractériser). - 

i i i i i I 1 1 ,  8 1 8 8 1 I I l ~  

0 1 2 3 4 5 6 7  O 2 3 4  5 6 7  

Schéma 21 : Décomposition du produit 29 dans l'acétone-eau (pH = 7) à 40°C - 
pendant 7h. 



Le produi t  30 a un temps de rétent ion t r è s  proche de c e l u i  du composé & - 
départ 18, aussi  sa présence n'est-el le réellement détectée que lorsque il s'en - 
est formé une certaine quant i té (3h50mn). 

Le b i l a n  de l a  réact ion peut ê t re  a ins i  évalué à 55 % d'hydrolyse, 19 % 

de subst i tu t ion e t  au moins 22 % de réarrangement du produit  18. - 
La d ispar i t ion  du produit  de départ est  une réaction de pseudo-premier 

ordre, sa constante de vi tesse est de 8,83.10-~ s-1 e t  l e  temps de demi-durée 

de v i e  t 128 minutes. r; = 

hau  

20 lim 

Schéma 22 : Evolution de l a  d ispar i t ion  de 18 e t  de l ' appar i t i on  des produi ts  - 
29 e t  30 en fonct ion du temps. - - 
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3. Eau tamponnée à pH = 9.2 : 

La r é a c t i o n  e s t  complexe comme l e  montrent l e s  chromatogrammes. 

Schéma 23 : Analyses CLHP à 254 nm de l ' é v o l u t i o n  du p r o d u i t  - 18 dans un 

mélange acétone-eau (pH = 9,2) à 40°C à t = 54 nm, lh37mn, 2h2Omn, 

3h, 4h40mn e t  6h50mn. 

On peut  cons ta ter  qu'après 7  heures de réac t i on ,  - 18 a  d isparu  e t  q u ' i l  y  

a  a l o r s  dans l e  m i l i e u  : - l e  p r o d u i t  - 21 (35 %) 

- l e  p r o d u i t  d 'hydro lyse  - 22 (32 %)  

- l e  p r o d u i t  de s u b s t i t u t i o n  - 30 (30 %). 



On note l'absence dans les chromatogrammes des produits de réarrangement 

29, et la présence du produit 21. - - 
Pour pouvoir expliquer cela, nous avons donc mis les produits - 22, - 29 et 

30 dans les conditions solvolytiques utilisées pour 18. Les composés 22 et 30 - - - - 
sont parfaitement stables, par contre - 29 se décompose rapidement et totalement 

(après 30 mn de réaction). 11 se forme plusieurs produits parmi lesquels se 

trouve le produit - 21. Ce  qui^ explique donc l'absence de - 29 et la formation de 

21 dans ce milieu. - 

Schéma 24 : Décomposition des produits - 29 dans le milieu acétone-eau (pH - 
9,2) à 40°C après 30 mn de réaction. 

Le bilan réactionnel peut donc s'écrire comme étant le mélange des 

réactions d'hydrolyse : 32 % (g), de réarrangement 35 % (21) - et de 

substitution : 30 % (30). - 



La d i s p a r i t i o n  de 18 dans l 'acétone-eau à pH = 9.2 e s t  un phénomène - 
complexe ; l a  réac t i on  n ' e s t  p l u s  de pseudo-premier ordre : l a  courbe de 

d i s p a r i t i o n  de 18 en f o n c t i o n  du temps d i f f è r e  de c e l l e s  obtenues pour l e s  - 
mélanges acétone-eau tamponnée à pH = 4 e t  7. 

f hauteur 
- encm 

4 
hauteur 

en cm 

Schéma 25 : Evo lu t i on  de l a  d i s p a r i t i o n  de 18 e t  l ' a p p a r i t i o n  de 30 en - - 
f o n c t i o n  du temps. 



B/ DISCUSSION : 

1/ BILAN DE NOTRE TRAVAIL : 
. . 

Pour les produits - 11 et - 17, tous deux possédant un noyau toluène, nous 

remarquons lors des essais préliminaires que : 

- les réactions sont très lentes. 

- lorsque celles-ci se produisent il y a alors soit hydrolyse de la 

fonction ester d'acide hydroxamique soit réarrangement de la fonction ester 

d'acide hydroxamique sur le cycle toluène (en position ortho). 
- il ne se forme pas de produit de substitution sur le C de la guanine 

8 
par le résidu acétylamino toluène et son équivalent en série indole n'a pas 

été isolé. 



: - : DMF ou DMSO : TFE HFIP : HCONH2 : eau-acétone : 

: 5 j o u r s  : 3  j ou rs  : 16h à r e f l u x :  3  j o u r s  : 60-40 v/v : 

: à 50°C : à r e f l u x  : : à 60°C :3 j ou rs  à 40°C: 

: 40% réa r .  25: - 

:+5% hydrolyse: 

:100% hydrolyse: 

+ :80% réa r .  28 : 10% réa r .  28 : - - 

: I O %  réar .  28 : 

Tableau 9 : Produ i ts  formés l o r s  des essa is  so l vo l y t i ques  des composés 11 e t  - 

Les rendements sont  donnés à t i t r e  i n d i c a t i f .  I l s  sont  estimés par  

analyse CLHP avec une e r reu r  r e l a t i v e  de + 10 %. - 

Dans l e  cas du p r o d u i t  18, nous constatons l a  fo rmat ion  : 

- dans l e s  so lvants  t e l  que : l e  t r i f l u o r o é t h a n o l  (TFE), l a  forrnamide 

e t  l e s  mélanges eau-acétone, de t r o i s  types de réac t i ons  : 

l ' h y d r o l y s e  de l a  f o n c t i o n  es te r  d 'ac ide hydroxamique (anhydride, 

m ix te )  donnant l ' a c i d e  carboxy l ique 22 e t  l ' a c i d e  hydroxamique 2  i n s t a b l e  dans - - 

l e  m i l i e u  ( i l  condu i t  à l ' a p p a r i t i o n  de p i c s  pa ras i tes  compliquant l e s  

chromatogrammes). 

l ' h y d r o l y s e  de l a  f o n c t i o n  es te r  en 5 '  : 21 e s t  observé dans l a  - 
formamide. 

Le réarrangement de l a  f o n c t i o n  es te r  d 'ac ide  hydroxamique sur  l e  

noyau f luorène ( p o s i t i o n s  1  e t  3) 29. Nous n'avons pas ten té  l a  sépara t ion  de - 
ces deux isomères. 

La s u b s t i t u t i o n  de l 'hydrogène sur  l 'a tome de carbone Cg de l a  

guanine par l e  N-acétylamino-2 f l uo rène  30. - 



@?4;$g#mq@~olvants : CH2C12 : TFE : HCO-NH2 : acétone-eau : 60-40 v/v 40°C: 
rfl* '.,. dthk i3.g. ' 
:Produits formés Reflux : 40°C : 40°C : pH = 4 : pH = 7 : pH = 9.2: 

1 .  

: - 22 hydrolyse - : 50% : 20 % : 45 % : 5 5 %  : 3 2 %  : 

: - 29 réarrangement : 100 % : 20 % : 18 % 5 % 2 2 %  : 3 5 %  : 

30 substitution 9 %  : 3 0 %  : 
--------------- 

:Constante de vitesse: 

:de disparition de: 

: - 18 en s-' 

:Temps de demi duré : 52 

: d e v i e e n m n  

Tableau 10 : Pourcentages de produits formés (estimation CLHP), consta 

vitesse de la réaction de disparition de - 18 (s-'), temps 

demi-durée de vie (en mn) observis lors de la solv~lyse 

produit - 18 dans les solvants : CH2C12, TF€, formamide et les 

mélanges acétone-eau (pH = 4-7-9.21. 

* Les rendements sont calculés à partir de la mesure de la hauteur des pics 

(sur les chromatogrammes CLHP) pour des injections de &lumes connus et 

des solutions de concentrations connues. 

'i,LI LIE 9 



- dans l e  ch lo ru re  de méthylène : l a  thermolyse du composé 18 ne - 
p r o d u i t  que l e s  p r o d u i t s  de réarrangement - 29. 

Lors de ces d i f f é r e n t e s  solvolyses,  nous nous sommes in té ressés  à l a  

v i t esse  de d i s p a r i t i o n  du p r o d u i t  - 18. 

- dans l e  t r i f l u o r o é t h a n o l  : l a  r é a c t i o n  e s t  l a  p l u s  rap ide .  La 

demi-durée de v i e  à 40°C e s t  de l ' o r d r e  de quelques minutes. 

- dans l a  formamide e t  l e s  mélanges acétone-eau à pH = 4 à 7, l a  

constante de v i t esse  a é t é  calculée.  

Ces d i f f é r e n t s  r é s u l t a t s  : - pourcentage en p r o d u i t s  formés 

- constante de v i t esse  de r é a c t i o n  

- demi-durée de v i e  du p r o d u i t  - 18 

se t rouven t  résumés dans l e  tab leau (p. 7 9 ) .  

La s t a b i l i t é  des p r o d u i t s  formés dans l e s  d i f f é r e n t s  m i l i e u x  a é t é  

v é r i f i é e .  Il en r é s u l t e  que l e s  p r o d u i t s  - 22 e t  - 30 sont  s t a b l e s  dans t o u t e s  l e s  

cond i t i ons  a l o r s  que l e  p r o d u i t  - 29 se décompose en m i l i e u  basique ; parmi l e s  

dér ivés de décomposit ion se t rouve l e  p r o d u i t  - 21. 

2/ RAPPELS BIBLZOGRAPHZQUES : 

En s é r i e  monocyclique, l a  thermolyse des e s t e r s  d 'ac ides  hydroxamiques a 

é t é  étudiée par L. HORNER (25) e t  B. RZNDONE (26) .  Ces auteurs  observent l a  

format ion de p r o d u i t s  de réarrangement de l a  f o n c t i o n  es ter  d 'ac ide  

hydroxamique sur l e s  p o s i t i o n s  o r t h o  ( e t  p a r f o i s  para) du noyau aromatique. 

I l s  proposent t r o i s  mécanismes : - concerté 

- r a d i c a l a i r e  

- ionique.  



En s é r i e  amines aromatiques cancérogènes, des é tudes  s o l v o l y t i q u e s  o n t  

é t é  r é a l i s é e s  pa r  G. UNDERWOOD (28) dans des mélanges acétone-eau 60-40 v /v  à 

40°C à d i v e r s  pH : 4 & pHL10 .  L ' au teu r  é t u d i e  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  l a  

r é a c t i o n  de d i s p a r i t i o n  des N-acétoxy N-ary l  amines, l e s  groupements a r y l e s  

é t a n t  : l e  f l uo rène ,  l e  naph ty l e  ou l e  b iphény le .  

11 cons ta te  que pour l e  (N-acétoxy N-acéty1)amino-2 f l uo rène  - 4  : 

- l a  cons tan te  de v i t e s s e  observée s u i t  l a  r e l a t i o n  : 

kobs = k +kOH- [0~3 ,  correspondant à une r é a c t i o n  de r u p t u r e  de l a  
O 

l i a i s o n  N-O ( c a r a c t é r i s é e  pa r  k ) e t  l ' i n t e r v e n t i o n  de l a  r é a c t i o n  de r u p t u r e  
O 

de l a  l i a i s o n  O-C c a r a c t é r i s é e  p a r  kOH- . 

Ac 
0 f Substitution 

A r - N y > - ~ - ~ ~ 3  Ac Ac 

t; ' "2 / 
+ Ar-N, + ACOH 

Ar-"'\ q l 
O-C-CH3 OH 

1 



- à p~ (7, la réaction est indépendante du pH et est exclusivement la 

réaction de coupure de la liaison N-O avec formation d'un ion "nitrénium". 

; La constante de vitesse de la réaction de coupure de la liaison N-O 

varie avec la nature du noyau aromatique. 

:noyau aromatique: p-Tolyle :Fluorènyle : Naphtyle-1 : Naphtyle-2 : Biphényle: 

11 remarque également la formation des produits : 

- d'hydrolyse (hydroxylamine) quelle que soit la nature du noyau 

aromatique. 

- de réarrangement dans certains cas : les (N-acétoxy N-acéty1)amino-2 

fluorène et l'amino-1 naphtalène. 

