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Introduction Générale - Synthése et Activité d’Analogues Ferrocéniques d’Antipaludéens

Le paludisme reste la premiére endémie mondiale malgré les énormes efforts
et ressources consacrés a la lutte contre cette maladie.

Cette parasitose est causée par un hématozoaire du genre Plasmodium . Le
paludisme a Plasmodium falciparum est le plus redoutable puisqu’il est a l'origine
d’accés pernicieux mortels.

En 1997, I'Organisation Mondiale de la Santé estimait que l'incidence du
paludisme atteignait 300 & 500 millions de cas cliniques par an, amenant 1,5 a 2,7
millions de décés annuels principalement des enfants de moins de cing ans habitant
la zone africaine’.

Dans les années 40, I'introduction des insecticides organochlorés permettant
de lutter contre les moustiques vecteurs, et de la Chloroquine, remarquable
antipaludéen, a fait naitre I'espoir de pouvoir controler un jour cette infection.

Mais, a la fin des années 50, I'apparition de moustiques et de parasites
résistant aux traitements a ruiné ces espérances. En effet, la résistance de
Plasmodium falciparum est devenue un phénoméne de Santé Publique préoccupant
car elle concerne la Chloroquine, antipaludéen le plus utilisé et le moins onéreux®>.

Le probléme de la chloroquino-résistance est compliqué par I'émergence de
la chimiorésistance aux autres composés antipaludéens. Celle-ci provient a la fois
des résistances croisées entre molécules apparentées et de la pression

médicamenteuse consécutive a I'utilisation des molécules en prophylaxie.

L'étroitesse de la gamme des antipaludéens actuellement disponibles ainsi
que l'extension des résistances, plaident pour un renforcement urgent de la

recherche de nouvelles molécules.

Deux entraves apparaissent cependant :
< la déception résultant du faible rendement de la recherche de nouveaux

antipaludéens au cours du programme du Walter Reed Army Institute of

a) WHO. Weekly Epidemiol. Rep. 1997, 72, 269.

b) WHO. Weekly Epidemiol. Rep. 1997, 72, 277.

¢) WHO. Weekly Epidemiol. Rep. 1997, 72, 285.

PNUD/BANQUE MONDIALE/OMS PROGRAMME SPECIAL POUR LA RECHERCHE ET
FORMATION EN MALADIE TROPRICALE (TDR). Bull. OMS 1988, 66, 303.

Payne, D. Parasitol. Today 1987, 3, 241.
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Research : parmi les 350 000 molécules testées, moins de 10 se sont
révélées prometteuses.

2 la faible rentabilité des médicaments, destinés essentiellement a des pays
défavorisés, décourage les industries pharmaceutiques d’investir dans un

programme de recherche coliteux”.

Actuellement, les efforts concernant la chimiothérapie s’orientent dans deux

directions essentielles :

= une meilleure compréhension des mécanismes de formation du pigment
malarique qui semble étre la cible privilégiée des amino-4 quinoléines
(chloroquine), et I'étude de la signification physiologique exacte de ce

phénoméne pour la survie du parasite®.

=la recherche de voies métaboliques ou de cibles biochimiques absolument
spécifiques ou indispensables au parasite, et susceptibles de faire I'objet d’'un

ciblage médicamenteux’.

Le développement de la recherche poursuivie dans le laboratoire du
Professeur J. Brocard s‘inspire de la premiére stratégie.

Les métallocénes peuvent constituer une source de trés nombreuses
molécules médicamenteuses (lutte contre la carence martiale, anticancéreux,
antibiotiques, traceurs pharmaceutiques...). Il semblait intéressant d'étudier la

potentialité d'utilisation du ferrocéne pour développer de nouveaux antipaludéens.

A lorigine, la stratégie proposée par le laboratoire de J. Brocard reposait sur

le besoin en fer de Plasmodium falciparum pour assumer ses fonctions vitales’,

Schuster, B. G. ; Milhous, W. K. Parasitol. Today 1993, 9, 167.
> a)Adams et al. Biochem. J. 1996, 318, 25.
b) Meshnick S. R. Ann. Trop. Med. Parasitol. 1996, 90, 367.
¢) Ridley, R. G. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 1996, 40, 1846.
d) Prada et al. AM. J. Trop. Med. Hyg. 1996, 54, 620.
6 a) Schrevel, J. et al. Parasitol. Res. 1996, 82, 283.
b) Vial, H. J. et al. Parasite 1996, 3, 3.
" Finkelstein, R. A. Microbiology 1983, 327.
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Suivant cette hypothése, il nous était paru possible de réaliser un ciblage
accompagné : en liant un ferrocene (ou un atome de fer se trouve a [l'état
d’oxydation :+ll comme dans I'hémoglobine) a un édifice de structure analogue a un

antipaludéen connu.

Le travail a consisté a synthétiser des analogues ferrocéniques de molécules

antipaludiques déja connues afin de pouvoir tester leur activité in Vitro et in Vivo.
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NOTIONS GENERALES SUR LES DIFFERENTS TYPES DE
METALLOCENES

I-LES METALLOCENES Cp,M

Les métallocénes sont des composés organométalliques dans lesquels un
atome de métal est coordiné entre deux cycles cyclopentadiényles : Cp, qui sont
paraliéles entre eux.

Les métallocénes neutres (M" = Fe; Ru et Os) et les métallocénes mono-
cationiques (M" = Co et Rh) sont des complexes d’ & 18 électrons diamagnétiques.

Les métallocénes paour lesquels d" # 6 sont généralement paramagnétiques.

m" Vv Cr Mn Fe Co Ni

: d" 3 4 5 6 7 8
é nombre

électrons 3 2 50u1 O 1 2

impairs

Toutefois, il N'est pas facile de prédire exactement le spin car les niveaux
non-liants et anti-liants sont suffisamment praches en énergie pour que la répulsion
électron-électran soit plus importante que I'appariement.

Les métallocénes de la 5°™ et de-la 6°™ ligne, qui ne satisfont pas & la régle
des 18 électrons sont trés réactifs et difficiles & isoler. Ces composés ont tendance a
former des liaisons covalentes supplémentaires.

Par exemple Cp.Re et Cp;Re" sont instables, mais Cp,ReH est trés stable. Le

cation issu du ruthénocéne : Cp,Ru’ est métastable.

ll- LES COMPOSES SANDWICHES PLIES

Dans ces métallocénes « courbés » les deux cycles cyclopentadiényles ne
sont pas paralléles. Il existe trois espéces de composés sandwiches pliés qui

comportent un, deux ou trois ligands supplémentaires.

N
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A,
K

Quelques exemples sont résumeés ci-dessous :

CpoFeH" Cp2MoH, Cp,TaHs
Cp.Mo(CO) Cp2Zr(CI)H Cp2Nb(CoH,)(EY)
Cp2ReH Cp2ReH," Cp,WH5"

lll- LES COMPLEXES DEMI-SANDWICHES

Ces composés adoptent une structure comportant un cycle cyclopentadiényle
et un a quatre autres ligands.
Quand ces ligands sont de bons acides = (tels que CO et NO), ces complexes

sont d’'une grande stabilité.

Quelques exemples illustrent ces propos, certaines molécules possédent

méme une liaison simple métal-métal.

'IV- LES AUTRES METALLOCENES

Outre ces trois catégories de métallocénes, il existe différents types de

composés complexés au cycle cyclopentadiényle ou a un analogue hétérocyclique.

6
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De nombreux sandwiches mixtes du cyclopentadiényle ont été synthétisés’ :

T T T 7
<

@“ ©©
)

Les analogues azotés (azamétallocénes), dans lesquels un cycle pyrrollyle

est complexé, sont connus depuis longtemps®.

Fe
@N
Par rapport au cycle cyclopentadiényle, la densité électronique du cycle

pyrrollyle est diminuée si bien que les 1,1-diazaferrocénes n'‘ont jamais été

prépares.

- Par contre, 'atome d'azote peut étre alkylé. Le doublet non liant de l'azote

peut servir de donneur o.

La chimie des phosphamétaliocénes est également bien connue® :

CHO
P o >p

Il POCI
Fe + H—C—NCH)CH) ——> Fe

2 2,

' Rausch, M. D. Pure and Applied Chem. 1972, 30, 523.

2 Pannell, K.H. ; Kalsotra, B. L. ; Parkangi, C. J. Heterocyclic Chem. 1978, 15, 1057.

Mathey, F. ; Fischer, J. ; Nelson, J. H. Structure and Bonding ; Springer Verlag, Berlin 1983 Vol.
55.
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Chapitre 1 - Les Métallocénes - Applications en Cancérologie, Immunologie et Biologie

I- ANTICANCEREUX METALLOCENIQUES

Les métallocénes possédent de vastes propriétés biologiques, de récents

travaux ont souligné leur activité anticancéreuse.

Ces dérivés organométalliques peuvent étre séparés en deux principales

catégories :
les métallocénes de type MCp2X, ot M = Ti, V, Zr, Nb ou Mo
les métallocénes de type [Cp,M]" X ol M = Fe
A- ANTICANCEREUX METALLOCENIQUES DE TYPE MCp.X;
1- Présentation des différents composés*
Les métallocénes de types MCp,X, possédent des propriétés anticancéreuses
provenant essentiellement de leur action sur le métabolisme de 'ADN et par voie de

conséquence sur 'ARN et les protéines.

Leur efficacité évolue en fonction de la position de 'atome de métal dans la

table périodique.

% _ : Zn Nb Mo Tc

Hf Ta W Re

In Vivo, une activité optimale est obtenue quand le métal est: Ti, V, Nb ou
Mo.

4

Dombrowski, K. E. ; Balwin, W. ; Sheats, J. E. J. Organomet. Chem. 1986, 302, 281.
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el e dichlorure de titanocene (TiDC) est, parmi les métallocénes, le composé

le plus prometteur®.