On peut remarquer que pour ces deux produits, les constantes de vitesse 

k sont les plus élevées. 
O 

3/ DISCUSSION DE CES RESULTATS : 

La comparaison des produits - 11, 17 et 18 amène les observations 

suivantes : 

- Lors des solvolyses de ces trois composés il se forme les dérivés 

provenant de l'hydrolyse et du réarrangement de la fonction ester d'acide 

hydroxamique, le produit de substitution étant obtenu seulement pour le 

produit - 18. 

- La nature du noyau aromatique intervient sur la réactivité de la 

fonction ester d'acide hydroxamique. 

- La nature du solvant a une incidence sur les produits formés. 



Dans l e  cas p a r t i c u l i e r  du p r o d u i t  - 18, nous pouvons f a i r e  l e s  

remarques suivantes : 

- Les m i l i eux  réac t i onne ls  cont iennent un mélange des p r o d u i t s  

provenant des réac t ions  d 'hydro lyse,  de réarrangement e t  de s u b s t i t u t i o n  (sauf  

dans l e  cas du ch lo ru re  de méthylène). 

- Les pourcentages en p r o d u i t s  formés v a r i e n t  avec l e s  so lvants ,  

t o u t e f o i s  l a  r é a c t i o n  p r i n c i p a l e  r e s t e  l ' hyd ro l yse .  

- La v i tesse de d i s p a r i t i o n  du p r o d u i t  - 18 dépend du so lvant  : 

* dans l a  formamide : Solvant p o l a i r e  (sa constante d i é l e c t r i q u e  

e s t  E= 109,5 e t  son moment d i p o l a i r e  ri = 3,4D pour l ' e a u  E = 
1 

78,s e t  11 = 1,8D) l a  réac t i on  e s t  p l u s  rap ide  que dans l e  

mélangr acétone-eau. l 

* dans l e  t r i f l u o r o é t h a n o l  : so lvant  i on i san t ,  l a  r é a c t i o n  e s t  

t r è s  rapide,  son temps de demi-durée de v i e  e s t  de 5 minutes. 

* dans l e s  mélanges acétone-eau : l e  pH e s t  un fac teu r  

important  : On constate qu'à pHG7,  l a  r é a c t i o n  e s t  de pseudo 

premier-  o r d r e  e t  l a  constante de v i t esse  observée e s t  
- 1 indépendante du pH : k=8,83.10'~ s ; a l o r s  qu'à pH=9,2 l a  

réac t i on  n ' e s t  p lus  de pseudo-premier-ordre, e l l e  dev ien t  p l u s  

complexe. 

Nous pouvons comparer ces de rn ie rs  r é s u l t a t s  à ceux obtenus par  

G. UNDERWOOD (28)  avec l e  (N-acétoxy N-acéty1)amino-2 f l uo rène  - 4 dans l e s  

mélanges acétone-eau : à p H s 7  il observe une r é a c t i o n  de pseudo-premier 
5 -1 ordre  avec une constante de v i t e s s e  k = 8,85.10- s dans ce domaine de pH 

O 

nous avons obtenu une constante de v i t e s s e  t r è s  proche k = 8,83.10-~ s-'. 

Ceci nous amène à penser que : à pHG7, l a  r é a c t i v i t é  de l a  f o n c t i o n  

acétoxy e s t  i den t i que  à c e l l e  du succinate de (0,01-isopropylidène-2',3' 

guanosyl-5'1, l a  présence de l ' h é t é r o c y c l e  guanine n ' i n f l u e n c e  pas l a  v i t e s s e  

de réac t ion .  



G. UNDERWOOD constate également une vitesse de réaction plus faible 

dans le cas de la solvolyse du (N-acétoxy N-acéty1)amino-4 toluène : 

ko=l ,43.10'~ s-1 (soit 60 fois plus faible que dans le cas du fluorène). Ceci 

coïncide donc avec la faible réactivite observée lors des essais préliminaires 

sur les molécules 11 et 17. - - 

Suite à la comparaison faite avec les résultats de la littérature, 

nous pouvons dire que : - la réaction des esters d'acide hydroxamique se passe 
au niveau de la liaison N-O : elle se rompt et 

conduit à la formation d'une paire d'ions. 

- la vitesse de cette réaction dépend du milieu 

réactionnel et également du noyau aromatique. 

Ceci nous conduit à proposer dans les solvants polaires le mécanisme 

suivant : 

a. Si Ar = toluène : 

La première étape du mécanisme est une réaction ionique. Or nous 

avons vu que la réaction est lente. Nous en concluons que le cation "acyl 

nitrénium" formé a une très faible stabilité, ce qui revient à dire qu'il a 

une très courte durée de vie, et il réagit dès sa formation avec les 

nucléophiles du milieu : 

- soit sous sa forme mésomère carbénium avec le contre-ion 

succinate pour donner les produits de réarrangement. 

- soit avec l'eau du milieu et il se forme les produits 

d'hydrolyse. 

Il y a donc compétition entre les deux réactions d'hydrolyse et 

de réarrangement. 



L'absence des produits de substitution peut s'expliquer par la 

très faible stabilité de l'intermédiaire "nitrénium" et l'éloignement des 

sites nucléophiles (Cg de l'indole, C8 de la guanine) ce qui diminue les 

probabilités de rencontre des deux espèces. 

b. Si, A r  = fluorène : 

La première étape est une coupure hétérolytique de la liaison 

ester d'acide hydroxamique pour former une paire d'ions. Nous notons que la 

réaction de disparition du produit - 18 est rapide, nous pouvons donc supposer 

que cet intermédiaire est plus stable. cette hypothèse nous permet 

d'envisager que les probabilités de rencontre des espèces chargées et des 

sites nucléophiles sont variées et qu'il y a compétition entre les différents 

nucléophiles du milieu. 

Or nous remarquons que dans les solvants polaires, les produits 

d'hydrolyse, de réarrangement et de substitution se forment. Nous pouvons donc 

conclure que l'ion "nitrénium" est assez stable pour réagir avec le Cg de la 

guanine (cf. tableau p. 79 1. 

Nous avons également observé une influence du solvant sur la 

vitesse de réaction (disparition de - 18) et sur les pourcentages de produits 

formés (22, 29, 30). - - -  
Dans les mélanges acétone-eau pH< 7, la constante de vitesse de 

disparition du produit - 18 est voisine de celle observée par G. UNDERWOOD pour 

la réaction de rupture de la liaison N-O, la réaction passe donc par la 

coupure hétérolytique de la liaison N-O. Ceci nous permet de conclure que la 

réaction est de type SN, : l'intermédiaire "nitrénium" est stable et réagit 

avec les différents nucléophiles présents dans le milieu. 

A pH = 9,2, la vitesse de réaction est augmentée, le mécanisme 

est donc plus complexe : il y a superposition de plusieurs réactions. 

En effet, le pH de la solution utilisée est supérieur au pk du a 
proton porté par le NI de la guanine. L'ionisation de la molécule accroit la 
densité de charge sur le C et par conséquent augmente sa réactivité. Cela 8 
peut expliquer l'augmentation de la formation du produit de substitution - 30. 



* Dans l e  c h l o r u r e  de méthylène : 

Nous avons vu précédemment que L. HORNER (25) e t  B. RINDONE 

(26) observent l e  réarrangement de l a  f o n c t i o n  es ter  sur  l e  

cyc le  aromatique. O r  pour l e  p r o d u i t  - 18 dans l e  ch lo ru re  de 

méthylène à r e f l u x  nous obtenons uniquement l e  p r o d u i t  de 

réarrangement - 29, c e c i  co ïnc ide  par fa i tement  avec l e s  

r é s u l t a t s  de l a  l i t t é r a t u r e .  Nous pouvons donc conclure que l e  

composé - 29 e s t  obtenu selon l e s  mécanismes proposés par  l e s  

auteurs, c 'es t -à -d i re  : 

- s o i t  une r é a c t i o n  concertée. 

- s o i t  une r é a c t i o n  de rup tu re  homolytique ou h é t é r o l y t i q u e  

de l a  l i a i s o n  es ter  (mécanismes r a d i c a l a i r e  ou i on ique ) .  

L ' é t a t  a c t u e l  de nos r é s u l t a t s  ne nous permet pas de c h o i s i r  

en t re  ces mécanismes. I 



C O N C L U S I O N  



C O N C L U S I O N  

L ' u t i l i s a t i o n  de n o t r e  modèle - 18 nous permet, en s é r i e  f luo rène ,  par  

approche i n t r a m o l é c u l a i r e  d ' o b t e n i r  l e  p r o d u i t  de s u b s t i t u t i o n  30. Nous avons - 
vu que l e  m e i l l e u r  rendement .en composé 30 e s t  obtenu dans un mélange - 
acétone-eau à pH = 9,2. 

Dans ces mêmes cond i t i ons ,  nous observons l o r s  de l a  r é a c t i o n  

i n t e r m o l é c u l a i r e  e n t r e  l ' a c i d e  (0,O-isopropylidène-2',3' O-carboxy-5' 

guanosy l l -3  propanoîque - 22 e t  l e  (N-acétoxy N-acéty1)arnino-2 f l u o r è n e  - 4, 

uniquement des r é a c t i o n s  d ' h y d r o l y s e  au n iveau  des deux f o n c t i o n s  e s t e r s  ce 

q u i  condu i t  à l ' o b t e n t i o n  des p r o d u i t s  - 21 e t  2. - 

Nous pouvons également r appe le r  l e s  r é s u l t a t s  de l a  l i t t é r a t u r e  (11 )  : 

l e  p r o d u i t  de r é a c t i o n  e n t r e  l a  désoxyguanosine e t  l e  (N-acétoxy 

N-acétyl lamino-2 f l u o r è n e  - 4 e s t  obtenu avec un rendement de 1,3 % par r a p p o r t  

au cancérogène (mis  en excès).  
1 



Notre méthode de synthèse, sans être complétement satisfaisante, conduit 

à l'obtention d'un "adduit" avec un rendement supérieur à celui obtenu par les 

méthodes traditionnelles. Cependant il nous semble possible d'améliorer et 

d'approfondir ces résultats de plusieurs manières : 

1/ Par optimisation de la réaction : il nous faut favoriser la réaction 

de substitution au détriment de celle d'hydrolyse, ceci peut 

s'obtenir : 

- soit en ajustant nos conditions solvolytiques 

- soit en changeant la nature de la chaîne Z reliant la base 

nucléique et l'amine aromatique. 

2/ Par une étude plus poussée dans l'eau (solvant dans lequel nous 

devrions favoriser un empilement des deux hétérocycles). Mais il 

nous faut alors envisager une modification de la molécule 18 qui est - 
insoluble dans l'eau. 

3/ Par une extension de notre travail dans des séries de nucléosides et 

amines aromatiques différents ; ceci tant dans un but mécanistique 

(nous avons vu que notre modèle donne accès à la réactivité des 

amines aromatiques) que préparatif : obtention d'adduits qui ont 

déjà ou - non été isolés à partir du DNA. 



A N N E X E S  
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A N N E X E  1 : S P E C T R O M E T R I E  D E  M A S S E  

A/ ETUDE DES COMPOSES CONTENANT LE METHYL-2 INDOLE : 

Dans l e  cas des d é r i v é s  16 (produi t  de couplage indole-aminofluorène), - 
11 (produi t  de couplage indole-toluène) e t  25 (produi t  de réarrangement - - 
indole- toluène)  on observe uniquement l a  présence d ' i o n s  provenant des deux 

p a r t i e s  de l a  molécule sans réarrangements p a r t i c u l i e r s .  

1/ PRODUIT DE COUPLAGE 11 : 

I 
CH,-CH,-C-O-N 

/Ac 

II 
1 0 'O\ 

CH, 

0-ÏJ \ 

'N CH, 
I 

CH~C\-C-O-N 
II 

J . +  \ +J 
O 

-307 e /\ 
1 1 + Q 1' 

I 
CH, 

/ 4 e N < : t  C H 2  CH2- COOH 

1 
203 

5=165 

I c H 3 ~ o H ]  -+ 
5 1 2 2  

mc*, I 1 
CH2-CH =CO 

100l I 
CH. 



2/ PRODUIT DE REARRANGEMENT TOLUENE-INDOLE 25 : - 



3/ PRODUIT DE COUPLAGE - 16 : 



B/ ETUDE DES COMPOSES EN SERIE GUANOSINE : 

Pour l e s  composés 18, 19, 22, 29a e t  b  e t  30, nous n'observons pas de - - - -  - - 
p i c  molécu la i re  en impact é lec t ron ique ; mais une étude approfondie des 

spectres de masse, en nous basant sur des travaux de M.A. I O R O  e t  C o l l .  (45) 

f a i t s  sur l e s  dér ivés  de l 'amino f luorène,  nous permet de conf i rmer l e s  

s t r u c t u r e s  proposées. 