Testé chez les souris a une concentration optimale de 30 - 60 mg/kg, le TiDC
permet de guérir 80 a 100% des animaux, 24 heures apres la transplantation de
tumeurs d'ascites d’Ehrlich (= EAT). 180 jours plus tard, aucun cas de rechute n’est

observé.
D’autres composés de structures Cp,TiX; avec X = F, Br, I, NCS et N; ont des
activités semblables®. En effet, ces composés se dissocient rapidement en solution

aqueuse.

Les modifications affectant les cycles cyclopentadiényles (substitution de

cycle, cycles pontés) diminuent I'activité des composés par rapport a TiDC.

ele dichlorure de vanadocéne (VDC) posséde des propriétés

antinéoplasiques proches du TiDC’.
In Vitro, le VDC supprime la croissance des cellules des EAT a une concentration (5
pM) 100 fois inférieure a celle du TiDC (500 uM).

Des souris infestées par des EAT et traitées par le dichlorure de niobocéne

(NbDC) sont toutes guéries. Cependant de graves effets secondaires apparaissent,

en particulier des hémorragies.

Quand le NbDC (composé paramagnétique) est oxydé en [Cp.NbCl;,0

(composé diamagnétique), la toxicité ainsi que I'efficacité diminue.

eLe dichlorure de molybdocéne (MoDC) est aussi une molécule

anticancéreuse efficace®.

Képf, H. ; Képf-Maier, P. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1979, 18, 477.

Képf-Maier, P. ; Wagner, W. ; Hesse, B. ; Kopf, H. Eur. J. Cancer 1981, 17, 665.
Képf-Maier, P. ; Kopf, H. Z. Naturfrosch. 1979, 348, 805.

Kopf-Maier, P. ; Wagner, W. ; Kopf, H. Cancer. Chemother. Pharmacol. 1981, 5, 237.

oK~ N W
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In Vitro, une concentration de 1 mM diminue la croissance cellulaire et une

concentration de 5 mM la stoppe.

el e dichlorure de tungstocéne (WDC) et le dichlorure de tantalocéne (TaDC)

présentent une faible activité in Vivo et in Vitro®.

eLe dichlorure d’hafnocéne (HfDC) et le dichlorure de Zirconocéne (ZnDC) ne

sont pas actifs in Vivo® .

2- Mécanismes d’action

Les propriétés anticancéreuses des métallocénes de types MCpX;

proviennent sans doute de leur capacité a interagir avec FADN.

Cl'h, ......... ol M‘I_;
cis-platine

A Tlinstar du cis-dichlorodiamineplatine (= cis-platine), ces métallocénes
inhibent la biosynthése de I'ADN ainsi que [lactivitt mitotique des cellules
cancéreuses. De surcroit, il a été démontré que les métaux issus des complexes :
VDC et TiDC se retrouvent dans les cellules cancéreuses au niveau des acides

nucléiques'® .

Dans un premier temps, les analogies biologiques et chimiques entre ces
complexes organométalliques et le cis-platine ont conduit a suggérer un mode
d’action de ces molécules semblable a celui du cis-platine. On suppose que le cis-

platine se lie directement a 'ADN, en empéchant ainsi sa réplication.

° Kopf-Maier, P. ; Hesse, B. ; Kopf, H. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 1980, 96, 43.
19 a) Kopf-Maier, P. ; Kopf, H. Naturwissenschaften 1981, 68, 273.
b) Kopf-Maier, P. ; Krahl, D. Chem. -Biol. Interact. 1983, 44, 317.

10
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En fait Marks et collaborateurs ont montré que de fortes différences
chimiques existaient entre le cis-platine et les complexes de type MCp,X,.
Dans des conditions physiologiques, les liaisons métal-halogéne du TiDC, du

ZrDC et du VDC s’hydrolysent plus rapidement que celles du cis-platine'” .

Dans le cas du VDC, l'affinité du complexe pour les nucléotides est labile et

dirigée vers le groupement phosphate12 .

Or linteraction entre le cis-platine et les bases nucléiques implique une

liaison covalente o entre un atome d'azote et le métal' .

HO
Représentation schématique du cis-[Pt(NH3),-{d(pGpG}] effectuée a partir de la structure cristalline
de cet adduit.

Une étude semblable menée sur le MoDC a mis en évidence une double
coordination du métal avec I'azote de la base nucléique et la partie phosphatée du

mononucléotide.

"' Toney, J. H. ; Marks, T. J. J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 947.
2 Toney, J. H. ; Brocks, C. P. ; Marks, T. J. J. Am . Chem. Soc. 1986, 108, 7263.
13 g) Lippard, S. J. Pure and Applied Chem. 1987, 59, 731.

b) Sherman, S. E. ; Lippard, S. L. Chem. Rev. 1987, 87, 1153.
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Cp\ 5 Cp NH,
Mo

T \/N N
LA T
LN

Représentation schématique du complexe Cp,Mo-{dA*p}

Ces liaisons ne sont pas labiles et entrainent des changements

conformationnels importants au niveau du mononucléotide™ .
B- ANTICANCEREUX METALLOCENIQUES DE TYPE [Cp.M]' X'

1- Les sels de ferricinium

-

Fe® @X avec X = CI3CCOO- 2C13CCOOH
ou 2,4,6-(N02)3C6H20-

Les sels de ferricinium' présentent de surprenantes activités
antinéoplasiques contre les EAT, alors que le ferrocéne (qui est quasi insoluble
dans 'eau) ne posséde aucune activité in Vivo et in Vitro.

2- D’autres sels de metallocénes

Différents métallocénes ayant pour atome central le fer ont également été

synthétisés et testés :

1 Kuo, L. Y. ; Kanatzidis, M. G. ; Sabat, M. ; Tipton, A. L. ; Marks, T. P. J. Am. Chem. Soc. 1991,
113, 9027.

Kopf-Maier, P. ; Kopf, H. ; Neuse, E. W. Angew. Chem. Inf. E. Engl. 1984, 23, 456.

i5
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e 2

Fe®
<

L’activité anticancéreuse diminue selon l'ordre indiqué. La spécificité de ces

complexes n'est pour l'instant pas expliquée® .

Les auteurs soulignent cependant quatre points essentiels, relevant d’'une

bonne activité :

charge cationique
contre ion
potentiel de réduction pouvant étre atteint par voie biologique.

dimensions moléculaires adaptées
3- Dérivés ferrocéniques hydrosolubles

Testés sur le carcinome du poumon, les dérivés hydrosolubles des molécules

suivantes :

COCH

g\m q\s/l\oom

(- <z

présentent une activité comparable aux sels de ferricinium. Il n'est cependant pas

signalé si les composés actifs agissent sous leur forme neutre ou oxydée'” .

1 Houlton, A. ; Roberts, R. M. G. ; Silver, J. J. Organomet. Chem. 1991, 418, 107.
7 Neuse, E. W. ; Kanzawa, F. Applied Organomet. Chem. 1990, 4, 19.
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4- Le Ferrociféne'®

La notion d’antihormone s’applique aux molécules capables d'inhiber de
fagcon compétitive la formation du complexe de I'hormone avec son récepteur. Les
anticestrogénes sont utilisés dans le traitement du cancer du sein. lls agissent sur le

récepteur des cestrogénes en modulant la transcription génique.

&
O A O Qo

TAM : 4-hydroxytamoxiféne
Le tamoxiféne (= TAM) est actuellement employé comme antihormone.
Cependant, outre des effets secondaires indésirables, certaines patientes

développent déja une résistance au médicament.

Ferrociféne

Jaouen et collaborateurs ont développé la synthése danalogues
organométalliques du 4-hydroxytamox.iféne (= le métabolite actif du TAM). Partant
du principe qué le ferrocéne se métabolise en ion ferricinium (qui est lui méme un
agent anticancéreux), une nouvelle série d’'anticestrogenes potentialisés par un

ferrocéne a été développée.

'®  Top, S.; Tang, J. ; Vessiéres, A. ; Carrez, D. ; Provot, C. ; Jaouen, G. J. Chem. Soc., Chem.
Comm. 1996, 955.

14
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Le Ferrocifene a été préparé a la fois sous forme (Z) et (E). Les deux
isoméres se lient au récepteur de 'cestrogéne plus fortement que le TAM, mais

moins que le 4-hydroxy TAM.

Les premiers tests effectués indiquent que les deux isoméres sont plus

cytotoxiques que le TAM.

Ces résultats encourageants pourraient donner naissance a une nouvelle

série d’agents anticancéreux organométalliques.

Il- TRACEURS PHARMACEUTIQUES

A- TRACEURS RADIOACTIFS

Les métallocénes comportant un atome de métal radioactif trouvent leurs

applications en médecine nucléaire.

Les propriétés de ces complexes sont liées aux caractéristiques physiques du
noyau isotopique : énergie, demi-vie, particules émises et nature chimique du
composé.

106

Les dérivés du ruthénium (*Ru, '®Ru, '®Ru) présentent un double avantage :

e émission d’un rayonnement y

¢ sélectivité des organes cibles
1- Echange de métal*

Les métallocenes de type Cp,M radioactifs peuvent étre synthétisés par

échange de métal™.

9 a) Schneider, M. ; Wenzel, M. J. Label. Comp. Rad. 1982, 19, 625.
b) Langheim, D. ; Wenzel, M. J. Label. Comp. Rad. 1972, 9, 291.
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Le chauffage de dérivés ferrocéniques avec du Ru* (ou de I'0Os*) conduit aux

métalloceénes isotopiques correspondants :

Cette réaction reléve d’'un échange de ligands n”®

, elle génére donc trois
composeés organiques :

le ruthénocene

le ruthénocene monosubstitué

le ruthénocene disubstituéen 1, 1’
2- Greffage de métallocénes radioactifs

Le nucléide isotopique peut aussi étre greffé sur la molécule cible finale par

réaction de couplage approprié.

Par exemple, la Glucosamine réagit avec le ruthénocene carboxaldéhyde

pour conduire a la base de Schiff qui peut étre réduite en amine correspondante**' .