Les auteurs ont  syn thé t i sé  e t  é t u d i é  l e s  fragmentat ions, sous impact 

é lec t ron ique,  de dér ivés  acéty lés  e t  hydroxylés de s t r u c t u r e s  vo i s ines  des 

n o t r e s  : 

I l s  proposent lo rsque l e  subs t i t uan t  O-COCH3 se t rouve  en o r t h o  

( p o s i t i o n  1 ou 3)  de l a  f o n c t i o n  acétamide, l e  réarrangement su i van t  : 

Nous ret rouvons ce t ype  de f ragmentat ion dans l e s  spectres du p r o d u i t  - 29 

( p r o d u i t  de réarrangement sur  l e  noyau f l uo rène )  des p rodu i t s  - 18 ( p r o d u i t  de 

couplage amino-2 f luorène-guanosine) e t  - 19 ( p r o d u i t  de couplage amino-4 

biphényle-guanosine). Ceci sous-entend pour - 18 e t  - 19 un réarrangement 

thermique dans l a  sonde : 



Dans l e  cas du toluène 17 nous n'avons pu mettre en évidence un t e l  - 
réarrangement. 

1/ LE PRODUIT 22 : - 

2/ LES PRODUITS DERIVES DE L'AMINO-2 FLUORENE : 

a.  Produit  de couplage 18 : 

O O 

'u! 0 O x 
CH, CH, 



b. Produit de fixation sur le C8 de la guanosine 30 : 

Par FAB positif on obtient le pic moléculaire M+ +1 = 645. Tandis 

que l'impact électronique conduit aux coupures suivantes : 

f!ii?J \ L I  L L E  



c.  Produits de rQarrangnenent sur le fluorene 299 et b : 

Le pic moléculaire est obtenu par FA0 positif M+ +1 = 



Schéma 26 : Spectres de masse en FAB p o s i t i f  des produits  29 e t  30. 
- - 



3/ SERIE AMINOBIPHENYLE : 

Produit de couplage 19. - 

3 voies sont possibles à partir du produit de dépurination à 

m/e = 310. 
O 



4/ SERIE AMINO-TOLUENE : 

a.  Produit  de couplage avec l a  guanosine 17 : - 

CH, CH 

AC, ,O-C-CH2<H=C0 " 1 

O O CH, x 
CH; CH,' := 247 

b. Produit de réarrangement 28 : - 



A N N E X E  II: R M N  DU P R O T O N  

1/ RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES : 

Le cas particulier de la liaison amide et de l'existence de ses 

conformères a pu être étudié par diverses techniques spectrométriques telles 

que la RMN du proton. En effet la paire d'électrons libres de l'azote peut se 

délocaliser dans le système du groupe carbonyle et induire un caractère de 

double liaison partielle au niveau de la liaison CO-N et la formation d'un 

dipole 1,3 ( 4 6 ) .  

Cette délocalisation entraine : 

1/ Une géométrie presque plane de la fonction amide. 

2/ L'existence de deux conformères cis et trans. 

Par convention, la forme cis correspond à la position cis de l'oxygène 

par rapport à l'hydrogène (47 ) .  

R R 
'c-N' 

O" 'H 

C I S  T R A N S  

- Dans le cas des amides aromatiques comme l'acétanilide, T.H. S I D D A L  

et W.E. STEWAR (48)  montrent que la molécule est plane et qu'elle n'existe que 

sous la seule conformation trans. 



- Par cont re ,  dans l e  cas de l ' a c é t a n i l i d e  subs t i t uée  en p o s i t i o n  o r t h o  

( p r o d u i t  se rapprochant du composé - 28), H. KESSLER e t  A.  RIEKER (49)  

observent : 

* que l e  p r o d u i t  e x i s t e  sous l e s  deux conformations c i s  e t  t rans .  En 

général,  l a  forme t r a n s  es t  m a j o r i t a i r e  : par exemple s i  l e  subs t i t uan t  e s t  un 

méthyle dans l e  CDC13 à -30°C il y a 6 % de conformère c i s .  Le pourcentage de 

l a  forme c i s  augmente avec l a  t a i l l e  du subs t i t uan t .  

* que l a  molécule n ' e s t  p l u s  plane, l a  présence du s u b s t i t u a n t  

provoquant une r o t a t i o n  autour  de l a  l i a i s o n  N-benzène. 

L 'étude p l u s  approfondie de l a  d i - isopropyl -2,6 a c é t a n i l i d e  (50)  

montre l ' e x i s t e n c e  de b a r r i è r e s  de r o t a t i o n  autour  des l i a i s o n s  N-CO e t  

N-benzène ce q u i  condu i t  à envisager l e s  é q u i l i b r e s  su ivants  : 

T R A N S  
O' 

T R A N S  

A température ambiante, H. KESSLER (50) ne décèle l a  présence que 

d'une seule espèce t rans  e t  des deux espèces c i s .  Ceci s ' exp l i que  par  

l ' e x i s t e n c e  des é q u i l i b r e s  A ,  B e t  C ; en e f f e t  à température ambiante 

l ' é q u i l i b r e  C e s t  t r è s  rap ide  e t  son en tha lp ie  l i b r e  d ' a c t i v a t i o n  e s t  

~G-~~ , ,~=11 ,8  Kcal/mol ce q u i  rend compte de l ' u n i q u e  forme t rans .  

Par con t re  l e s  é q u i l i b r e s  A e t  B sont  t r è s  l e n t s  e t  l e s  températures 

nécessaires a f i n  d 'ob ten i r  l a  l i b r e  r o t a t i o n  autour  des l i a i s o n s  N-CO e t  

N-benzène sont  respect ivement de 140°C e t  7S°C, l e s  en tha lp ies  l i b r e s  

d ' a c t i v a t i o n  ca lcu lées  sont  a l o r s  A G 1  40,,C- -19,3 Kcal/mol e t  AG750C=18,9 

Kcal/mol . 



2/ INTERPRETATION DES SPECTRES DE RMN DU PROTON DES PRODUITS 25,  28, - - 
29a e t  b ET 30 : - -  - 

Nous n'observons l'existence que d'un seul conformère ; en effet le 

proton de l'acétamide sort sous forme d'un singulet à 9,2 ppm. Nous pouvons 

supposer que ce composé - 25 est le conformère trans. 

b. Le produit 28 : 

11 y a une différence notable avec le composé - 25 : 

- Les signaux du proton et du méthyle de l'acétamide ainsi que ceux 

du toluène sont dédoublés. 
- Les protons du ribose sont également dédou!~lés, alors que ceux de 

la chaîne succinyle sortent sous forme de massifs complexes. 

Le dédoublement des protons N-H, - CH3-CO et aromatiques peut être 

interprété par l'existence de 2 conformères. 

Par ailleurs les calculs du pourcentage relatif de ces 2 formes, par 

les intégrales des signaux correspondants au proton et au métt-,yle de la 

fonction a~étamide~coîncident : on obtient un rapport approximatif de 70 % - 
30 % à 33OC dans le DMSO dg. Ce rapport varie avec la température il est à 

100°C de 46 % - 54 % (en chauffant nous apportons l'énergie nécessaire pour 

passer d'une forme à l'autre). 

La comparaison des spectres de RMN du proton des produits - 25 et - 28 

nous permet de proposer l'hypothèse suivante : pour le produit - 28, en solution 

les conformères cis et trans existent : le conformère trans serait caractérisé 

par le signal du proton de l'acétamide à 9,20ppm alors que la forme cis serait 

représentée par le singulet à 9,04 ppm. 

L'apparente stabilisation du conformère cis dans le produit - 28 

serait-elle due à la présence du nucléoside ? 



' l L L E  9 







. Ceci est possible car nous constatons aussi un dédoublement des 

protons du ribose. Mais l'interprétation du spectre du produit - 28 est encore 

plus complexe, en effet le signal du méthyle à 1,95 ppm correspondant à l'un 

des conformères est dédoublé ; ce phénomène peut s'expliquer par l'existence 

d'un empêchement de rotation autour de la liaison N-toluène. 

Nous rappelons que la structure du produit - 28 a été confirmée par 

synthèse directe à partir des composés - 22 et - 26. 

c. Le produit 29 : 

Le composé - 29 est un mélange de deux produits différe~ts (29a - et 

b) : le réarrangement de la fonction ester d'acide hydroxamique pouvant se - 

faire sur les positions 1 ou 3 du noyau fluorène. Comme dans le cas du produit 

28, nous avons pour chacun de ces isomères de position des conformères cis et - 
trans, ce qui est en accord avec le signal du proton de l'acétamide représenté 

par 4 pics et intégrant pour 1 proton. 

De plus en nous basant sur la littérature et sur l'interprétation du 

produit - 28, nous pouvons dire que le mélange est constitué approximativement 

de 50 % de chacun des isomères - 29a et 29b. - 

d. Le produit 30 : 

Nous observons la disparition du proton porté par le C8 de la 

guanine, et aucun nouveau signal n'apparait dans le spectre de RMN du proton à 

400 MHz. 

Par ailleurs le spectre est tout à fait comparable à celui publié 

par F.E. EVANS (51) pour le produit décrit sous l'abréviation dGMP-Ce-AAF. 
Ces éléments nous confirment la fixation du N-acétylamino-2 fluorène 

sur le C de la guanine. 8 
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Schéma 29 :  Spectre deRMN du proton du produ i t  3 0  à 2S°C ( C l ,  60°C ( 8 )  e t  80°C ( A )  - 
(OMS0 d g ,  400 MHz) . 



Nous notons également pour ce d e r n i e r  p r o d u i t  l ' e x i s t e n c e  de 

problèmes conformat ionnels l i é s  à l a  température e t  i n t e r p r é t é s  selon 

F.E. EVANS (51) par l ' e x i s t e n c e  des quat re  rotamères su ivants  : 



P A R T I E  E X P E R I M E N T A L E  

- 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -  



INDICATIONS GENERALES 

La p u r i f i c a t i o n  des p r o d u i t s  a  é té  e f fec tuée  par chromatographie sur  g e l  

de s i l i c e  K iese lge l  60 (0,063-0,20 mm) MERCK. 

Leur pureté a  é t é  v é r i f i é e  par Chromatographie sur  couche mince (C.C.M., 

g e l  de s i l i c e  FZs4 MERCK). 

Les analyses par  chromatographie l i q u i d e  haute performance (CLHP) o n t  é t é  

f a i t e s  sur un a p p a r e i l  WATERS équipé de deux pompes M 6000, un i n j e c t e u r  

u n i v e r s e l  U6K, deux détecteurs UV M440 (254 e t  280 nm) e t  un programmateur de 

g r a d i e n t  M660. Nous avons u t i l i s é  des colonnes de phase inverse : radia l -pack 

p- Bondapack Cl e t  p- Bondapack Cl (WATERS). 

Les études so l vo l y t i ques  réa l i sées  à 40°+ - O,S°C o n t  é t é  f a i t e s  dans un 

b a i n  thermostaté : Po lys ta t  22 (BIOBLOCK). 

Les p o i n t s  de fus ion  o n t  é t é  p r i s  sur  un a p p a r e i l  TOTOLI. 

Les spectres in f ra - rouge ( IR)  on t  é t é  en reg i s t rés  sur l e s  spectromètres 

PERKIN-ELMER 237 e t  1320. 

Les spectres u l t r a - v i o l e t  (UV) on t  é t é  en reg i s t rés  sur des spectromètres 

BECKMAN DB-GT e t  DU-7 e t  PERKIN LAMBDA 15 UV/Vis. 

Les spectres de masse o n t  é té  r é a l i s é s  sur l e s  spectromètres RIBER MAG 

10-10 e t  VARIAN MAT 311 avec couplage C.P.G. 
1  Les spectres de résonnance magnétique n u c l é a i r e  RMN H ont  é t é  en reg i s t rés  

sur  l e s  spectromètres BRUKER WP 60 e t  AM 400 à transformée de Four ie r .  Les 

déplacements chimiques sont donnés en ppm par  rappor t  à l 'héxaméthyl -  

d i s i l oxanne  p r i s  comme référence i n te rne .  Les spectres sont d é c r i t s  avec l e s  

abbrév ia t ions  : s  = s ingu le t  ; s.d = s i n g u l e t  dédoublé ; d  = doub le t  ; d.d = 

doub le t  de doub le t  ; t = t r i p l e t  ; q = quadruplet  ; m = m u l t i p l e t .  Les 

constantes de couplage sont données en Hertz .  
13 Les spectres de RMN C : " o f f  résonnance" o n t  é t é  en reg i s t rés  sur  l e s  

a p p a r e i l s  BRUKER : WP 80 ( à 20 MHz) e t  AM 400 ( à 100 MHz). 