CHO CHO CH,OH
¥* : w
—NH, + *ReCHO - N= CHES L NH- CHy Re
HO— . HO— HO—
— OH - —oH T > — OH
—OH L OH L oH
CH,OH CH,OH CH,OH

**  Stadibauer, D. ; Nipper, E. ; Wenzel, M. J. Label. Comp. Rad. 1977, 13, 491.
2 Schneider, M. ; Wenzel, M. J. Label. Comp. Rad. 1981, 18, 293.
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Des dérivés similaires ont été obtenus avec La Galactosamine et la

Mannosamine®.

COE .
O% - @R
X | > A
pp® R @ <«———— pr® ®RuNMe); ———> PFY Ru

Rl = CHz(OH )CHzNHAC
ou CH(INHAC)CO,Et

X =H ou OH
Un autre exemple utilise les complexes du cyclopentadiényiruthénium (Il). Les
sandwiches mixtes sont synthétisés par échange thermique entre
[CPRU(MeCN)s]JPFs?® ou [Ru(n’-CsHsMes)(MeCN)s(CFsSOsH)® et un noyau

benzénique.

Ces complexes trouvent leur application en tant que traceurs
pharmaceutiques dans les dosages immunologiques et dans la synthése de

neuropeptides contenant une tyrosine ou une alanine terminale.
B- TRACEURS NON RADIOACTIFS
1- Objectif

Les méthodes immunologiques radioactives (RIA) ont la particularité d'étre a
la fois sensibles et trés spécifiques. Cependant [utilisation de molécules
radioactives ainsi que le traitement des déchets ont conduit les chercheurs a
développer des méthodes immunologiques non radioactives.

La substance marquée doit étre détectable a de trés faibles concentrations.
Elle peut étre incorporée & Panalyte (comme pour le °H ou le “C) ou associée a

celui-ci (comme pour les enzymes).

2 Moriaty, R. M. ;: Ku, Y. ; Gill, U. S. J. Chem. Soc., Chem. Comm. 1987, 1837.
3 Gleichman, A. J. ; Wolff, J. M. ; Sheldrick, W. S. J. Chem. Soc. Dalton Trans. 1995, 1549.
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Ces traceurs radioactifs ont des limites d'utilisation tant pratiques que

commerciales.

Jaouen et collaborateurs ont développé une méthode se basant sur la
potentialité des traceurs organométalliques et ont mis au point un immunodosage

inédit baptisé Carbonyl Metallo Immuno Assay (CMIA).

Les complexes organométalliques sont choisis afin de préserver les

propriétés des molécules biologiques auxquelles ils sont associés?*.

Les méthodes d'analyse mises a la disposition des chercheurs sont multiples
et variées, on peut citer: la colorimétrie, la microscopie électronique, la
spectroscopie par absorption atomique, la luminescence, la fluorescence ou encore

I'électrochimie.

Comme les métaux carbonyles présentent en spectroscopie infrarouge des
bandes intenses caractéristiques des vibrations v(CO) dans la zone 2200-1800 cm’™,
la ou les protéines (et les molécules organiques) n'absorbent pas, cette méthode de

détection est des plus appropriée®.
2- Quelques exemples mettant en ceuvre des métallocénes
a- les traceurs non radioactifs de premiére génération
eDans le cas du phénobarbital, l'introduction d’'un groupement Cymantréne

permet d'atteindre un niveau équivalent au dosage immunologique radioactif

utilisant du '*C, aprés extraction a 'acétate d'éthyle®.

 Vessiéres, A. ; Jaouen, G. ; gruselle, M. ; Rossignol, J. L. ; Savignac, M. ; Top, S. ; Greenfield,

S. J. Steroid. Biochem. 1988, 30, 301.

¥ Salmain, M. ; Vessiéres, A. ; Jaouen, G. ; Butler, . S. Anal. Chem. 1991, 63, 2323.

% Salmain, M. ; Vessiéres, A. ; Brossier, P. ; Butler, 1. S. : Jaouen, G. J. Immunol. Methods 1992,
148, 65.
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H\ O \N
Et
N :
O:< . ©
N O
N /
/ H O
H O N
|
Phénobarbital Cy-Pheno H
/I\lfln
Q0
C o

eLe marquage des protéines comporte de multiples contraintes liées aux
caractéristiques physico-chimiques de ces molécules. Le choix des auteurs s'est
dirigé vers les fonctions amines : en effet, elles présentent un caractére nucléophile
et hydrophile et les protéines possédent environ 10% de résidus lysines dans leur

structure.

Plusieurs familles de composés ont été préparées dont les complexes

organométalliques du Rhenium et du Cobalt®.
O O
O O
Y Y
O—N . O—N
oC 0 3 oC O o

Ces esters de N-succinimidyle sont synthétisés facilement a partir des acides
carboxyliques correspondants, mais ils présentent le désavantage d’étre faiblement
solubles dans I'eau et leur couplage provoque une diminution de la charge globale

de la protéine.

27

El Amouri, H. ; Besace, Y. ; Vaissermann, J. ; Jaouen, G. J. Organomet. Chem. 1996, 515, 103.
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Les imido-esters (qui sont préparés a partir des nitriles) pallient a ces

inconvénients

o
H=9.8 B o]
X @]:>>_< [E}w e wNg @
2
Cr
71 ~NO
OoC Fs 6
Cr
oc” | NO
| 08 X
Ils ont été couplés avec I'albumine du sérum bovin®
R O
H‘(Ko c® Q
N ®
F; H;N. NLI;,DMAP H
Ir + Y OR, R
e,
Cl R 2

R= CH3 ou CH2C6H5

Les dérivés organométalliques de [Ilridium, développés par Beck et
collaborateurs, fournissent également une méthode pour le marquage des peptides

sur le N-terminal®.

b- les traceurs non radioactifs de seconde génération

Les marqueurs doivent étre stables dans les milieux organiques (c'est a dire
non oxydables), solubles en phase aqueuse (ou dans un mélange solvant
organique/eau) et contenir un groupe fonctionnel capable d’interagir avec la fonction
cible de la molécule biologique. Comme les composés organometalliques

remplissent ces conditions, Jaouen et collaborateurs ont envisagé la transformation

#  Blarrat, S. ; Salmain, M. ; Malézieux, B. ; Jaouen, G. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 6561.
*  Bauer, W. ; Prem, M. ; Polborn, K. ; Siinkel, K. ; Steglich, W. ; Beck, W. Eur. J. Inorg. Chem.
1998, 485.

20



Chapitre 1 - Les Métallocenes - Applications en Cancérologie, Immunologie et Biologie

de marqueurs connus en une « seconde génération » de composeés ayant pour cible
d'autres groupes fonctionnels.

Ainsi le complexe (n°-cyclopentadiényl)Fe(CO.)(n'-N-imidato), spécifique des
fonctions thiols, est transformé en un nouveau composé contenant un groupement
N-succidymidyl qui active la fonction ester et permet la formation d’'une liaison

peptide avec les amines (comme par exemple avec la B-alanine)®

% O
Fe\N | Fe\N
oc’ ©
O

marqueur de premiére génération
’ OH
O
O
oc p. F;c ~N o 0 Fe\
co S N
O
0

marqueur de seconde génération

lli- APPLICATIONS DES METALLOCENES EN BIOLOGIE

A- Le Ferrocérone*®'

ferrocérone

3% Rudolf, B. ; Zakrzewski, J. ; Salmain, M. ; Jaouen, G. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 4281.

3t a) Certificats prioritaires relatifs au ferrocérone ; Grande-Bretagne n° 06496 du 10 mars 1971 ;
USA n° 119356 du 26 février 1971 ; France n° 7107298 du 3 mars 1971 ; RFA n° 2107657 du 17
février 1971 ; Suisse n° 002479/71 du 19 février 1971.
b) Nésméianov, A. ; Bogomolova, L. ; Andrianova, . ; Viltchévskaia, N. ; Kotchetkova, N.
Himiko-Farmacevticeskij Jurnal 1972, 6, 61.
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Le ferrocérone est destiné au traitement des affections rattachées a une

carence martiale de I'organisme, telle que I'anémie ferriprive ou 'ozéne.

Le produit s’administre par voie interne, a I'état pur ou associé a des

excipients pharmaceutiques.

Le ferrocérone permet d’accroitre le taux d’hémoglobine. Le fer du composé
est facilement assimilé par I'organisme et accumulé dans les organes de stockage,

puis au fur et a mesure des besoins, utilisé pour la synthése de 'hémoglobine.

B- Ferrocenylpénicillines et ferrocénylcéphalosporines®®****

Pénicilline G Céphalothine

H
N S

\fr
O/-—N _ O\[(

COOH )

Des antibiotiques modifiés par des dérivés métallocéniques ont révélé une
activité supérieure aux composés parents sur des souches résistantes aux

antibiotiques.

Le phénoméne de résistance pose un réel probléme pour le traitement des
infections bactériennes. Ces bactéries produisent des enzymes : les B-lactamases
qui ont la capacité de dégrader les antibiotiques tels que la pénicilline et les

céphalosporines en composés inactifs.

2 Edwards, E. I. ; Epton, R. ; Marr, G. J. Organomet. Chem. 1976, 107, 351.
¥ a) Edwards, E. |. ; Epton, R. ; Marr, G. J. Organomet. Chem. 1976, 122, C49.

b) Edwards, E. |. ; Epton, R. ; Marr, G. J. Organomet. Chem. 1979, 168, 259.
¥ Edwards, E. |. ; Epton, R. ; Marr, G. J. Organomet. Chem. 1975, 85, C23.
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COOH O

Edwards et collaborateurs ont proposé une stratégie de synthése dans
laquelle le groupement aromatique ou hétéroaromatique des médicaments est

remplacé par une entité ferrocénique.

Bien que [lintroduction du ferrocene modifie les composés de fagon
spectaculaire : passage d’'un espace a deux dimensions a un espace a trois

dimensions, I'activité antimicrobienne est maintenue.

Pour observer in Vivo une activité antibiotique, il est toutefois nécessaire
d’éloigner le ferrocéne du cycle B-lactame par au moins deux carbones, sans doute

pour diminuer les interactions stériques™'.

La substitution des hydrogénes du méthyléne par des groupes méthyles

entraine une diminution de I'activité des produits®'.

Les ferrocenylpénicilines et, a un moindre niveau, les ferrocényl-

céphalosporines ont un effet inhibiteur sur les B-lactamases.
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Cependant cet effet augmente proportionnellement a la substitution sur le

méethylene.

Les composés ayant une bonne activité antibiotique sont de mauvais
inhibiteurs des B-lactamases. Les chercheurs ne sont pas parvenus a trouver une
molécule qui rassemble ces deux propriétés: activité antimicrobienne et effet

inhibiteur sur les B-lactames.

o COCH
@\/loL \I :N/g<
H Fe II:II °

O Sﬁ /N\g/\©
YN

O OOCH

Les auteurs ont également préparé un antibiotique mixte, comportant a la fois
les caractéristiques structurelles des pénicillines et des céphalosporines, a partir de

I'anhydre ferrocénique correspondant™.

—R, - —R,
1 I
— C— CH=CHCI .
2 O
LD —r, — g—— c=di —H
Fe R, 3 |
- — Ca=CH—CHO ——H
4 O (0]
— |(|3— CH,— CH,d — Icl‘— CH,— CH,(O
5 0 0O
— C— (1= — l('i——— CH,Cl
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Des composés ferrocéniques, ne portant ni le noyau des pénicillines ni celui

des céphalosporines, présentent également une activité antimicrobienne sur des

bactéries, des levures et des champignons*®.

C- Analogues Ferrocéniques d’Amphétamines et de Diphénylhydanto'l'ne36

H
Qs
Orope Oy
NH, 0

Amphétamine Diphénylhydantoine

Flores et Loev ont synthétisé des analogues ferrocéniques d'amphétamine et

de diphénylhydantoine.

{ > CH,— CH- CH;
Fe |
NH

2

Testé chez la souris, l'analogue damphétamine posséde une activité
stimulante du systéme nerveux mais est peu anorexique. Par opposition a
Famphétamine et le ferrocéne qui donnent des dérivés hydroxylés, les métabolites

issus de I'analogue ferrocénique ne contiennent plus d’atome de fer.

B o
\(
Fe NH
< 7/

O

L'analogue de la diphénylhydantoine n’agit pas comme dépresseur sur le

systéme nerveux.

*  Toma, S. ; Foltinava, P. Czech. 183, 387 (C1. C07F1/02), 15 mai 1980.
3 Loev, B. ; Flores, M. J. Org. Chemn. 1961, 26, 3595.
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D- Ferrocénylbenzodiazépines™®’

H3C\ o
N
| avecX=Houl
X —N
5-phenylbenzodiazépine 5—ferro¢énylbenzodiazépine

Des complexes ferrocéniques d'analogues de benzodiazépines ont été
synthétisés : substitution du groupement aromatique par un ferrocéne. Leurs
activitts comme anticonvulsants et comme décontractants musculaires ont été

testées chez la souris : les composés se sont révélés non toxiques mais inactifs.

E- B-Ferrocénylalanine**®

@—CH — CH— COOH
(oo .
NH
NH, (- 2
phénylalanine B-ferrocénylalanine

Les dérivés métallocéniques peuvent étre des inhibiteurs d’enzymes. La B-
ferrocénylalanine a été employée sous forme racémique, comme substrat a la place
de la phénylalanine, pour étudier les réactions d’hydroxylation aromatique de la

phénylalanine hydroxylase et de la phénylalanine décarboxylase.

Ce complexe s’avére étre un inhibiteur non compétitif en ce qui concerne la L-
phénylalanine et un inhibiteur mixte pour le DMPH, dans le systéme phénylalanine

hydroxylase.

37

Kalish, R. ; Steppe, T. U. ; Walser, A. J. Med. Chem. 1975, 18, 223.
¥ Hanzlik, R. P. ; Soine, W. H. J. Med. Chem. 1979, 22, 425.
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F- Analogues ferrocéniques de prostaglandines®

X=0H,Y=H
ouXY=0

Sokolov et collaborateurs ont imaginé la synthése d’'équivalents ferrocéniques
de prostaglandines dans lesquelles le cyclopentane est remplacé par un des
cyclopendiénes coordiné a I'atome de fer. L'étape clef repose sur la cyclopalladation
asymétrique du dérivé ferrocénique qui permet [Iobtention dun seul
diastéréoisomeére. Le groupement N,N-diméthylamino est éliminé ultérieurement en

milieu acide.

G- Dérivés ferrocéniques de Pacide A*-tétrahydrophtalique®

Klimova et collaborateurs ont synthétisé toute une série de dérivés

ferrocéniques de I'acide A*-tétrahydrophtalique

¥ Sokolov, V. I. ; Troistkaya, L. L. ; Krushchova, N. S. J. Organomet. Chem. 1983, 250, 439.
“ Klimova, Y. I. ; Postnov, V. N. ; Meleshonkovz, H. H. Himiko-Farmacewticeskij Jurnal 1994, 28,
30.
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Les composés hydrosolubles (sous forme de sels de sodium ou de

potassium) administrés par voie intrapéritonale ont une activité antiphlogistique.
IV- METABOLISME DES METALLOCENES

Chez la souris et le rat, les complexes métallocéniques (de type Cp,M) sont

métabolisés selon un schéma apparenté aux dérivés aromatiques™*'.

Les réactions de détoxication se produisent au niveau des cellules

microsomiales du foie, en empruntant le systéme du cytochrome P-450.

? NADPI% NADP' ©\OH

Fe

< U

Ce procédé impligue I'hydroxylation du cycle aromatique, en utilisant

I'oxygéne moléculaire et le réducteur biologique : NADPH.

Le produit hydroxylé peut alors former une liaison ester avec une molécule
d’acide glucuronique (provenant du systéme uridine diphosphate - glucuronate) ou

avec un sulfate « actif » (provenant du 3'-phosphoadenosine-5"-phosphosulfate).

L’'ester ainsi obtenu est un composé polaire, soluble dans l'eau. Il est

facilement excrété par la bile ou l'urine.

Ce phénomene a été mis en évidence en étudiant le métabolisme du
ferrocéne marqué au *Fe. Les auteurs soulignent que le métabolisme du ferrocéne
est inhibé par le monoxyde de carbone qui rentre en compétition avec I'oxygéne

pour se coordiner a 'héme.

L’hydroxylation est responsable de I'instabilité in Vivo des métallocénes. Elle

est suivie d'une dégradation partielle des produits.

# Hanzlik, R. P, ; Robert, P. ; Soine, W. K. J. Am. Chem. Soc. 1978, 180, 1290.
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Cependant aucune précision n’est apportée quant a la cinétique d’oxydation

et la demi-vie du ferrocéne.

Dans le cas du ferrocéne : il y a libération d'ions Fe**, puis couplage sous la
forme d’O-glucuronide®. L’ion ferreux est ensuite transformé en ion ferrique, il est

stocké sous forme de complexe avec la ferritine et 'hémosiderine.

Des expériences menées chez 'homme ont montré que 25% du fer absorbé,

sous la forme de ferrocéne, est retrouvé dans 'hémoglobine™®*.

Le ruthénoceéne est métabolisé de la méme maniére.

Cependant, dans le cas de la méthylruthénocénylcétone, deux autres voies
de détoxication sont envisagées :

réduction de la fonction cétone en alcool secondaire

oxydation du méthyle en alcool primaire, selon un processus identique a

I'élimination de la progestérone**.

OH

Les métallocénes montrent donc des affinités spécifiques envers les différents

organes suivant les substituants portés :

42 a) Taylor, A. J. ; Menzel, M. Xenobiotica 1978, 8, 107.
b) Wenzel, M. ; Schneider, M. ; Macha, J. Int. J. App. Rad. Isotop. 1981, 32, 797.
¢) Schneider, M. ; Wenzel, M . ; Schachschneider, G. Z. Naturforsch. 1982, 37C, 136.

4 Golberg, L. ; Martin, L.E. Life Science 1964, 3, 1465.

“ Wenzel, M. ; Schneider, M. ; Macha, J. ; Schachschneider, G. J. Label. Comp. Rad. 1981, 18,
42,
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e |es groupes polaires seront impliqués dans des mécanismes liés au foie et
aux reins.

¢ les groupes hydrophobes ou acétyle auront quant & eux comme cible les
glandes surrénales, responsables de la détoxication des hormones

stéroidiques.

De plus la sélection des organes cibles est egalement fonction de la nature
du métal. En effet la méthylruthénocenylcétone se concentre dans les glandes
surrénales alors que la méthylosmocénylcétone ne montre aucune affinité pour
celles-ci : 'atome de métal est directement impliqué dans ce processus de sélection.
Cette particularité pourrait étre attribuée a la taille de la molécule plutét gu'a un effet

spécifiqgue du complexe métallocénique ou de la chaine latérale.

L'absorption des dérivés ferrocéniques est aussi liée a la nature de la chaine
latérale : plus le caractére lipophile est exacerbé, meilleure est I'absorption. Nielsen
et Heinrich en concluent que les dérivés ferrocéniques étudiés ne sont pas sujets au
meécanisme de régulation ionique du fer, mais sans doute absorbés via le

mécanisme lipidique™®.

Il convient donc de rester prudent quant a la définition d’'un schéma général

de métabolisme des métallocénes et d'étudier précisément chaque composé.

** Nielsen, P. ; Heinrich, H. C. Biochem. Pharmacol. 1993, 45, 385.
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Plasmodium

Plasmodium est un Protozoaire Apicomplexa, parasite obligatoire. De
nombreuses especes infectent les vertébrés. Chez 'homme, quatre espéces sont
connues : P. falciparum, la plus répandue et la plus dangereuse car seule

responsable d'accés mortels, P. vivax, P. malariae et P. ovale.