Les analyses élémentaires on t  é t é  e f fec tuées par l e  Service Cent ra l  de 

Microanalyses du CNRS. 



1 .  D E R I V E S  D E S  A M I N E S  AROMATIQUES : 

a. N-HYDROXY AMZNO-4 TOLUENE - 6 : 

On a j o u t e  sous atmosphère d 'azo te ,  à une suspension de z i n c  en 
3  

poudre (5,25 g  ; 80,3 mmol) dans l ' é t h a n o l  à 50 % (14 cm ) du p -n i t r o to luène  5  

(5,OO g  ; 43,O mmol.). On y verse gout te  à gout te  une s o l u t i o n  de c h l o r u r e  
3  

d'ammonium (2,50 g ; 43,O mmol.) dans l ' e a u  (14 cm ) ; l a  r é a c t i o n  e s t  

exothermique. 

La s o l u t i o n  e s t  ensu i t e  f i l t r é e  sur c é l i t e ,  l e  p r é c i p i t é  de 

c h l o r u r e  de z i n c  e s t  l avé  avec du c h l o r u r e  de méthylène. On sépare l a  phase 

organique, q u i  e s t  concentrée jusqu'à o b t e n t i o n  de c r i s t a u x .  Après une n u i t  à 

basse température (-20°C), l e s  c r i s t a u x  b lancs  sont  f i l t r é s  e t  l avés  avec de 

l ' é t h e r  de p é t r o l e .  Le rendement e s t  de 70 % (3,70 g  ; 30,1 mmol.). 

I R  ( N u j o l )  : 3305 ; 1610 ; 1530 ; 1425 cm-'. 

UV (CHC13) lmax ( E )  : 246 (7995) nm. 

SM ( impact é lec t ron ique )  ; M = 123 ; m/e : 123 (49  ; M+) ; 106 (100 ; 

M+-H~O)  ; 77 (59 ; bz).  

RMN'H (60 MHz ; DMSO d6) : 6 ppm = 2,10 (3H, s, CH ) ; 6.89 (ZH, d, H  
-3 -2 

N-OH) - . 

1 3  RMN C (20 MHz ; DMSO d6) : 6 ppm = 18.23 (CH3-Tol) ; 111,45 (C3 e t  c55) ; - 
126,10 (C ) ; 126.84 (C2 e t  5) ; 147,68 (5). 

-1 



b. (N-HYDROXY N-ACETYLIAMINO-4 TOLUENE - 7 : 

3 
Un mélange de - 6 (10.00 g ; 81.0 mmol. ) e t  de Et3N ( 1  5 cm ) dans l e  

3 THF (180 cm 1 e s t  r e f r o i d i  dans un ba in  de glace. La réac t i on  s 'e f fec tue  sous 

barbotage d 'azo te .  On y a j o u t e  gout te à gout te  une s o l u t i o n  de c h l o r u r e  
3 d ' a c é t y l e  dans l e  THF (1/2,5 ; 60 cm ) .  La r é a c t i o n  es t  s u i v i e  par CCM 

( é l u a n t  : éther  pé t ro le /é the r  é thy l ique 1/9) .  Le mélange es t  f i l t r é ,  on l a v e  

l e  p r é c i p i t é  de ch lo rhyd ra te  de Et3N avec du THF. Le f i l t r a t  e s t  r e f r o i d i  dans 
3 un ba in  de g lace ; sous barbotage d'azote, on a jou te  de l a  soude 4N (160 cm 

pour ob ten i r  un pH = 13. On l a v e  l a  phase a l c a l i n e  aqueuse avec de l ' é t h e r  

é t h y l i q u e  avant de l ' a c i d i f i e r  avec de l ' a c i d e  ch lo rhydr ique concentré jusqu 'à  

pH = 1. Le p r o d u i t  es t  e x t r a i t  avec du ch lo ru re  de méthylène. La phase 

organique es t  lavée, séchée e t  concentrée sous press ion  r é d u i t e  ; l e  p r o d u i t  

e x i s t e  sous forme d ' h u i l e ,  il c r i s t a l l i s e  dans l ' é t h e r  de pé t ro le .  Le 

rendement es t  de 88 % (12 g ; 71,3 mmol.). 

I R  (Nu jo l )  : 1655 ; 1620 ; 1515 ; 1470 cm-'. 

UV (CHC13) Amax (E) : 257 (8002) nm. 

SM (impact é lec t ron ique )  ; M = 165 ; m/e : 165 ( 2 9  ; M+) ; 148 ( 3  ; 

M+-OH) ; 123 (25 ; - 6) ; 106 (34 ; M+-(CH~CO+OH) ; 77 (12 ; bz) ; 42 

(100 ; CH3CO). 

RMN'H (60 MHz ; DMSO d6) : 6 ppm = 2.05 (3H, s, CO-CH3) ; 2,17 (3H, S. 

CH -Toi) ; 7,24 (ZH, d, HZ e t  3 ArTol)  ; 7,44 (ZH, d, ti3 e t  i-i5 ArTo l )  ; -3 - 
10,50 (IH, s, N-OH). - 

RMN'~C (20 MHz ; DMSO d6) : 6 ppm = 18,41 ( C H ~ - T O ~ )  - ; 20.29 (CH3-CO) - ; 

118,73 (s3  e t  g5) ; 126.73 (s2  e t  5) ; 131.88 (Cl) - ; 137.33 (5) i 

167,32 (CO). - 



C .  N-ACETYLAMINO-4 TOLUENE - 13 : Q 
Un mélange d'amino-4 to luène - 14 ( 1  ,O0 g ; 10 mmol.) e t  de Et3N 

3 3 ( 3  cm ) dans l e  THF (50 cm ) e s t  r e f r o i d i  dans un b a i n  de g lace.  On a j o u t e  
3 3 

g o u t t e  à gout te  un mélange de ch lo ru re  d ' a c é t y l e  dans du THF (15 cm , 50 cm 1. 
Le mélange e s t  a g i t é  30 mn à température ambiante avant f i l t r a t i o n .  On r i n c e  

l e  p r é c i p i t é  avec de l ' é t h e r  é thy l i que .  Après a v o i r  a jou té  une s o l u t i o n  

saturée de b icarbonate de soude au f i l t r a t ,  on l a i s s e  a g i t e r  30 mn à 

température ambiante. On e x t r a i t  l a  phase organique avec une s o l u t i o n  aqueuse I 

3 de soude 0,IN (3  x 200 cm ) .  On f a i t  p r é c i p i t e r  l e  p r o d u i t  - 13 en a jou tan t  de 

l ' a c i d e  ch lo rhydr ique concentré jusqu'à pH = 3. 
1 

Le p r o d u i t  - 13 e s t  i s o l é  sous forme de c r i s t a u x  blancs, après I 

c r i s t a l l i s a t i o n  dans un mélange ch lo ru re  de méthylène/éther de p é t r o l e  (1 /3) .  l 
1 

On o b t i e n t  1,27 g (8,s mmol.) de 13, l e  rendement e s t  de 85 %. 

1 UV (CHC13) A m a x  ( E )  : 251 (10700) nm. 
l 

RMN'H (60 MHz ; DMSO d6)  : a ppm = 1.95 (3H, s ,  Ci3-CON) ; 2.18 (3H, s, 

CH -Tol )  ; 7.08 (2H. d, î-12 e t  Hg ArTo l )  ; 7,33 (2H, dl tj3 e t  ArTo l )  ; 
-3 

9,75 (IH, S, N-H). - 

I?MN1 3~ (20 MHz ; DMSO d6) 6 ppm : 18,46 (CH - ~ o l )  ; 21 ,97 ( C H ~ - C O )  ; 
-3 - 

117,14 (c3 e t  C5) ; 127 (C2 e t  5) ; 129, 84 (Cl) ; 134,88 (5) ; 165.97 

(CO). - 



d. (N-ACETOXY N-ACETYLIAMINO-4 TOLUENE - 12 : 

On a j o u t e  gou t te  à gou t te  du ch lo ru re  d ' a c é t y l e  (0.58 cm3 ; 7,9 
3  

mmol.) à un mélange de 7  (1.00 g ; 6,O mmol.) e t  de Et3N (1.1 c m )  d issous 
3 

dans du benzène (15 cm ) ; on r e f r o i d i t  l e  t o u t  par  un b a i n  de glace. On 

l a i s s e  ensu i te  30 mn sous a g i t a t i o n  à température ambiante. Le p r é c i p i t é  formé 

e s t  f i l t r é  e t  l a v é  avec de l ' é t h e r  é thy l i que .  Le f i l t r a t  e s t  évaporé sous 

p ress ion  r é d u i t e .  Le p r o d u i t  - 12 e s t  une h u i l e  ; t o u t e  t e n t a t i v e  de 

c r i s t a l l i s a t i o n  a  échoué. Le rendement e s t  de 93 % (1,15 g ; 5,58 mmol). 

UV (EtOH), hax ( € 1  : 227 (9022) nm. 

SM ( impact  é lec t ron ique )  ;M = 207 ; m/e : 208 (63  ; M++I) ; 165 (27 ; 

7)  ; 148 (100 ; M * - C H ~ C O ~ )  ; 123 ( 7  ; 5)  ; 105 ( 3  ; M + - ( c H ~ c o ~ + c H ~ c o ) ) .  - 

RMN'H (60MHz ; DMSOd6) : 6 ppm = 1,96 (3H. s ,  NCO-CH3) ; 2,10 (3H, s, 

CH3-Tol) ; 2.31 (3H, s ,  NOCO-Cii3) ; 7,33 (4H. m, ArTol ) .  

RMN'~C (20MHz ; OMS0 d6) : 6 ppm = 15.99 (CH3-COO) - ; 18,59 ( c H ~ - T o ~ )  ; - 
19,26 ( C H ~ - C O )  - ; 123,82 (cl) - ; 127,7 ( L ~ ,  ç3, c5 e t  t) ; 134.79 (5) i 

166.11 (CO-N e t  CO-ON). - - 

", ,Ac 

e. N-ACETYL AMINO-4 ACETOXY-3 TOLUENE 27 : - +- 
CH, 

On d i s s o u t  l e  d é r i v é  12 (1,70 g ; 8.2 mmol) dans du t r i f l u o r o -  - 
3 

é thano l  (55 cm 1. Le mélange e s t  p o r t é  à r e f l u x  sous atmosphère d 'azo te  

pendant 16 h. La s o l u t i o n  e s t  ensu i t e  évaporée sous press ion  r é d u i t e  : on 



o b t i e n t  un mélange de p r o d u i t s .  La p u r i f i c a t i o n  se f a i t  par séparat ion sur 

colonne de s i l i c e  : l e  p r o d u i t  - 27 e s t  é lu6  par un mélange ch lo ru re  de 

méthylène/éthanol (95/5). C 'es t  une poudre blanche. 2 1  e s t  c r i s t a l l i s é  dans un 

mélange ch lo ru re  de méthylène/éther de p é t r o l e  (1/3) ; l e  rendement e s t  de 

41 % (0,69 g ; 3,4 mmol.). 

I R  (Nu jo l )  : 2770 ; 1740 ; 1695 ; 1595 ; 1525 ; 1465 ; 1380 cm1. 

UV (EtOH) haX ("1 : 237 (13,543) nm. 

SM ( impact é lec t ron ique )  ; M = 207 ; m/e : 207 ( 4  ; Pl+) ; 165 (6  ; 

RMN'H (60 MHz ; OMS0 d6) : 6 ppm = 1,97 (3H, s, NCO-CH3) ; 2,21 (6H. 5 ,  

OCO-CH e t  CH -Tol )  ; 6,87 (IH, s, Hg ArTol)  ; 6.94 (IH, d, J=8,07, H ou 
-3 -3 -2 

H ArTol)  ; 7,65 (IH, d, ii3 ou î i 2  ArTol )  ; 9.22 (1H, s, N-HI. -3 - 

13 RMN C (20  MHz ; DMSO d6) : a ppm = 18,29 (CH3-Tol) - ; 19.10 (CO-CH3) - ; 

21,45 (OCO-CH ) ; 121,22 (C ou C ) ; 121.90 (C ou c 2 )  ; 124,19 (5) ; 
-3 -2 -5 -5 

125,98 (C ) ; 131,98 (C ; 139.64 (5) ; 166.28 (CO-NI. 
-1 -3 - 

f. N-ACETYLAMINO-4 HYDROXY-3 TOLUENE - 26 : 

Après avo i r  d issous l e  dé r i vé  27 (0,2 g ; 0,96 mmol) dans du 
3 3 

dioxanne (45 cm 1, on a jou te  une s o l u t i o n  de soude 0,lN (10 cm 1. Le mélange 

réac t i onne l  e s t  a g i t é  2h30 à température ambiante, avant d ' ê t r e  a c i d i f i é  avec 

une s o l u t i o n  d 'ac ide  ch lo rhydr ique I N  jusqu'à pH = 6. On e x t r a i t  l e  p r o d u i t  

avec du ch lo ru re  de méthylène. Après c r i s t a l l i s a t i o n  dans l ' é t h e r  é thy l i que ,  

on o b t i e n t  un s o l i d e  blanc avec un rendement de 50 % (0,08 g ; 0,48 mmol.). 



I R  (KBr) : 3280 ; 3080 ; 1645 ; 1600 ; 1550 ; 1420 ; 950 ; 860 cm-'. 

UV (EtOH) kax ( E) : 285 (47186) ; 278 (1202) ; 245 (10459) nm. 

SM ( impact é lec t ron ique)  ; M = 165 ; m/e = 165 (18 ; M+) ; 123 (100 ; 

M*-CH~CO) ; 106 (19 ; M+-(CH~CO + OH) ; 94 (14 ; phOH) . 

RMN'H (60 MHz ; DMSO d6) 6 ppm = 2.00 (3H, s, N-C0-CH3) ; 2,13 (3H, s, 

CH -Tol)  ; 6,53 (IH, d, J=8,2 Hz, H ou H A r ~ o l )  ; 6,60 (IH, s ,  Hg 
-3 -2 -3 

ArTol)  ; 7 -41  (1H, d, J=8,2Hr, ti2 ou li3 ArTol) ; 9,24 (1H. s,  N-H) - ; 9.64 

(1H, OH). - 

g . (N-HYDROXY N-ACETYLIAMINO-2 FLUORENE - 2 : 

Le n i t r o - 2  f l uo rène  - 15 (0,213 g ; 1 mmol.) e s t  s o l u b i l i s é  dans du 
3 THF (25 cm ) sous atmosphère d 'azote.  On r e f r o i d i t  l e  mélange dans un ba in  de 

g lace avant d 'add i t i onne r  successivement du Pd/C à 5 % (0,05 g) e t  de 
3 

l ' h y d r a t e  d 'hydrazine (0,2 cm ) gout te à gout te  a f i n  que l a  température du 

mélange n'excède pas S O C .  Après 1h d ' a g i t a t i o n  dans l e  ba in  r é f r i g é r a n t ,  on 
3 a j o u t e  de l a  E t  N (0,3 cm ) p u i s  du ch lo ru re  d ' a c é t y l e  dissous dans du THF 

3 3 3  (1.5 cm ; 5 cm ) ; l a  température du m i l i e u  ne d o i t  pas dépasser 10°C. La 

s o l u t i o n  e s t  ensu i te  ag i tée  30 mn à température ambiante sous atmosphère 

d 'azote,  pu is  f i l t r é e  sur c é l i t e .  Le p r é c i p i t é  e s t  lavé  avec de l ' é t h e r  

é thy l i que .  On a j o u t e  au f i l t r a t  une s o l u t i o n  sa turée de b icarbonate de 

sodium ; l e  mélange e s t  a g i t é  30 mn à température ambiante e t  à l ' a b r i  de l a  

lumière.  Le p r o d u i t  contenu dans l a  phase organique e s t  ensu i te  e x t r a i t  avec 

une s o l u t i o n  de soude 0,lN (100 cm3 en 6 à 7 f o i s ) .  La phase a l c a l i n e  e s t  

lavée par  de l ' é t h e r  é thy l i que .  On f a i t  p r é c i p i t e r  l e  p r o d u i t  - 2 par a d d i t i o n  

d 'ac ide  ch lo rhydr ique concentré ( l e  pH de l a  s o l u t i o n  e s t  éga l  à 3).  On 

récupère l e  p r o d u i t  par f i l t r a t i o n  ; après c r i s t a l l i s a t i o n  dans un mélange 

c h l o r u r e  de méthylèneléther  de p é t r o l e  (1/5) on o b t i e n t  une poudre jaune 

pâ le  ; l e  rendement e s t  de 82 % (0,239 g ; 0,82 mmol). 



F = 148-149 ; ( L i t t .  : 147-150°C (32) ) .  

I R  (KBr) : 3160-3144 ; 2900 ; 1640 ; 1620 ; 1485 ; 1450 ; 1430 ; 1400 ; 

830 ; 770 cm-'. 

SM ( impact é lec t ron ique )  ; M = 239 ; m/e = 239 (13 ; M+) ; 223 (56  ; 

M+-O) ; 197 (12 ; M+-CH~CO) ; 181 (100 ; M+-(CH~CO+OH)) ; 165 (23 ; F) .  

RMN'H (60 MHz ; OMS0 dg) : 6 ppm = 2,17 (3H, s, NCO-CH ) ; 3.87 (2H, S. -3 
CH F ) ; 7,20 à 7,90 (7H, m, HArF) ; 10,60 ( IH,  s, OH). 
-2 9 - 

RMN I3c  (20  MHz ; DMSO dg)  : 6 ppm = 20,47 (CO-CH3) ; 34.59 (fi2Fg) ; 

115.70 (CF1) - ; 117, 64 (CF4 - e t  - CF5) ; 117.76 (CF3) - ; 123.04 (CF8) ; 

124.43 (CF7) - ; 124.79 (CF6) - ; 135,58 (CF2) - ; 138,66 (CFl1 - e t  - CFl2) ; 

141,09 (CFl3 - OU - CFl0) ; 141921 (CFl0 - OU gI3) ; 168 (CH -CO). 3 - 

h. (N-ACETOXY N-ACETYL)AMINO-2 FLUORENE - 4 : 

On d i s s o u t  l e  d é r i v é  - 2 (0,lO g ; 0,42 mmol.) dans de l a  p y r i d i n e  
3 3 (0,35 cm 1, on y a jou te  de l ' a n h y d r i d e  acét ique (0,062 cm ) .  Le mélange e s t  

a g i t é  30 mn à température ambiante. Le p r o d u i t  p r é c i p i t e  par a d d i t i o n  d 'eau 
3 f r o i d e  (2  cm ) .  On f i l t r e  l e  p r o d u i t  4 q u i  se t rouve  sous forme de c r i s t a u x  - 

blancs.  Le rendement e s t  de 70 % (0,081 mg ; 0,29 mmol.). 

F = 107-llO°C ( L i t t .  : 108-109°C (40) ) .  

I R  ( KBr) : 1780 ; 1675 ; 1485 ; 1455 ; 1420 ; 840 ; 775 cme1 . 

UV (E~OH) x ma x ( € 1  : 358 (594) ; 302 (32206) ; 275 (47405) nm. 



SM (impact é lec t ron ique )  ; M = 281 ; m/e = 281 (19 ; Pl+) ; 239 (38 ; 2) ; - 
223 (52,5 ; M+- CH3COO) ; 179 (88 ; M+-(CH~COOH + CH3CO)) ; 165 (17,4 ; 

-F) ; 152 (24.3 ; C12H8) ; 43 (100 ; CH3CO). 

RMN'H (60 MHz ; DMSO dg) : 6 ppm = 2,10 (3H, s, NCO-CH3) ; 2.20 ( 3 ~ ,  s, 

NOCO-CH3) ; 3,91 (2H, s, CH2F9) ; 7.20 à 8,10 (7H, m, - H ArF).  

RMN'~C (20 MHz ; DMSO dg) : 6 ppm = 16,13 (OCO-CH3) - ; 19,41 (NCO- CH^) - ; 

34,45 (CH F ; 118.38 (CF1, CF4 e t  CF5) ; 120.79 (CF3) ; 123,13 (CF8) ; 
- 2 9  - - - - - 

124,88 (CF7) - ; 125,25 (CF6) - ; 135.75 (CF2) - ; 137,94 (CFl1 - ou - CFl2) ; 

139.26 (CFl2 - ; 141952 (CFl3 - 0 ~ ~ ~ ~ )  ; 141.96 (CFlo - OU Cl3) ; 

164,59 (CO-ON) - ; 166,19 (CO-N). - 

i. (N-HYDROXY N-ACETYL)AMINO-4 BIPHENYLE 23 : - 

On u t i l i s e  l a  méthode d é c r i t e  pour l ' o b t e n t i o n  du d é r i v é  2. On - 

u t i l i s e  l e  n i t r o - 4  b iphényle 24 (0,199 g ; 1 mmol.) ; après c r i s t a l l i s a t i o n  - 
dans l e  ch lo ru re  de méthylène/éther é t h y l i q u e  (1/4) on o b t i e n t  des c r i s t a u x  

b lancs.  Le rendement e s t  de 81 % (0,183 g ; 0,81 mmol.). 

UV (EtOH) lmax ( E )  : 278 (26425) nm. 

SM ( impact e lec t ron ique )  ; M = 227 ; m/e = 227 (20  ; M+) ; 211 (52, l  ; 

M+-O) ; 185 (36,8 ; M+-CH~CO) ; 169 (100 ; M+-(CH~CO+OH)). 

RMN'H (60 MHz ; DMSOd6) s p p m =  2,17 (3H, s, CO-Ce3) ; 7,30 à 7.66 (9H, 

H Ar-BPI ; 10,61 (IH, s, N-OH). m *  - - 



13 RMN C (20 MHz ; OMS0 dg)  6 ppm = 20.41 (N-CO-CH3) - ; 118.43 (ç3 e t  Cg) ; 
124.31 (C e t  & ou C s 2  e t  Cs6)  ; 124.43 ( s e 2  e t  LI6 ou ç2 e t  5) ; -2 - 
125.16 (C l4 )  - ; 126.85 (Cl  e t  Cg5 )  ; 134.06 (5) ; 137,45 (C ou C',) ; - 3  - -1 - 
139.03 (Cl1 - OU LI) ; 167.74 (CO-N-1. - 

2. DERIVES DE L ' INDOLE ET DE LA GUANOSINE : 

1. (CYANO-2 ETHYL)-1 METHYL-2 ZNDOLE - 9a : 

Dans l ' a c r y l o n i t r i l e  f raîchement d i s t i l l é  (3.3 cm3 ; 64.0 mmol.) 

on d i s s o u t  l e  méthyl-2 i n d o l e  - 8 (3.9 g ; 29.0 mmol. ; on a j o u t e  de l a  potasse 

en poudre (0.2 g ; 3.5 mmol. ) miseen suspension dans du benzène anhydre (15 
3 

cm ) .  Le mélange e s t  a g i t é  1h à température ambiante p u i s  I h  à r e f l u x  ; on 

f i l t r e  l e  p r é c i p i t é  lorsque l a  s o l u t i o n  e s t  revenue à température ambiante. On 

concent re  l e  f i l t r a t  sous p ress ion  r é d u i t e .  L ' h u i l e  obtenue c o n t i e n t  p l u s i e u r s  

p r o d u i t s .  Le d é r i v é  - 9a e s t  i s o l é  par chromatographie sur colonne de s i l i c e  

( é l u t i o n  : é the r  de pé t ro le /é the r  é t h y l i q u e  : 1 /1) .  Le p r o d u i t  e s t  sous forme 

de c r i s t a u x  b lancs,  l e  rendement e s t  de 66 % (3.5 g ; 42.24 mmol.). 

F = 87-88OC ( L i t t .  : 84OC (33)) .  

UV ( c H c ~ ~ )  imax ( E )  : 288 (5900) ; 282 (8000) ; 277 (7900) ; 247 (5600) 

nm. 

SM ( impact é lec t ron ique )  ; M = 184 ; m/e : 184 (45 ; M+) ; 144 (100 ; 

M+-CH~CN) ; 115 (12 ; i n d o l e ) .  