Cycle biologique de Plasmodium

Le cycle évolutif de Plasmodium est hétéroxéne et comprend deux hotes : le
vertébré ou s’accomplit la phase de multiplication asexuée et un insecte diptére du
genre Anophele ou s'effectue la phase de multiplication sexuée. La phase asexuée

se déroule en deux étapes.

Cycle asexué chez le vertébré

Phase hépatique

Les sporozoites sont inoculés a 'homme lors de la piqire d'une femelle
d’anophéle infestée et gagnent rapidement le foie par le biais de la circulation
sanguine. Dans les hépatocytes, le parasite subit un premier cycle de muitiplication
pour former un schizonte hépatique. Ce stade hépatique dure 6 a 7 jours a l'issue
desquels 'hépatocyte infecté éclate, libérant une dizaine de milliers de mérozoites
qui vont envahir les hématies, initiant ainsi le cycle érythrocytaire. Cette premiere
phase asymptomatique chez T'homme est appelée période prépatente.
Contrairement a P. vivax et P. ovale, P. falciparum ne présente pas de formes
hépatiques dormantes (hypnozoites), qui peuvent étre a l'origine d’'une rechute

survenant des mois ou des années apres la premiere infection.

Phase érythrocytaire
Les mérozoites pénétrent dans les hématies en moins de 30 secondes. Ce
processus est complexe, il se décompose en trois étapes : la reconnaissance, la
réorientation du mérozoite par rapport au globule rouge et la pénétration du contenu
des organites apicaux du mérozoite (rhoptries et micronémes). L’invasion
s'accompagne de la formation d'une vacuole parasitophore. Celle-ci se formerait

dans un premier temps par I'invagination de la membrane du globule rouge infecté.
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Du matériel membranaire d’origine parasitaire déchargé par les rhoptries viendrait
ensuite s’intégrer dans la membrane de la vacuole qui s’agrandit progressivement
au fur et & mesure que le parasite se développe’. Au sein de la vacuole
parasitophore, le parasite se différencie en forme anneau puis en trophozoite. I
internalise le contenu de 'hématie et le digere en formant ’hémozoine aux dépens
de la protoporphyrine IX. Un cycle de multiplication (schizogonie) conduit alors a
une forme schizonte ou 8 a 32 mérozoites s’individualisent pour former, juste avant
I'éclatement du globule rouge infecté, la forme dite en rosace. La rupture des
hématies infectées conduit a la libération de mérozoites qui réenvahissent
rapidement d'autres globules rouges. '

La durée du cycle intraérythrocytaire est denviron 48 heures chez P.
falciparum. Seuls les stades érythrocytaires sont associés a la pathologie et la
mortalité. La fievre coincide avec la rupture synchrone des schizontes.

Aprés plusieurs cycles érythrocytaires, certains parasites vont se différencier
en gamétocytes, seules formes infectantes pour le moustique, qui initieront le cycle
sporogonique chez l'anophéle. Toutefois, il a été montré que chez certaines
espéces de Plasmodium murins, les gamétocytes pouvaient étre issus directement

des formes hépatiques.
Cycle sexué chez I'anophéle

Lors du repas sanguin, I'anophéle femelle ingére les formes érythrocytaires.
Seuls les gamétocytes males (microgamétocytes) et femelles (macrogamétocytes)
poursuivent leur développement alors que les autres formes dégénérent. Les
gamétocytes se transforment en gameétes dans lintestin moyen du moustique. La
gamétogénése male, ou exflagellation, conduit & la libération de gamétes males
flagellés. Ces gamétesvméles fertilisent les macrogamétes femelles pour former un
ceuf diploide (zygote). En moins de 24 heures, ce zygote se transforme en oocinéte
mobile qui aprés avoir traversé I'épithélium de lintestin du moustique, s’entoure

d’'une paroi épaisse pour former 'oocyste’. La méiose survient alors trés rapidement

' a) Bannister, J. V. ; Dluzewski, A. R. Blood Cells. 1990, 16, 257.

b) Pouvelle, B. ; Spiegel, R. ; Hsiao, L. ; Howard, R. J. ; Morris, R. L. ; Thomas, A. P. ; Tarashi,
T. F. Nature 1991, 353, 73.

Alano, P. ; Carter, R . Ann. Rev. Microbiol. 1990, 44, 429.
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et est suivie d'un grand nombre de divisions mitotiques a I'issue desquelles 'oocyste
finit par se rompre pour libérer plusieurs milliers de sporozoites haploides qui
envahissent 'hémocoele avant de coloniser les glandes salivaires. Lors d’'un repas
sanguin, I'anophéele femelle inocule les sporozoites dans la circulation sanguine de

I'hote intermédiaire, perpétuant ainsi le cycle.

Ces précisions permettent de saisir le sens des termes schizontocide et
gamétocytocide utilisés pour classer les médicaments antipaludiques en fonction

de leur action thérapeutique prépondérante.

Les schizontocides détruisent les schizontes dont la présence dans le sang
provoque, chez 'lhomme, les symptdmes du paludisme maladie. lls sont donc utilisés
pour prévenir les accés (prophylaxie) ou les enrayer afin d'en éviter les
conséquences pour les malades (chimiothérapie).

Les gamétocytocides sont utilisés pour restreindre la propagation de la
maladie. lIs ne soignent pas 'accés paludéen.

Ces deux propriétés peuvent coexister chez certains produits avec

prédominance de I'une d’entre elles.

Principaux schizontocides sanguins

Substances naturelles

Quinine Artémisinine

La Quinine (alcaloide naturel du quinquina) a constitué jusgu’aux annéees

1930 le seul traitement du paludisme. Compte tenu de ses caractéristiques
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(efficacité contre les souches chloroquino-résistantes et rapidité d’action par voie
parentérale), elle ne céde a aucun des antipaludiques actuellement disponibles
dans le monde occidental pour le traitement immédiat d’'un acces grave a P.
falciparum, méme si elle a été partiellement éclipsée par 'avénement des produits
de synthése. Son seul « concurrent», [IArtémisinine (ou ses dérivés), n'est
pratiquement disponible qu’en Asie du Sud Est mais son utilisation est confrontée a
des problémes de courte durée d’action, de rechutes nombreuses et de données

pharmacologiques et toxicologiques encore incomplétes.

Dérivés de synthése
~
N/
Quinoléine
- La plupart ont été développés, sur le modéle de la Quinine, a partir du noyau

quinoléine.

Les amino-4-quinoléines les plus utilisés sont la Chloroquine et

I’Amodiaquine. Comme la Quinine, les amino-4-quinoléines sont des schizontocides.

HNJ\/\/ N/% h AN

HN : ~
X
X
a N/
a N
Chloroquine Amodiaquine

La Chloroquine est bien tolérée, peu colteuse, efficace contre les souches
sensibles de P. falciparum et contre les trois autres espéces de Plasmodium humain
(a I'exception de P. vivax dans certaines régions du monde), disponible dans toutes
les zones d’endémie, utilisable pour les enfants et les femmes enceintes et adaptée

a la thérapeutique aussi bien qu'a la chimioprophylaxie. Malgré ces propriétés
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presque idéales, l'intérét de la Chloroquine diminue chaque année dans beaucoup

de zones d’'endémie en raison du phénomene d’'apparition de souches résistantes.
Les efforts de synthése se sont aussi concentrés sur la simplification de la

chaine complexe de la Quinine, tout en gardant le groupe méthyléne hydroxylé sur

le noyau quinoléine.

& CF,
Méfloquine

La Méfloquine (ou WR 142 490), s’est révélée cing fois plus active que la

Chloroquine contre des souches de P. falciparum chloroquino-sensible et efficace

contre les souches résistantes. Cependant des effets neurologiques secondaires

tendent a diminuer sa prescription formellement contre-indiquée en cas de

grossesse.

H
N SNy H,N CH.
‘ l |3 Al

Pyriméthamine Proguanil Cycloguanil

Les antimétabolites (antifoliques et antifoliniques) sont utilisés en association
avec la Chloroquine pour la chimioprophylaxie. Le Cycloguanil est le métabolite acfif
du Proganil. Ces deux molécules sont des prbdrogues, elles sont métabolisées en
triazine in Vivo. Le Proguanil est bien toléré et peu d'effets indésirables ont été

notés®. In Vitro, le Cycloguanil posséde une activité élevée contre les stades

*  a) Drysdale, S. F. ; Phillips-Howard, P. A. ; Behrens, R. H. Lancet, 1990, 335, 164.
b) Erikson, B. ; Bjorkman, A. ; Keisu, M. Scand. J. Infect. Dis. 1991, 23, 489.
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intraérythrocytaires de la plupart des souches africaines, en plus de son activité

contre les stades hépatiques.

a

Atovaquone
D’autres antipaludéens prometteurs appartiennent a la classe chimique des
quinones. Chimiquement, les quinones sont les produits d’oxydation des diphénols
et comportent les naphtoquinones. L’Atovaquone est trés active in Vitro sur P.
falciparum et in Vivo sur P. yoelli chez la souris et P. falciparum chez le singe Aofus

Trivirgatus®.

Gamétocytocides

Les Gamétocytocides agissent sur les formes hépatiques.
Dans les antipaludiques dérivés de 'amino-8-quinoléine, on retrouve en

position 6 le groupement méthoxy, caractéristique de la Quinine.

~ O\
o
N
HN
Y\/\ml
Primaquine

La Primaquine est un gamétocytocide: cest-a-dire qu'elle inhibe Ia
transformation des gamétocytes en gameétes, entravant ainsi le cycle sporogonique.

Elle agit également sur les formes hépatiques. Ce médicament n'a pas d'intérét

* Hudson, A. T. Parasitol. Today 1993, 9, 66.
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direct sur le malade, il est employé dans le traitement prophylactique du paludisme.
La Primaquine est peu utilisée en raison de sa toxicité (méthémoglobinisante,

hémolytique).