RMN'H (60  MHz ; DMSO d6) : 6ppm = 2.40 (3H. s, CH3) ; 2.87 (2H, t. 

J=6,1Hz, CH -CH -CN) ; 4.38 (2H. t, J=6,1Hz, N-Cc2-CH2CN) ; 6.20 ( IH,  S, 
2 -2 

. C s )  ; 6.89 à 7.57 (4H, m. - H Ar Ind) .  

13 RMN C (20  MHz ; DMSO dg) : 6 ppm = 10.17  CH^) ; 15.93 (CH~-CN)  ; 36.10 - - 
( c H ~ - N )  ; 98,20 ( r 3 )  ; 107.28 (C7) ; 117.22 (5 e t  CN) ; 118,25 (Cg) ; 
-. - 

125.7 (C ) ; 134.0 ( 5  OU Cg) ; 134.01 OU 5 ) .  
-2 

2. DI(CYAN0-2 ETHYL)-1.3 METHYL-2 INDOLE 9b : 

Le d é r i v é  - 9b e s t  i s o l é  par chromatographie sur  colonne de s i l i c e  

( é l u t i o n  : é the r  é t h y l i q u e )  à p a r t i r  du b r u t  r é a c t i o n n e l  précédent. 

SM ( impact  é lec t ron ique )  ; M = 237 ; m/e : 237 (33  ; M+) ; 197 (100 ; M+- 

CH2-CN) ; 152 (12 ; M+-2 CH2CN). 

(FIETHYL-2 IND0LYL)-1 1 -3 PROPIONIQUE 10 : - 

On a j o u t e  l e  p r o d u i t  - 9a (1.8 g ; 9.8 mmol.) à une s o l u t i o n  aqueuse de 
3 

potasse à 15 % (10 cm ). Le mélange e s t  p o r t é  à r e f l u x  pendant 3h. Lorsque l a  

s o l u t i o n  e s t  revenue à l a  température ambiante, on f i l t r e  l e  p r é c i p i t é ,  p u i s  

on a c i d i f i e  l e  f i l t r a t  avec de l ' a c i d e  ch lo rhyd r i que  concentré jusqu'à 



l ' o b t e n t i o n  d ' u n  p r é c i p i t é .  Le p r o d u i t  10 e s t  c r i s t a l l i s é  dans un mélange - 
c h l o r u r e  de méthylène/éther de p é t r o l e  (1/5). On o b t i e n t  une poudre blanche ; 

l e  rendement e s t  de 85 % (1,6 g ; 8,33 mmol.). 

UV (CHC13), hmax ( E )  : 293 (4760) ; 282 (5658) ; 247 (4356) nm. 

SM (impact é lec t ron ique )  ; M = 203 ; m/e = 203 (83 ; M+) ; 144 (100 ; 

M+-CH~COOH) ; 131 ( 1  3 ; M+-CH~CH~COOH) ; 11 5 ( 1  3 ; i n d o l e ) .  

1 
RMN H (60 MHz ; OMS0 d6) : appm = 2,40 (3H, s, C2-CE3) ; 2.70 (2H, t, 

J=7,3Hz, -CH -COOH) ; 4.35 (2H, t, J=7,3 HZ, N-Cc2-) ; 6,20 ( IH,  S, -2 
C -H) ; 6,90 à 7,40 (4H, m, H Ar Ind)  ; 12,31 (IH, s,  COOH). 3 - - - 

RMN'~C (20 MHz ; OMS0 d6) : 6 ppm = 10.17  CH^) ; 34.04 (CH~-N) ; 42,89 - - 
(CH2-COOH) - ; 97,71 (C ; 107.22 (5) ; 116.92 (5) ; 117.1 (5) ; 118,07 

-3 
(G5) ; 125.7 (C ; 134,06 (5 ou 5 )  ; 134,42 (G9 ou 5) ; 170.23 

-2 
(COOH) . - 

b. DERIVES DE LA GUANOSINE : 

1. 0.0'-ISOPROPYLIDENE-2',3' GUANOSINE 21 : "W 
CH, CH, 

Un mélange de guanosine sèche 20 (7,31 g ; 25,8 mmol.), d ' ac ide  - 
p-toluène su l fon ique  (5,37 g ; 30.96 mmol.) dans de l ' a c é t o n e  d i s t i l l é e  

3 
(300 cm e t  du diméthoxypropane (25.3 cm3 ; 206.4 mmol. e s t  for tement  a g i t é  

à température ambiante jusqu 'à  ce que l a  s o l u t i o n  devienne l i m p i d e  (5  h ) .  On 
3 

concentre a l o r s  l a  s o l u t i o n  e t  on l a  verse dans de l ' e a u  (200 cm ) contenant 
3 de l'ammoniaque ( 2  cm 1. Après une n u i t  à 4OC on f i l t r e  l e  p r o d u i t  p r é c i p i t é  : 

c ' e s t  une poudre blanche ; l e  rendement e s t  de 80 % (6,25 g ; 20,64 mmol. 1. 



f > 200°C (décomposition). 

1540 ; 1385 cm-'. 

UV (EtOH) : hmax ( E )  : 346 (103) ; 254 (11305) nm. 

SM (impact électronique) ; M = 323 ; m/e = 323 (2 M+) 151 (100 ; 

guanine) ; 135 (6,3 ; ribose). 

RMN'H (60 MHz ; DM50 d6) : appm = 1,24 (3H, S. CH3) ; 1,44 (3H, s, 

CH ) ; 3,47 (2H, t, J51-41=5,3H~p Hl5) ; 4,07 (IH, m, J41-31=2.90Hz, -3 - 

Hl4) ; 5,03 (2H. m, J31-41 - =Z,9OHz et J2. - 11=2,5Hz, - Hl2 et - Hl3) ; 5,88 
(IH, d, J11-21=2,5, Hz, Hg1) ; 6.47 (2H, s élargi, C3-Ny2) ; 7,88 (IH, s, 

Cg-!) ; 10.68 (IH, S, NI-!). 

RMN13C (20 MHz ; OMS0 d6) : ppm = 23,21 (CH3) ; 25903 (CH3) ; s9vo3 - - 
(51~) ; 7,19 (Cl2) ; 81,60 (Cl3) ; 84,59 (Cl4) ; 86949 (Ca1) 111*01 

- - - - 
((CH ) -C) ; 114, 73 (C );133,86 (Cg) ; 148.67 (24) 151967 (C 1. 154973 

3 2 -  -5 -2 * 
(SI. 

ACIDE 6 ,O' ISOPROPYLIDINE-2',3' O-CARBOXY-5' 
G U A N O S Y ~  -3 PROPANOIQUE - 22 : "O, 

C 
o4 

On solubilise le dérivé - 21 (2,O g ; 6,19 mmol.) dans de la DMF 
3 (180 cm 1, on ajoute de l'anhydride succinique (1,23 g ; 12,38 mmol.) et de la 

diméthylaminopyridine (1,13 g ; 9,26 mmol. ) . Le mélange est agité pendant 4 h 
sous atmosphère d'azote à 90°C. Puis la solution est concentrée et l'huile 

obtenue est précipitée par addition de chlorure de méthylène. Après une nuit 

d'agitation à température ambiante, on isole le précipité. Le produit - 22 est 

purifié par chromatographie sur colonne de silice (chlorure de 

méthylène/méthanol : 85/15 + 1% d'acide acétique). Le rendement est de 60 % 

(1,5 g ; 3,71 mmol.). 



UV (EtOH) Amax (E) : 324 (74) ; 255 (12782) nm. 

SM ( impact é lec t ron ique  ; 260°C) ; M = 423 m/e : 323 (21) 306 - 
(21-OH) ; 280 (20) ; 151 (guanine) ; 43 ( cH~co* ) .  - - 

RMN'H (400MHz ; OMS0 d6)  : 6 pprn = 1.26 e t  1.46 (6H. 2s. f13-C-CE3) ; 

2.45 (4H, m. O-CO-C142-C~2-COO-) ; 4.09 e t  4.21 (3H, m. Hl4 e t  2Ha5) - ; 

5,07 ( IH.  dd. J3,-2,=6,2Hz, J3,-41=3.2H~. ; 5.19 (1H. dd. 

-6,2Hz, J2,-11=2Hz. H a 2 )  ; 5.96 (IH. d. J1,-2,=2H~. Hg1) ; 6.60 
J 2 1 - 3 1 -  - 
(ZH, s é l a r g i ,  NH ) ; 7.81 ( IH,  s, Cg-!) ; 10.45 ( IH,  s é l a r g i .  N-Hl. -2 - 

13 RMN C (100 MHz ; OMS0 d6) : sppm = 23.29 e t  25.0 (CH3-C-CH3) - - ; 26.77 e t  

27,O (-OCO-CH -CH -COO) ; 62.10 (C l5 )  ; 78.98 ( C a 2 )  ; 81.61 (C l3 )  ; 82.17 
- 2 - 2  - - 

( Ç a 4 )  ; 86.27 (Ca1) - ; 111.83 (CH3-C-CH3) ; 114.88 (Cg) i 134.08 (5) i 

148.50 (Ç4) ; 151.75 (C ; 154.77 (&) ; 170.0 (OCO) ; 171.1 (O-CO). 
-2 - - 

Analyse : CI7Hz1N5O8, 1H20 

Calc.  % : C : 46.26 H : 5.25 N : 15,87 

Tr .  % :  46.12 4.97 15.79. 



3, REACTIONS DE COUPLAGE : 

3 Le dé r i vé  10 (0,203 g ; 1 mmol.) es t  dissous dans du THF (10 cm ) ,  - 
p u i s  r e f r o i d i  dans un ba in  de g lace-sel  à -20°C. On a jou te  à l a  s o l u t i o n  

ag i tée  par un courant  d ' a z o t e  successivement de l a  N-méthylmorpholine 

(0,21 cm3 ; 2 mmol. e t  du ch lo ro for rn ia te  d ' i s o b u t y l e  (0.23 cm3 ; 2 mmol. 1. 
Après 15 minutes d ' a g i t a t i o n  on peut add i t ionner  l e  p r o d u i t  7  (0,165 g ; - 

1 mmol.), p u i s  l e  ba in  r é f r i g é r a n t  es t  enlevé. Lorsque l a  température de l a  

s o l u t i o n  e s t  vo i s ine  de l a  température ambiante, l e  THF e s t  évaporé. Le 
3 p r é c i p i t é  obtenu e s t  dissous dans du ch lo ru re  de méthylène (10 cm ) .  La phase 

3 organique e s t  lavée avec une s o l u t i o n  saturée de b icarbonate  de soude (5  cm ) ,  
3 3 p u i s  d 'ac ide  chlorhydr ique I N  ( 5  cm ) e t  e n f i n  avec de l ' e a u  ( 2  f o i s  5 cm ) .  

La phase organique e s t  ensu i te  séchée e t  concentrée. L ' h u i l e  obtenue p r é c i p i t e  

après quelques heures à -20°C. On o b t i e n t  un p r é c i p i t é  b lanc.  Le rendement e s t  

de 80 % (280 mg ; 0,8 mmol.). 

UV (CHC13) : A 
max 

( E )  : 293 (8158) ; 285 (9046) ; 280 (8972) ; 247 

(12606) nm. 

SM ( impact é lec t ron ique,  130°C) ; M = 350 ; m/e = 350 (5  ; M+) ; 306 ( 3  ; 

M+-CH~CO) ; 203 (21 ; 10) ; 185 (6  ; 10-H20) ; 165 (0.2 ; 1) ; 158 (21 ; - - 
10-CO2) ; 149 (36 ; 7-01 ; 144 (100 ; 10-CH2C00) ; 131 (13 ; 8) ; 107 - - - - 

(60 ; to l -N I .  

RMN'H (60 MHz ; DMSO d6) : 6 ppm = 1.83 (3H, S. CO-CH3) ; 2.25 (3H, 5 ,  

Ctî3-Tol ; 2.31 (3H. S, C2-CH3) ; 2,93 (2H. t. J=7,7Hz, N-CH -COON) ; 
-2 

4.37 (2H. t, J = 7,7 Hz. NCli2-CH2) ; 6,11 (1H. S.  C -H) ; 6.85 à 7.45 
3 - 

(4H. m, Ar lnd)  ; 7,18 (4H. s, H ArTol ) .  - 



RMN'~C (2OMHz ; DMSO d6) : 6 ppm = 10,14 (CH3-lnd) - ; 18.61 (CH3-Tol) - ; 

19.47 (CH3-CO) - ; 29,70 (CH2-NI - ; 35.98 (CH2-COO) - ; 98.09 ( S - l n d )  ; 

107,29 (5 -1nd) ; 117,?2 (Cq e t  -C4-Ind) ; 118.24 ( S - I n d )  ; 125.83 

(cl-Tol e t  C2-lnd) ; 127.7 (C -2' -3' C -5 C e t  ç6-To l )  ; 134.00 (5 ou 

C I nd )  ; 134.44 (Cg ou 5 - I n d  e t  5 - T o l )  ; 166.9 (OCO). 
-9- - 

Analyse : C21 H22N203 

Calc. % : C : 71,98 H : 6.33 N : 7,99 

Tr. % :  71,74 6,29 7,61. 

b. N- (METHYL-2 1NDOLYL)-1 -3 PROPIONYLOXY 

N-ACETYL AMINO -2 FLUORENE 16 : 

CH3 AC 

Le p r o d u i t  - 16 e s t  préparé se lon  l a  méthode u t i l i s é e  pour l e  d é r i v é  

11. On u t i l i s e  l e s  p r o d u i t s  : 10 (0,203 g ; 1 mmol.) e t  2 (0,139 g ; 1 mmol. 1. - - - 

Après c r i s t a l l i s a t i o n  dans l e  c h l o r u r e  de méthylène/éther de p é t r o l e  (1 /4 ) ,  on 

o b t i e n t  une poudre blanche (0,339 mg ; 0.8 mmol.) : l e  rendement e s t  de 80 %. 

UV (EtOH) : imax ( E) = 302 (20821 ) ; 290 (281 06) ; 275 (36666) nm. 

SM ( impact  é lec t ron ique )  ; M = 424 ; m/e = 424 (11 ; M+) ; 385 ( 1  ; 

M+-CH~CO) ; 239 (28 ; - 2) ; 203 ( 6  ; 10) ; 197 (70  ; 2-CH3C0) ; 180 ( 2 0  ; - - 

2-(CH3CO+O)) ; 185 ( 8  ; - 10-H20) ; 159 ( 6  ; 10-COOH) ; 144 (100 ; - 
10-CH2COOH) ; 130 (36 ; 8 )  ; 115 (41 ; Indo le ) .  - - 



RMN'H (60 MHz ; OMS0 d6) : 6 ppm = 1,9 (3H1 5, Cf13-CO) ; 2.32 (3H, S. 

C -CH ) 2,97 (2H, t, J=6,8Hz, Cf12-CO-) 3987 (2Hv 5, Ci2F9) i 4940 2 -3 
(2H, t, J=6,8Hz, #-Cli2-) ; 6,11 (IH, s, C3-E) ; 6,85 à 7,95 ( I l H ,  m l  

4H-Arlnd - e t  7H-ArF). - 

C. SUCCINATE DE (0,O'-ISOPROPYLIDENE-2' ,3' GUANOSYLEI-5' 

ET DE (N-ACETYL N-TOLYL-4 HYDROXYLAMINE) - 17 : 

On s o l u b i l i s e  l e  p r o d u i t  - 22 (0,211 g ; 0,5 mmol.) dans de l a  DMF 
3 

( 5  cm 1. Puis l e  mélange e s t  r e f r o i d i  par  un ba in  de g lace-sel  à -20°C e t  

a g i t é  par barbotage d 'azote.  On a jou te  a l o r s  de l a  méthylmorpholine 

(0,109 cm5 ; 2 éq.) e t  après 5 minutes de 1'isobutylchloroformiate 

(0,129 cm3 ; 2 é q . ) .  Après 10 à 15 minutes on a jou te  l e  p r o d u i t  - 7 (0,082 g ; 

0,5 mmol.). On enlève l e  b a i n  r é f r i g é r a n t  e t  l e  mélange e s t  a g i t é  sous 

atmosphère d 'azo te  jusqu'à ce q u ' i l  s o i t  revenu à température ambiante. On 

évapore à sec sous pression rédu i te .  L ' h u i l e  obtenue e s t  s o l u b i l i s é e  dans du 
3 c h l o r u r e  de méthylène (10 cm ) .  La phase organique e s t  lavée successivement 

avec : de l ' e a u ,  une s o l u t i o n  de soude 0,1N, une s o l u t i o n  d 'ac ide  

ch lo rhydr ique I N  e t  de l ' e a u .  On sèche l a  phase organique avant de l a  

concentrer,  e t  on f a i t  p r é c i p i t e r  l e  p r o d u i t  avec de l ' é t h e r  é thy l i que .  On 

o b t i e n t  0,108 g (0,32 mmol.) s o i t  un rendement de 63 %. 

F = 160-165°C (décomposit ion).  

UV (EtOH) : hmax ( € 1  : 276 (10093) ; 248 (18151) nm. 



SM ( impact é l ec t ron ique ,  170°C) ; M=570 ; m/e = 306 (21-OH) ; 305 - 
(21-H20) ; 280 (20) ; 247 ( 7  + COCH2CH2CO) ; 205 (247-COCH3) ; 165 (7 )  ; - - - - 
151 (Guanine) ; 123 (6 )  ; 43 (cH3c0+) - 

RMN'H (60 MHz ; DMSO dg) : 6 ppm = 1,26 e t  1.46 ( 6H, 2s, CH3-C-Cii3) ; 

1.94 (3H, s, CH -CO) ; 2,25 (3H, s, CE3-Tol) ; 2,65 (4H, m, -3 
OCO-CH -CH -COO) ; 4.16 (3H, m, H l 4  e t  2HI5) ; 5.13 (ZH, m, H l 2  e t  H g 3 )  ; 

-2 -2 - - - 
5,95 (IH, s ,  - Hl1) ; 6,48 (2H, s é l a r g i ,  NH2) ; 7,24 (4H, s ,  - H ArTo l )  ; 

7,80 ( IH, s, Cg-!) ; 10,62 ( IH,  s é l a r g i ,  N-Hl. - 

Aucune analyse co r rec te  n ' a  pu ê t r e  obtenue. 

d.  SUCCZNATE DE (0,O'-ISOPROPYLZDENE-2',3'GUANOSYLE)-5' ET DE (N-ACETYL 

N-FLUORENYL-2 HYDROXYLAMINE) 18  : 

O 

On syn thé t i se  l e  p r o d u i t  - 18 en u t i l i s a n t  l e  p r o t o c o l e  d é c r i t  pour 

l e  d é r i v é  - 17. On p a r t  des p r o d u i t s  - 22 (0,2115 g ; 0,5 mmol.) e t  - 2 (0,1195 g ; 

0,5 mmol.). Après c r i s t a l l i s a t i o n  dans un mélange c h l o r u r e  de méthylène/éther 

é t h y l i q u e  (1/5)  on récupère des c r i s t a u x  b lancs  : l e  rendement e s t  de 65 % 

(0,210 g ; 0,32 mmol.). 

UV (E~OH) ( € 1  : 346 (644) ; 302 (18802) ; 274 (35537) nm. max 

SM ( impact é l ec t ron ique ,  180°C) ; M=644 ; m/e = 321 ( 2  + COCH~CHCO) ; 279 - 
(321-COCH3) ; 221 (2  - - H20) ; 180 ( 2  - - AcOH) ; 151 (guanine).  



RMN'H (400 MHz ; DMSO d6) : 6 ppm = 1 .25 e t  1.45 (6H, 2s. cy3-C-Cy3) ; 
2,00 (3H1 s, CH3-CON) ; 2.6 (4H. m. 2-cy2) ; 3.92 (2H, 5. CH2F9) ; 4.1 

( IH ,  III, H g 4 )  ; 4,2 ( IH.  m. 2Ha5) - ; 5.2 e t  5.07 (2H. m d l  - H e 2  e t  H' ) ; - 3 
5,91 (IH, S, - Hg1) 6.6 (2H, s1  Ny2) 7.28 ( l H 1  t, J7-6=711Hzl H7 ArF) ; 

7,34 (IH, t, J6 - 7=7.1Hz, Hg ArF) ; 7,40 ( IH,  d é l a r g i .  J3-4=7,9Hz. H -3 
ArF) ; 7.54 (IH, d l  J8 - 7=7,4Hz, Hg ArF) ; 7.61 ( IH,  5, - Hl ArF) ; 7,86 e t  

7,88 (3H, m , Hq e t  tî5 ArF e t  C g )  ; 10,78 (1H. 5, N-HI. - 

Analyse : C32H32N609, 3,5H20 : 

Calc. % : C : 54,31 H :  5,55 N : 11,88 

Tr.  % :  54,56 5,58 11.75. 

l e. SUCCINATE DE (0.0'-ISOPROPYLIDENE-2',3' GUANOSYLEI-5' ET DE (N-ACETYL 

N-BIPHENYL-4 HYDROXYLAMINE) - 19 : 

O w O  
CH,  CH, 

On prépare l e  composé - 19 en su i van t  l e  p r o t o c o l e  mis au p o i n t  pour 

o b t e n i r  l e  p r o d u i t  - 17. En prenant  l e s  p r o d u i t s  - 22 (0,211 g ; 0,5 mrnol.) e t  - 23 

(0,113 g ; 0,5 mmol.), on o b t i e n t  après p r é c i p i t a t i o n  0,22 g de p r o d u i t  (0,35 

mrnol.) s o i t  un rendement de 70 %. 

UV (EtOH) : max ( € 1  = 259 (3253) nm. 

SM ( impact é lec t ron ique,  190°C) ; M = 632 ; m/e = 310 (I~+COCH~CH~CO) - ; 

267 (310-CH3CO) ; 239 (267-CO) ; 227 (23) - ; 209 (23  - - H ~ O )  ; 185 (23 - - 
COCH2 1. 



RMN'H (400MHz ; DMSO d6) : s ppm = 1.25 e t  1.45 (6H, 2s. CH3-C-CH3) ; 

2,03 (3H, s, Cc3-CON) ; 2.63 (4H, m. CO-Ck12Cl-12-CO) ; 4.09 (1H. q, 

J=5,3HzT - H a 4 )  ; 4.19 (2H, m T  2Hn5) - 5.06 (1H. m. - Hl3)  ; 5.18 ( l H T  d, 

J=6HzT - H g 2 )  ; 5.95 (1H, s, - Hl1) ; 6.52 (2H. s é l a r g i .  Ny2) ; 7.32 ( l H T  t, 

J4' -3 ,=7,3Hz, H' ArBP) ; 7.41 (2H, t, J3,-2.=7,5Hz. Hg3 e t  H l 5  ArBP) ; - 4 - 

7.48 (2H. d, J2, - 3,=7.5Hz, fin2 e t  - H l 6  ArBP) ; 7.61 (ZH. d, J2 - 3=7.5Hz. y2 
e t  Hg ArBP ou ii3 e t  ii5 ArBP) ; 7.66 (ZH. d, J5 - 6=8HzT fi3 e t  -5 H ArBP ou E2 
e t  Hg ArBP) ; 7.79 ( IH,  s, Cg-fi). 

Analyse : C31H32N609, 2H20 : 

Calc. % : C : 55.68 H : 5.43 N : 12.57 

Tr. % :  55,91 5.33 12.51. 

4.  PRODUITS DE REARRANGEMENT 

N-ACETYLAMINO-4 TOLUENE - 25 : 
A 

VOIE 1 : 

Les p r o d u i t s  - 10 (0,203 g ; 1 mmol.) e t  - 26 (0,165 g ; 1 mmol.) s o n t  
3 

dissous dans du ch lo ru re  de méthylène (15 cm ) ,  on y a jou te  a l o r s  Et3N 

(0,202 g ; 2 mmol.) e t  du benzotriazol-1-yloxytris diméthylamino-phosphonium 

hexafluorophosphate (BOP) (0,442 g ; 1 mmol.). Le mélange e s t  a g i t é  à 

température ambiante pendant 24 heures. 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  chromatographie l i q u i d e  haute performance. La s o l u t i o n  organique es t  a l o r s  

lavée avec une s o l u t i o n  d ' a c i d e  ch lo rhydr ique ZN p u i s  des s o l u t i o n s  saturées 

de b icarbonate de sodium e t  c h l o r u r e  de sodium. Le p r o d u i t  - 25 e s t  p u r i f i é  par  

chromatographie su r  plaque p répa ra t i ve  de s i l i c e  (é luan t  : c h l o r u r e  de 

méthylène/méthanol 911 ) .  