Mécanismes d’action des schizontocides sanguins

Les schizontocides sanguins peuvent étre répartis en deux groupes selon leur
activité et leur capacité a engendrer les résistances. |l n'existe cependant pas de
résistance croisée entre les deux groupes.

Action rapide-résistance longue et difficile a apparaitre :

Quinine, Amino-4-quinoléines, Méfloquine

Action lente-résistance apparait rapidement :

antifoliniques : diamino-2,4-pyrimidines, biguanides

antifoliques : sulfamides, sulfones

Il convient de noter d’autre part que certains antibiotiques appartenant a la
famille des tétracyclines (doxycycline) ou des macrolides (érythromycine) sont
utilisés en association avec les schizontocides (en général la Quinine) dans le cas

d’'une résistance partielle, ce qui permet de renforcer I'activité antipaludique.
Mécanismes d’action des schizontocides d’action rapide :

Deérivés de quinoléines

L'activité antipaludique de la Chloroquine est liée a la fois a ses propriétés
d'accumulation sélective dans 'hématie parasitée et & sa localisation préferentielle
dans la vacuole digestive. Des travaux récents ont montré que sa pénétration dans

I'hématie parasitée dépendait de la présence d'un transporteur particulier®.

Le mécanisme d'action de la Chloroquine n'est pas encore déterminé avec

précision. Les travaux les plus récents ont mis en évidence une action inhibitrice de

> Sanchez, C. P. ; Horrocks, P. ; Lanzer, M. Cell 1998, 92, 601.
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la Chloroquine sur la polymérisation de I'hématine en hémozoine par le parasite®.
L'hématine ou protoporphyrine IX constitue le groupement actif de I'hémoglobine.
Elle est libérée lors de la digestion de la protéine dans la vacuole digestive du
parasite. Elle peut se présenter en solution sous forme de monomeéres, mais aussi
sous forme de diméres de type p-oxo’. Cette derniére forme prédomine a pH neutre
et alcalin alors que la forme monomérique est la plus abondante a pH 4,8, qui est
considéré comme celui de la vacuole digestive du parasite. La protoporphyrine IX
est une molécule trés réactive et toxique pour le parasite et doit étre stockée sous

une forme inoffensive.

Ie
!
Fe
HOOC —
HOOC
structure de la protoporphyrine IX ferriprotoporphyrine IX d’aprés Mareau et a/.

Pour détoxifier 'hématine, Plasmodium réalise sa polymérisation grace a une
liaison intéressant un propionate de la chaine latérale d'une molécule avec le fer de
la molécule suivante®. Les mécanismes effecteurs invoqués dans cette
polymérisaton sont multiples : héme polymérase®, association avec une protéine

riche en histidine'® ou des lipides''. La polymérisation spontanée de I'héme peut se

a) Ridley, R. G. ; Dorn, A. ; Vippagunta, S. R. ; Vennerstrom, J. L. Ann. Trop. Med. Parasitol.
1997, 5, 559.

" b) Dorn, A. ; Vippagunta, S. R. ; Matile, H. ; Budendorf, A. ; Vennerstrom, J. L. ; Ridley, R. G.
Biochem. Pharm. 1998, 55, 737.
Moreau, S. ; Perly, B. ; Biguet, J. Biochimie 1982, 64, 1015.
Slater, A. F. G. Exp. Parasitol. 1992, 74, 362.
a) Slater, A. F. G. ; Swiggard, W. J. ; Orton, B. R. ; Flitter, W. D. ; Goldberg, D. E. ; Cerami, A. ;
Henderson, G. B. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991, 88, 325.
b) Bohle, S. D. ; Dinnebier, R. E. ; Madsen, S. K. ; Stephens, P. W. J. Biol. Chem. 1996, 272,
713.

" Sullivan, D. J. ; Gluzman, Golberg, D. E. Science 1996, 271, 219.

" a) Bendrat, K. ; Berger, B. J. ; Cerami, A. Nature 1995, 378, 138.

b) Ridley,, R. G. ; Dorn, A. ; Matile, H. ; Kansy, M. Nature 1995, 378, 138.
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produire a pH acide, mais elle est fortement accélérée par des extraits parasitaires
ou de 'hémozoine préformée’?.

La Chloroquine inhiberait la polymérisation de I'héme par intercalation entre
les diméres p-oxo. Cette conclusion est basée a la fois sur des observations
réalisées sur les parasites eux-mémes, mais aussi sur des expériences d’inhibition

de la polymérisation de 'héme effectuées in Vitro en milieu non biologique®.

l

Fe—O—Fed | Fe—O—Fe{_|

zm

Modéle de I'interaction entre la Chloroquine et la ferriprotoporphyrine X d’aprés Moreau ef al.

L’Artémisinine et ses dérivés
Le mode d'action des sesquiterpénes lactones naturellles semble se
décomposer en deux étapes’>. Dans un premier temps, ils générent un radical libre

(en position 4) par interaction avec 'héme' ou avec un ion ferreux'”.

— —
Fe®™o, : Fe0o
—_—
H migration de H
en 1-5

Dorn, A. ; Stoffel, R. ; Matile, H. ; Bubendorf, A. ; Ridley, R. G. Nature 1995, 374, 269.
Meshnick, S. R. ; Taylor, T. E. ; Kamchonwongpaisan, S. Microbiological Reviews 1996, 301.
Jefford, C. W. ; Vicente, M. G. H. ; Jacquier, Y. ; Favarger, F. ; Mareda, J. ; Millasson-Schmidt,
P.; Brunner, G. ; Burger, U. Helv. Chim. Acta 1996, 79, 1475.

Wu, W.; Wu, Y. ; Wu, Y. ; Yao, Z. ; Zhou, C. ; Li, Y. ; Shan, F. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120,
3316.
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Cette espece hautement réactive réagirait ensuite avec les protéines de la
membrane du Plasmodium et les altérerait de facon irrémédiable'®,

Récemment, il a été montré que I'Artémisinine s'associait avec des protéines
spécifiques du parasite en présence d’hémine. Un adduit avec la « translationally
control tumor protein » (TCTP) est formé in Vitro ou dans des parasites traités par
IArtémisinine"”.

L’Artémisinine et ses dérivés conduisent donc a des radicaux libres mais ont
un mode d’action différent des générateurs de radicaux libres de 'oxygéne. En effet,
le radical est centré sur un atome de carbone et ils ont des protéines pour cibles

spécifiques'®.
Mécanismes d’action des schizontocides d’action lente :

Les Antifolates
Les antifolates inhibent principalement la synthése des précurseurs de 'ADN
chez Plasmodium en intervenant principalement de deux maniéres différentes :

¢ L’inhibition de la dihydrodroptéroate synthétase, par les sulfamides et les
sulfones, est en fait une compétition avec [l'acide p-aminobenzoique,
comme cela a été déterminé pour les bactéries.

¢ l'’inhibition de la dihydrofolate réductase par la Pyriméthamine, le
Proguanil et le Cycloguanil. Ce mécanisme d’'action a été en fait elucidé en

recherchant l'origine de la résistance de Plasmodium a la Pyriméthamine.

La dihydrofolate réductase (DHFR) catalyse le passage du dihydrofolate vers le
tétrahydrofolate. Elle nécessite du NADPH pour assurer la réduction du
dihydrofolate. La DHFR de Plasmodium présente des K., pour le dihydrofolate et le
NADPH proches de ceux observés pour les enzymes de mammiféres. En revanche
le K; de la Pyriméthamihe est plusieurs centaines de fois plus élevé pour 'enzyme

de mammifére et on montre que I'inhibition est compétitive.

" Meshnick, S. R. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 1994, 88, S31.

R Bhisutthibban, J. ; Pan, X. ; Hossler, P. A. ; Walker, D. J. ; Yowell, C. A. ; Carlton, J. ; Dame, J.
B. ; Meshnick, S. R. J. Biol. Chem. 1998, 26, 16192.

®  Meshnick, S. R. Lancet 1994, 344, 1441,
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Ce phénoméne est la base des propriétés antipaludiques de la
Pyriméthamine. Elle se lie a la DHFR de fagon beaucoup plus forte et empéche la
fixation du dihydrofolate par compétition. L'enzyme de I'hdte, qui présente une
affinité beaucoup plus faible pour la drogue, est beaucoup moins affecté aux doses

thérapeutiques.

La conformation de la protéine du parasite est loin d’étre élucidée, mais les
modeles offerts par I'enzyme de Lactobacillus casei ont permis d'étudier les
conséquences possibles des mutations sur le fonctionnement de I'enzyme et la
résistance de Plasmodium aux inhibiteurs de la DHFR.'Asp—54 est I'acide aminé
indispensable au contact enzyme substrat et a la catalyse. Son remplacement par
Asn donne des lignées qui n‘ont qu'une tres faible activité DHFR. Thr-108 joue un

réle important dans l'interaction entre I'enzyme et le NADPH cofacteur.

Thr-108
interaction avec NADPH

pA

Cys-59 (Gln)
Affinité de la Pyriméthamine

Asp-54 -> Asn
contact avec substrat

Représentation schématique des différents sites de mutation de la dihydrofolate réductase de P.
falciparum entourant Ia cavité du site actif de 'enzyme (en gris).

Cys-59 apparait caractéristique des souches de Plasmodium sensibles a la
Pyriméthamine alors que chez tous les autres organismes étudiés, on trouve Gln a

cette position. Chez les souches trés hautement résistantes, Cys-59 de Plasmodium
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est remplacée par une arginine. |l a été proposé que Cys-59 de Plasmodium soit

responsable de la trés grande affinité de la Pyriméthamine pour la DHFR'®.

Thr 108-> Asn
Ser-108-> Asn
PyrR

pA

Ser 108 > Asn-108
Cys-59 - Arg-59
Asn-51 < lle 51
PyrRRR

Représentation schématique des différents sites de mutation de la dihydrofolate réductase de P.
falciparum provoquant des phénomenes de résistance.

Mécanismes de résistance aux schizontocides d’action rapide.

Alors que l'efficacité sélective des amino—4-quinoléines et des amino-alcools
est due a la concentration trés élevée atteinte dans les érythrocytes parasités par
rapport aux érythrocytes non parasités, la résistance a ces antipaludiques est
étroitement liée a la diminution de leur accumulation a I'intérieur des érythrocytes
parasités par des plasmodies résistantes.

Différentes hypotheses sont avancées pour expliquer ce phénomeéne.
Actuellement, la plus satisfaisante disponible : lhypothese de lefflux, a été

développée par Krogstad®.

19

% Wellems, T. E. Parasitol. Today 1991, 7, 110.

a) Krogstad, D. J. ; Gluzman, 1. Y. ; Kyle, D. E. ; Oduola, A. M. ; Martin, S. K. ; Milhous, W. K. ;
Schlessinger, P. H. Science 1987, 238, 1283.

b) Krogstad, D. J. ; Schlessinger, P. H. ; Herwaldt, B. L. Antimicrob. Agents Chemoter. 1988, 32,
799.
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érythrocyte

parasite chloroquino-sensibie

ca

vacuole digestive

milieu extracellulaire

érythrocyte

parasite chloroquino-résistant

CcQ

vacuole digestive

Efflux de la Chloroquine (CQ) des parasites chloroquino-sensibles et chloroquino-résitants (d'aprés

Krogstad ef al.)

Elle est fondée sur la cinétique de passage de la Chloroquine radiomarquée
dans les deux directions (influx et efflux) chez P. falciparum sensible et résistant, en
les exposant a une concentration de Chloroquine (1 nM) qui naltére pas le pH
vacuolaire. La cinétique de lefflux met en évidence la sortie rapide de la
Chloroquine radiomarquée chez P. falciparum résistant, mais I'efflux lent chez P.
falciparum sensible.

Parallelement, Martin a mis en évidence I'action du Vérapamil qui permet de
restituer la sensibilité & la Chloroquine sur des souches initialement résistantes®’.

Dans des souches de P. falciparum chloroquino-résistantes, le géne pfmdr1
(codant une P-glycoprotéine : Pgp) a été mis en avant pour tenter d'expliquer le
mécanisme de résistance & la Chloroquine®. La protéine Pgh1 a été proposée
comme la pompe responsable de l'efflux de Chloroquine du parasite, celle-ci est

inhibée par le Vérapamil.

21

22 Martin, S. K. ; Oduola, A. M. J. ; Milhous, W. K. Science 1987, 235, 899.

Foote, S. J. ; Thompson, J. K. ; Cowman, A. F. ; Kemp, D. J. Cell 1989, 57, 921,
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Toutefois plusieurs études génétiques ont montré que la résistance a la
Chloroquine n’étaient pas liée a la présence du géne pfmdr. Celui-ci serait impliqué
plutdt dans la résistance a la Méfloquine.

Récemment des mutations d'un gene cg2 codant une protéine de 330 kDa ont
été identifiées comme associées a la résistance a la Chloroquine. On s’interroge
actuellement sur la relation existant entre ce géne et le transporteur de Chloroquine
découvert par Sanchez et collaborateurs®. D’autre part des analyses génétiques
réalisées sur P. chabaudi ont montré qu'un troisiéme facteur génétique, non encore

caractérisé, pouvait étre associé 3 la chloroquino-résistance®.

Ces travaux réalisés sur les mécanismes d'action et 'origine de la résistance
a différents antipaludéens montrent des mécanismes biologiques complexes et
variés.

Originalement, le but du projet de 'équipe de J. Brocard était de faciliter ou
d’augmenter l'entrée d'antipaludéens classiques dans I'hématie parasitée en
exploitant les besoins en fer du parasite. La source du fer utilisé par Plasmodium
reste controversée®. L’hémoglobine, digérée dans la vacuole digestive, est
proposée comme source principale du fer®. Il se peut que Plasmodium falciparum
acquiére une part de ses besoins ferriques a partir du plasma de I'héte puisque les
récepteurs de la transferrine sont exprimés dans la membrane érythrocytaire des
globules rouges parasités®. D’autres auteurs suggérent que le fer utilisé par les
parasites serait transferrine- et héme-indépendant”.

Quoiqu’il en soit, en cas d’'anémie ferriprive ou de thalassémie, la déficience
en fer peut défavoriser le développement du parasite chez 'homme® et la

restauration du fer chez un sujet anémique, en particulier les jeunes enfants et les

23
24

Carlton, J. ; Mackinnon, M. Mol. Biochem. Parasitol. 1998, 93, 57.

Snow, R. W. ; Byass, P. ; Shenton, F. C. ; Greenwood, B. M. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg.
1991, 85, 584.

a) Peto, T. E. A.; Thompson, J. L. Br. J. Haematol. 1986, 63, 273.

b) Ginsburg, H. ; Krugliak, M. Biochem. Pharmacol. 1992, 43, 63.

Rodriguez, M. H. ; Jungery, M. A. Nature 1986, 324, 388.

Sanchez-Lopez, R. ; Haldar, K. Mol. Biochem. Parasitol. 1992, 55, 9.

#  Nurse, G. T. Lancet 1979, 2, 939.

25

26
27

48



Chapitre 2 - Synthése et Activité d’Analogues Ferrocéniques d'Antipaludéens - Le Paludisme

femmes enceintes, pourrait favoriser I'infection a Plasmodium falciparum, provoquer
et/ou aggraver 'accés palustre®.

Le greffage d’'un ferrocéne, dans une structure analogue d’un antipaludéen
connu, pouvait avoir un effet bénéfique sur la concentration de la molécule dans
I'hématie parasitée. Toutefois, le composé modifié devait garder ses propriétés
antipaludiques. Certaines caractéristiques de la structure de base des antipaludéens
utilisés devaient donc étre respectées. L’influence de la position et de la nature de Ia
portion greffée a donc été étudiée avec attention en relation avec l'activité
antipaludique examinée in Vitro sur P. falciparum et in Vivo sur différents

Plasmodium de rongeurs.

% Oppenheimer, S. J. Parasitol. Today 1989, 5, 77.
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The antimalarial activities of ferrocenic compounds mimicking chloroquine and active upon
chloroquine-resistant strains of Plasmodium falciparum were evaluated. Four 7-chloro-4-[[[2-
[(V,N-substituted amino)methyllferrocenyllmethyllaminolquinoline derivatives have been
synthesized; one of them, 1a, showed high potent antimalarial activity in vivo on mice infected
with Plasmodium berghei N. and Plasmodium yoelii NS. and was 22 times more potent against
schizontocides than chloroquine in vitro against a drug-resistant strain of P. falciparum.

Introduction

According to the more recent estimates available
regarding malarial mortality, 1.7—2.7 million deaths per
year are reported up to the year 1993, the great majority
of them occurring in Africa. Two major factors are
responsible for the high level of mortality in Africa.l
First, because of its chloroquine resistance, Plasmodium
falciparum was able to spread throughout tropical
Africa in the 1980s. And second, more recently, high
levels of resistance to chloroquine have become common
in some East African countries as well.! Interestingly,
recent studies showed that the modification of the
chloroquine lateral side chain allowed some improve-
ment of the corresponding chloroquine derivative’s
activity upon both sensitive and resistant strains of P.
falciparum.?

" There .is rapidly growing interest in the use of
transition-metal complexes in medicine and other bio-
logical areas as well.3>* An example is the successful
- application of platinum complexes as antitumor agents.’
Accordingly, much can be expected from organometallic
chemistry when directed at therapeutic uses.

Following our interest in the synthesis of new ana-

logues of chloroquine with potent activities, we have

sought to develop approaches to such drugs involving .

ferrocenyl units.® Moreover, the stability and nontox-
icity of the ferrocenyl moiety is of particular interest
rendering such drugs compatible with almost any other
treatment. Also, the wide range of ferrocenyl com-
pounds available is quite promising in view of the

® Abstract published in Advance ACS Abstracts, October 15, 1997.

- Chart 1. 7-Chloro-4-[[[2-[(N,N-substituted amino)-
methyl]ferrocenyl]methyllamino]quinoline Derivatives

compd. —NR
$a —NMe,
() —
b¢c
=
& —N%N —Me

numerous chloroquine equivalents accessible. In these
new species, the carbon chain of chloroquine will be
replaced by the hydrophobic ferrocenyl group and the
1—4 relative position of the two exocyclic N atoms is
maintained in such derivatives.

We report here the synthesis of 7-chloro-4-[[[2-[(V,N-
dimethylamino)methyllferrocenyllmethyl]laminolquin-
oline (1a) which is active against a chloroquine-resistant
strain of P. falciparum in vitro, as well as Plasmodium
berghei N. and Plasmodium yoelii NS. in vivo. We have
also synthesized a series of other compounds bearing
various tertiary amino groups instead of the dimethy-

S0022-2623(97)00401-9 CCC: $14.00 © 1997 American Chemical Society
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Scheme 1. Synthesis of 7-Chloro-4-[[[2-[(V,N-dimethyl-
amino)methyllferrocenyllmethyl]Jamino]lquinoline

Mu-
us "
A NMe,;
Y \ nBulLi
e
2 ? 3
HONHC
NH,OH HCI
——
NaOH H,0
EtOH

A 8, A

1s

lamino residue (Chart 1). However, with such different
side chains lower activities were found.

Results and Discussion

~ Chemistry. The synthesis of 7-chloro-4-[[[2-[(V,N-

dimethylamino)methyllferrocenylJmethyllamino]quin-
oline (1a) has been carried out starting from the well-
known precursor [(dimethylamino)methyllferrocene
(Scheme 1). Thus, the [(dimethylamino)methyl}ferro-
cene (2) was first metalated in the presence of n-butyl-
lithium.” The lithium derivative was then condensed
with N,N-dimethylformamide at room temperature
under nitrogen giving, after workup, 2-[(V,N-dimethy-
lamino)methyllferrocenecarboxaldehyde (3) in respect-
able yields (70%).2 The 1,2 orientation of the two
~ substituents of the cyclopentadienyl ring in compound
3 was established unambiguously in agreement with
reported data.® Next, aldehyde 3 was converted to the
corresponding amine 5 in 96% yield via the oxime 4
following a known procedure.’® Condensation of 5 with
4,7-dichloroquinoline in N-methyl-2-pyrrolidinone pro-
duced 7-chloro-4-[[[2-[(N,N-dimethylamino)methyllfer-
rocenyllmethyllamino]quinoline (6a) which was isolated
in 60% yield after purification through chromatogra-
phy.!? Finally, the conversion of amine 6a to the
ammonium la was achieved in acetone by acidification
with 2 equiv of L-(+)-tartaric acid. The free base
precursor 6a of the biologically active 1a has been fully
characterized as reported in the Experimental Section.