V O I E  2 : 

On s o l u b i l i s e  l e  p r o d u i t  - 11 (0,8 g ; 2,28 mmol.) dans du 
3 

t r i f l u o r o é t h a n o l  (75 cni ) .  Le mélange e s t  dégazé p u i s  po r té  à r e f l u x  sous 

atmosphère d 'azo te  pendant 3 j ou rs .  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  

chromatographie l i q u i d e  haute  performance. On évapore à sec l a  s o l u t i o n  

contenant en m a j o r i t é  l e  p r o d u i t  - 25. 11 e s t  obtenu après chromatographie sur  

colonne de s i l i c e  (acé ta te  d lé thy le /é thano l  : 7/31 p u i s  par  é l u t i o n  sur  plaque 

p répa ra t i ve  de s i l i c e  (acé ta te  d lé thy le /é the r  é t h y l i q u e  : 4/61. 

On c r i s t a l l i s e  l e  p r o d u i t  dans un mélange c h l o r u r e  de 

méthylène/éther de p é t r o l e  (1 /4 ) .  Le rendement e s t  de 12 % (0,096 g ; 0,27 

mmol.). 

1480 ; 1475 ; 1405 cm- ' . 

UV (EtOH) : 1 ma x ( € 1  = 376 (1671, 322 (1821, 281 (10857), 275 

(10894) nm. 

SM ( impact é lec t ron ique  175OC) ; M = 350 ; m/e = 350 (25 ; M+) , 308 ( 3  ; 

M+-CH~CO) ; 203 (4, 10)  ; 185 ( 9  ; 10-H20) ; 165 (9.2 ; 26) ; 158 ( 5  ; - - - 
IO-CO2) ; 144 (61 ; 10-CH2COOH) ; 131 (16,O ; 8)  ; 123 (100 ; ~ ~ - c H ~ c o )  ; - - - - 
106 (11,5, Tol-NH). 

RMN'H (60 MHz ; DMSO d6)  : 6ppm = 2,11 (3H, s, CO-CH3) - ; 2,20 (3H, S. 

Ci3-Tol)  ; 2,36 (3H, S, C2-CE3) ; 2,68 (2H, t, J = ~ H z ,  -Ci2-COO-) ; 4.33 

(2H, t, J=7Hz, N-CH -)  ; 6.13 ( IH,  s é l a r g i ,  C3-i)  ; 6,85 ( IH,  s, t&- -2 
ArTol )  ; 6,96 à 7,65 (6H, m, 4H-Arlnd - e t  2H-ArTol) - ; 9,2 ( IH,  s é l a r g i ,  

N-H). - 

Analyse : C26H30N609 

C a l . % :  C : 7 1 , 9 8  H :  6,33 N :  7,99 

Tr.  % :  72,43 6,27 8,09. 



b. SUCCINATE DE (0.0'-ISOPROPYLIDENE-2',3' GUAN0SYLE)-5' ET DE ((METHYL-5 

N-ACETYLAMINO-4) PHENYLE) 28 : 

/b\ 
CH, CH, 

V O I E  1 : 

Le p r o d u i t  - 17 (150 mg ; 0,26 mmol.) e s t  s o l u b i l i s é  dans de 
3 l 'hexaf luoro isopropano l  (HFIP) (15 cm ).  La s o l u t i o n  e s t  po r tée  à r e f l u x  

pendant 12 h. E l l e  es t  e n s u i t e  évaporée e t  l e  p r o d u i t  es t  récupéré après 

chromatographie sur  colonne de s i l i c e  (avec un mélange de ch lo rure  de 

méthylène/méthanol : 9515). 1 

V O I E  2 : 

On s o l u b i l i s e  l e  p r o d u i t  - 22 (211,s mg ; 0,5 mmol.) e t  l e  p r o d u i t  
3 26 (82,s mg ; 0,s mmol.) dans de l a  DMF (7,s cm ) ,  pu i s  on a jou te  Et3N - 

3 (0,139 cm 1, du BOP (221 mg ; 0,s mmol.). On l a i s s e  a g i t e r  5h à température 

ambiante. La s o l u t i o n  es t  ensu i te  évaporée à sec, e t  l ' h u i l e  obtenue e s t  

s o l u b i l i s é e  dans du ch lo rure  de méthylène. 

La phase organique e s t  lavée avec une s o l u t i o n  d ' a c i d e  

ch lo rhydr ique 2N, pu i s  avec une s o l u t i o n  aqueuse saturée de b icarbonate de 

sodium e t  e n f i n  avec une s o l u t i o n  de ch lo ru re  de sodium. On i s o l e  l e  p r o d u i t  

par  chromatographie sur colonne de s i l i c e  (avec un mélange : ch lo ru re  de 

niéthylène/méthanol : 9515). Le rendement e s t  de ? O  % (28,5 mg ; 0,05 mriol.). 



SM ( impact  é lec t ron ique,  2 5 0 0 ~ )  ; M = 570 ; 205 (61, 26 + - 
( c o c ~ ~ c ~ c o ) - c ~ ~ c o )  ; 165 (12 ; 26) ; 160 (20 206-CHCO) 151 (20 ; - 
guanosine) ; 147 (20 ; 160-CH3) ; 123 (100 ; ~ - C H ~ C O )  ; 106 (15 ; 

Tol-N) ; 43 (47 ; CH3CO). 

RMN'H (400 MHz ; DMSO d6 à 33OC) : 6 ppm = 1.25 e t  1.45 (6H. 2s, 

CH -C-CH ) ; 1,95 e t  2,18 (3H, m e t  s, CO-CH3) ; 2,19 (3H, d, Ci3-Tol )  ; -3 -3 
2,52-2,62 e t  2.78 (4H, 3 m. C$-Clj2) ; 4.11 e t  4,23 (3H, 2m. Hl4 e t  

2 ; 5,06 ( IH, m, - Hl3)  ; 5.18 ( IH ,  m. - H g 2 )  ; 5,95 (1H, m, - Hl1) ; 6,43 

(2H, s é l a r g i ,  N i2 )  ; 6,83 (IH, s d,%-ArTol) ; 6,93 ( IH,  dd, H ou H 
-3 -2 

ArTol)  ; 7.62 (IH, dd, ti2 e t  i i3-ArTol)  ; 7,79 (IH, s, d, Cg-!) ; 9.04 e t  

9,27 ( IH, 2s, N-H) - ; 10,54 (IH, s é l a r g i ,  N-H). - 

Analyse : C26H30N609, 2H20 

Calc. % : C : 51,48 H : 5,65 N : 13,85 

Tr. % :  51,83 5,46 13,19. 

1 N-ACETYL N-(FLUORENYL-2)IAMINO-8 GUANOSINE 30 : YN\\ 

Le p r o d u i t  18 (0,4 g ; 0,62 mmol.) e s t  s o l u b i l i s é  dans un mélange - 
3 3 acétone (350 cm ) tampon carbonate/bicarbonate (230 cm ; pH = 9,1, 60140 

v /v ) .  La s o l u t i o n ,  sous atmosphère d 'azote,  e s t  chauffée dans un b a i n  d ' h u i l e  

à 40°C. Au bout  de 4h, on f i l t r e  l e  mélange. La s o l u t i o n  e s t  lavée avec du 

c h l o r u r e  de méthylène. Pu is  l a  phase aqueuse e s t  a c i d i f i é e  jusqu'à un pH 

i n f é r i e u r  à 3 ; on e x t r a i t  a l o r s  l e  p r o d u i t  avec du c h l o r u r e  de méthylène. Le 

p r o d u i t  - 30 e s t  i s o l é  par chromatographie sur  colonne de s i l i c e  (mélange : 

c h l o r u r e  de méthylène/méthanol : 84/16) avec un rendement de 30 % (est imé par 

Chromatographie l i q u i d e  haute performance). 



I R  ( KBr : 2940 ; 1740 ; 1700 ; 1650 ; 1540 ; 1490 ; 1460 cm-'. 

UV (EtOH) : A,,, ( E )  = 302 (20886) ; 277 (39509) nm. 

SM (F.A.B. ; t h i o g l y c é r o l  + 1 % AcOH ; i o n  p o s i t i f )  ; M=644 ; m/e = 645 

(M++I 1. 
SM ( impact é lec t ron ique,  240°C) ; M = 644 ; m/e = 526 (30 - - 
HOOCCH2CH2COOH) ; 484 (526 - COCH3) ; 372 (526 -(0,O1-isopropy- 

l idène-2 '  ,3' r ibo furanose)  ) ; 330 (372-COCH3) ; 151 (guanosine). 

RMN'H (400 MHz ; OMS0 d6 à 80°C) : s ppm = 1,22 e t  1.42 (6H, 25, 

CH -C-CH ) ; 1 ,98 ( 3H, s , CH3-CO) ; 2,41 (4H, , OCO-Ci2-Ci2-COO) ; 3,87 -3 -3 
(2H, s, Cti2F9) ; 4,07 e t  4.21 (3H, 2m, - H a 4  e t  2HI5) - ; 5.16 ( IH ,  dd, 

H l3 )  ; 5,35 (IH, d, H l 2 )  ; 5,76 (IH, d, Hl1) ; 6.47 (2H, s é l a r g i ,  N i 2 )  ; - - - 

6,52 ( IH,  t d ,  J7 - 6=7,3Hz, J6 - 5=7,4Hz, 3 - A r F )  ; 6.58 (IH, t é l a r g i ,  

-7,3Hz, lj7-ArF) ; 6,62 (IH, d, H3-ArF) ; 6,78 ( IH,  d, J8-7=7,4Hz, J6-7- 
H -ArF) ; 6,82 (IH, sd, H -ArF) ; 7,08 (IH, d, J5-6=7,4H~, ii5-ArF) ; 7.11 -8 -1 
( IH, d, J4 - 3=7,4Hz, 3 - A r F )  

d.  SUCCINATE DE (0,O'-ISOPROPYLIDENE-2',3' GUAN0SYLE)-5' ET DE 

(N-ACETYLAMINO-4) FLUORENYL -1 OU 3 - 29 : 

On d issout  l e  p r o d u i t  - 18 (0,13 g ; 0,202 mmol.) dans du c h l o r u r e  
3 de méthylène (10 cm 1. Après 27 h à r e f l u x  sous atmosphère d'azote, il y a 

d i s p a r i t i o n  t o t a l e  du p r o d u i t  - 18 e t  format ion du p r o d u i t  29 de façon - 
m a j o r i t a i r e .  On l ' i s o l e  par  chromatographie sur colonne de s i l i c e  (mélange : 

ch lo ru re  de méthylène/éthanol : 94/61 avec un rendement de 40 % 

(Chromatographie l i q u i d e  haute  performance). 
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Le N-acéty1amino.-2 f luorène ( AAF) , cancérogène chimique, réag i t  

sur l e  DNA par f i x a t i o n  covalente sur l e s  nucléosides e t  p l us  pa r t i cu l i è remen t  

. sur l e  Cg e t  l e  N2 de l a  guanine. Ces p r o d u i t s  observés e t  i s o l é s  " in v i t r e "  

e t  " i n  v ivo" ne sont  obtenus qu 'en t r è s  f a i b l e s  quan t i tés .  
. ' ? , ~ u l . x . o ; y ~ - .  

. Notre t r a v a i l  cons i s t e  à syn thé t i se r  en grande quan t i t é  ce t ype  de 
' .. "* 
, * 6 .  

-r &y composés par vo ie  chimique. Les réact ions in te rmo lécu la i res  f a i t e s  en t re  l e s  
1 

nucléosides e t  l e s  métabol i tes  de 1'AAF so-nt peu sa t i s f a i san tes ,  l a  r é a c t i o n  

. . . m a j o r i t a i r e  é tan t  une réac t i on  d 'hydrolyse. Nous proposons donc une nouve l l e  

vo ie  de synthèse : c e l l e - c i  cons is te  en l a  p répara t ion  de molécules modèles 

dans lesque l les  l e  nucléoside (guanosine) e t  l e  cancérogène u l t i m e  sont r e l i é s  1 
I 

* .  
'. . par une chaîne souple hydro lysable  ( p o s s i b i l i t é  d'empilement des 2 noyaux 
,, 

aromatiques). . 
Dans l e  cas de l 'AAF, l a  molécule modèle, peut  dans des cond i t i ons  

so lvo ly t iques  préc ises,  donner l e  p rodu i t  de f i x a t i o n  sur  l e  Cg de l a  guanine 

, .> avec un rendement de 30 %. 
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