It has been postulated that active antimalarials such
as 4-aminoquinolines possess a common structural
feature which is the distance between the two nitrogen
atoms located in the side chain.!? Such a hydrogen-bond
existence could be compared to what is. observed in
amino alcohols such as mefloquine. In our case, the new
complex 6a possesses four carbon atoms between the
two nitrogen atoms in the side chain, as is the situation
in chloroquine. The infrared absorption at 3420 cm™},
attributed to the N—H vibration, was quite broad and
disappeared with dilution, indicative of the presence of
intermolecular hydrogen bonds. Moreover, a second
absorption was observed at 3680 cm™! which is similar

Biot et al.

Table 1. Mean and Standard Deviation of ICso of Chloroquine
and 1a for Each Parasite Strain®

parasite ICso (ug/mL)

strains CQDP n la n
SGE2 0.194 + 0.175 8 0.160 £+ 0.141 5
FG2 0.091 + 0.065 3 0.059 + 0.003 4
FG4 0.048 + 0.009 4 0.057 + 0.002 5
FG3 0.501 +0.139 3 0.095 + 0.051 4
FCM6 1.241 £0.937 9 0.061 + 0.013 8
FCM17 2.813 +£2.189 5 0.177 £ 0.151 3
FG1 2.620 +0.175 3 0.067 +0.008 "3

¢ Values are the arithmetic mean ICs (ug/mL) + SD. Strains
are regrouped according to their chloroquine susceptibility defined
as susceptible for ICsg < 0.1 ug/mL, intermediate for ICs between
0.1 and 1 ug/mL, and resistance for ICso > 1 ug/mL.

Table 2. Effect of CQDP and 1a on P. berghei N. and .
P. yoelii NS.¢

parasite cQ 1a
strain 1mgkg 10mgkg 1mgkg 10mgkg
P. berghei N.
expt 1 69.2 2.08 75.54 0
expt 2 60.1 0.59 75.8 0
P. yoelii NS.
expt 1 64.7 0 125.2 0.3
expt 2 76.6 0 109.1 0

¢ Percent of parasitemia in control mice observed at the end of
a 4-day test. Concentrations indicated in chloroquine base equiva-
lents.

Table 3. Antimalarial Activity of CQDP and 1a on P. berghei
N. and P. yoelii NS. Mortality in Mice

parasite cQ 1a
strain 1mghkg 10mgkg 1mgkg 10mgkg none
P. berghei N.
expt 1 5/5 5/5 5/5 0/5 5/5
expt 2 5/5 5/5 55 0/5 5/5
P. yoelii NS.
expt 1 5/5 5/5 5/5 0/5 5/5
expt 2 5/5 5/5 5/5 2/5 5/5

to the one reported for an intramolecular bond forma-
tion. We suggest that complex 6a contains both inter-
molecular and intramolecular N—H hydrogen bonds.

Biological Activities. The screening procedure is
described in the Experimental Section, and the anti-
malarial activity of the compound described herein is
given in Tables 1-3.

1. In Vitro Assessments of Antmalanal Activ-
ity. The results summarized in Table 1 indicated that,
against the chloroquine-sensitive lineage SGE2, FG2,
and FG4, the new water-soluble ferrocene analogue and
chloroquine had a similar level of activity. Against the
semi-chloroquine-resistant FG3 strain, 1a was found to
be more active than CQDP, the ICs, ratio being about
5. Also, 1a proved to be far more active against the
highly chloroquine-resistant lineages FCM6, FCM17,
and FG1. In fact, the ratio of ICsy indicated that
compound 1a was about 22 times more effective against
the parasite than CQDP.

2. Blood Schizontocidal Actlvxty in Mice. Table
2 shows the results of preliminary in vivo tests. Con-
centrations are indicated in chloroquine base equiva-
lents. We observed that 1la appears as efficient as
CQDP upon the two strains in a 4-day test. Survival
study up to 60 days after the end of a 4-day test (Table
3) indicates that for 1a at the highest dose all mice were
cured from P. berghei N. infection and only 20% of mice
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Scheme 2. Synthesis of [(N,N-Substituted
amino)methyl]ferrocenes

-1LkO ]
H0=0 * HNR; —— HO-Cilj-NRy ————»= H.C=NR,
HNR, ®
i’ HIN=Clls=NRs + H

then :

showed a recrudescence of infection with P. yoelii NS.
Recrudescence occurred in all cases in chloroquine-
treated mice.

The structure—activity relationships demonstrate
that the antimalarial effect increased due to the pres-
ence of ferrocene. The main criteria for effectiveness
of our new drug la against the malaria parasite could
be its ability to penetrate infected cells.

Many observations showed that CQ accumulation and
efflux kinetics are different in sensitive and resistant
P. falciparum strains.!® As la totally inhibits the
resistance to CQ, the mechanism of action of the coupled
molecules should be different from that of chloroquine:
the reason for this difference has been unknown until
now. But we could suggest that 1a was not released
(or was slower than CQ) by resistant P. falciparum.
Further studies to examine the kinetics of 1a accumula-
tion and release by the parasite are in progress.

Experimental Section

Chemistry. NMR spectra were recorded on a Brucker AC
300 spectrometer, IR spectra on a Perkin-Elmer 1420 instru-
ment, and UV spectra on a Uvikon 930 spectrometer. EI mass
spectra were acquired with a quadrupole instrument (Nermag
R 10-10 H). Melting points are uncorrected. Merck’s Kieselgel
60 PF254 was used for layer chromatography.

[(Dimethylamino)methyl]ferrocene is available commer-
cially. The other [(V,/V-substituted amino)methyllferrocenes
have to be prepared as described below for [(diethylamino)-
methyl]ferrocene (Scheme 2).

Synthesis of [(Diethylamino)methyllferrocene. Di-
ethylamine (830 uL, 8 mmol) was added dropwise to a stirred
solution of formaldehyde (300 uL, 4 mmol) in water (37%) at
0 °C. The reaction mixture was then stirred at room temper-
ature for 45 min. Pellets of potassium hydroxide were next
added until saturation. Diethyl ether (25 mL) was added, and
the resulting organic layer was dried over Na,SO, and distilled
(T =107 °C; P = 17T mmHg). N,N,N',N'-tetraethylmethylene-
diamine was isolated as an oil (190 mg, 30%).

A mixture of ferrocene (2.79 g, 15 mmol), N,N,N',N'-
tetraethylmethylenediamine (2.37 g, 15 mmol), and phosphoric
acid (1.3 mL) was heated in acetic acid for 5 h. After the
mixture cooled to room temperature, a solution (20 mL) of H,O/
Et,0 (1:1) was added, the aqueous extract was made alkaline,
and the free base was extracted with CH,Cl; (2 x 100 mL).
The organic layers were combined, dried over Na,SO,, and
evaporated to dryness. The red oil was purified by TLC
(elution with Et;O/hexane/triethylamine) (1.504 g, 37%): 'H
NMR (CDCly) 6 4.15 (m, 2H), 4.10 (m, 7H), 3.50 (s, 2H), 2.42
(m, 4H), 1.02 (m, 6H).

The two other derivatives were synthesized following an
identical procedure.

Lithiation of [(Dimethylamino)methyl]ferrocene (2)
To Form 2'. Under nitrogen, a stirred solution of [(dimethy-
lamino)methyl]ferrocene (2; 2.43 g, 10 mmol) in 20 mL of
anhydrous diethyl ether was treated with n-butyllithium in
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hexane (5 mL, 12.5 mmol). Metalation was completed by
stirring for 16 h at room temperature, and the crude solution
was employed as described below.

Condensation of 2’ with V,V-Dimethylformamide. The
solution described above was reacted with N,N-dimethylfor-
mamide (0.8 mL, 12.5 mmol) under nitrogen at room temper-
ature. After 4 h the compound was hydrolyzed by addition of
water (20 mL). The organic layer was separated, and the
remaining aqueous phase was washed with small portions of
diethyl ether (2 x 20 mL). The Et.0 extracts were combined,
dried over Na,SO,, and evaporated to dryness to give a red
oil which was purified through silica gel chromatography.
Elution with Et;O/hexane/triethylamine (70:20:10) gave 2-[(N,N-
dimethylamino)methyl]ferrocenecarboxaldehyde (3; 1.9 g,
70%): *H NMR (CDCl3) 6 10.10 (s, 1H), 4.81 (m, 1H), 4.61 (m,
1H), 4.56 (m, 1H), 4.21 (s, 5H), 3.85 (d, 1H, J = 13 Hz), 3.35
(d, 1H, J = 13 Hz), 2.23 (s, 6H); MS (EI) m/e 271 (M**), 256
(M** — CHO), 227 (M** — NMey), 198 (M** — (CHO + NMe»)),
163, 121, 95, 58, 56.

Synthesis of 2-[(N,lN-Dimethylamino)methyllferrocen-
ecarboxaldehyde Oxime (4). A solution of sodium hydrox-
ide (0.48 g, 12.2 mmol) in water (3 mL) was added to a stirred
mixture of 3 (1 g, 3.7 mmol) and hydroxylamine hydrochloride
(0.42 g, 6 mmol) in EtOH (25 mL) at room temperature. The
resulting solution was stirred under reflux for 2 h, quenched
by the addition of water, neutralized by treatment with CO:
