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RESUME EN FRANCAIS

Certaines porphyrines et analogues sont utilisésnmm® photosensibilisateurs en
photothérapie dynamique des cancers. Les porplsyghecosylées sont, dans ce domaine
particulierement intéressantes. En outre, il eshnoo que les cellules endothéliales
constitutives de la néovascularisation tumoral@siague certaines cellules cancéreuses,
surexpriment lintégrineny 3. Cette glycoprotéine transmembranaire est capddlse lier
aux protéines de la matrice extracellulaire pamtdimédiaire de la séquence peptidique
Arginine-Glycine-Acide Aspartique (RGD)Avec pour finalité leur application en
photothérapie anticancéreuse, nous avons mis a, jaoi cours de ce travail, la synthése de
nouvellesmésearylglucosylporphyrines portant le motif peptidgRGD. Ainsi, nous avons
dans un premier temps synthétisé en phase solide ppemiere famille de composés
constituée de tritolyl et triglucosylporphyrinesriamt le tripeptide RGD fixé en position
ortho ou para d’'un groupement phényle. Par la suite, nous awynshétisé une deuxiéme
série de photosensibilisateurs portant un pentajeepycligue comportant la séquence RGD,
cyclisé par réaction de métathése sur supportesdidus avons également formé par réaction
de métathése en phase solide un dimereéssarylglucosylporphyrines liées par un pont
peptidigue RGD. Tous les composés synthétisés téntaractérisés par spectroscopie UV-
Visible, RMN et spectrométrie de masse MALDI. Deaugl certains de ces composeés
produisent de I'oxygéne singulet et une étude midkire d’activité biologique a été réalisée
sur la lignée promyélocytaire K562. Les résultditenus indiquent que cette nouvelle classe

de photosensibilisateurs semble prometteuse pdhétapie photodynamique.

Mots clés. Porphyrines, Peptide, RGD, Glycosylation, Mékath Photothérapie, Cancer.



ABSTRACT

Synthesis and characterization of a new classyafaglylated porphyrins bearing the RGD

moeity and their application in photodynamic therap

The use of porphyrins and analogues as photossarsitiogether with visible light is a
new treatment of tumors (photodynamic therapy, PITBrbohydrate-substituted porphyrins
are in this domain very promising compounds. Initaid it is known that endothelial cells
of the neovascularisation in tumors expresfz integrin. Extracellular domains of this
transmembrane glycoprotein are able to bind compusnaf the extracellular matrix (ECM)
and more precisely the sequence Arg-Gly-Asp. Witle t&aim of their utilization in
photodynamic therapy of cancers, we describe ththegis and characterization (UV-Visible,
mass, NMR) of new glucosylated porphyrins bearimg RGD moiety. The first synthetised
compounds were derived from tritolyl and trigluclasylporphyrins where the peptidic
moiety is linked to the phenyl group by a spacer by means of a solid phase reaction.. The
second series consists of glucosylated porphyrivate/es bearing a cyclical unsaturated
pentapeptide including RGD sequence, obtainedrgyaiosing metathesis in solid phase. We
have also synthesized a dimer in which the two agylated porphyrins are linked by the
RGD sequence. These compounds produt@sl and photocytotoxicities against K562
leukemia cell line were favourably compared to Bfrat 11®. Due to their sensitising

abilities, these compounds are of considerablegstdor photodynamic therapy.

Key Words Porphyrins, Peptide, RGD, Glycosylation, metathePhototherapy, Cancer
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INTRODUCTION

Les porphyrines, macrocycles tétrapyrroliques atmueas, sont des molécules trés
largement représentées dans les milieux vivantss larticipent, sous forme métallée, a de
nombreux processus biologiques. Ainsi, 'hémoglebou la myoglobine, construites sur la
base d’'une porphyrine de Fer, assurent le trangpde stockage de I'oxygéne moléculaire.
De telles structures sont également impliguées damgdation de substrats par les
cytochromes (notamment le cytochrome P450) ou endans la photosynthese chez les
plantes et les bactéries photosynthétiques. L@&ttgorté a la conception et au développement
de nouvelles stratégies de synthéses de porphymiaesessé de croitre ces derniéres années
en raison de leur vaste domaine d’applicationsefiat, construire, par exemple, des modeéles
d’hémoprotéines, mimant I'aptitude des enzymes paureconnaissance ou la catalyse,
permet de comprendre leur fonctionnement dansystemmes naturels. En outre, certaines
porphyrines d’origine synthétique ou naturelle &éeetent étre particulierement efficaces en
tant que catalyseurs régiosélectifs ou parfoigst#lectifs d’époxydation et d’hydroxylation,
en tant gu'agents de photodécomposition de I'ealemeore en tant que matériaux pour
I'optoélectronique. La photothérapie dynamique (POX€chnique en plein essor appliquée
entre autres au traitement du cancer, est un datraine d’application des porphyrines qui a
particulierement retenu l'attention dans la demipériode. Cette technique est basée sur
I'utilisation de photosensibilisateurs rendus cgkiques par irradiation lumineuse. Le
Photofrin 1f° (mélange de porphyrines naturelles) et le FoSc@uorphyrine d'origine
synthétique) sont deux photosensibilisateurs detmeint commercialisés pour ce type de
thérapie. Face au manque de photosensibilisatéficaces a structure bien définie, capables
de s’accumuler spécifiquement dans les cellules@anses, le développement de nouvelles
molécules reste un enjeu important. La recherchealereaux sensibilisateurs semble se
diriger vers la conception de molécules constituBes macrocycle tétrapyrrolique associé a
une structure assurant le transport et/ou la reaiesance cellulaire. Dans ce domaine, les
glucides se révelent étre d’excellents agents dtrisation vers certaines cellules tumorales.
Tout en permettant d’augmenter I'hydrophilie. Flewrs, une meilleure compréhension ces
dernieres années du phénomeéne de croissance terebdss différents facteurs mis en jeu, a

permis d’envisager de nouvelles cibles thérapeatiqparmi lesquelles la néo-vascularisation



tumorale par lintermédiaire de diverses glycopr@é comme l'intégrinen,fs, qui est
capable de reconnaitre spécifiguement la séqueaptaljgue RGD.

Notre travail s'inscrit dans le cadre d’'un prograende syntheése de porphyrines glycosylées
peptidiques entrepris dans notre laboratoire. Nwésentons, tout d’abord, la synthese et la
caractérisation structurale d’'une série rdésearylporphyrines portant le motif peptidique
RGD. Ce dernier devrait assurer la spécificité de ghotosensibilisateurs pour les cellules
endothéliales de la néo-vascularisation tumoralgoat certaines cellules cancéreuses. Avec
le méme objectif, des porphyrines glucosylées poria pentapeptide incluant la séquence
RGD, cyclisé par réaction de métathése des alcenesgié préparées. Enfin, nous présentons
la synthése d’'un dimére de porphyrines glucosyd®es les deux macrocycles sont liés par le
peptide RGD. Tous ces composés ainsi que leur pa@ars ont été caractérisés par diverses
méthodes spectrales (UV-Visible, RMM, *C, SM MALDI). Une étude biologique
préliminaire a également été reéalisée pour cert@instosensibilisateurs sur la lignée

cellulaire K562 afin d’évaluer leur activité anthez®reuse.



LES PORPHYRINES - STRUCTURE, PROPRIETES ET
APPLICATIONS - MISE AU POINT BIBLIOGRAPHIQUE,

1 - Structure

Les porphyrines sont des macrocycles fortementugnigs constitués de quatre unités
pyrroliques liées entre elles par des ponts méthHiresquelette de base est aromatique et
'aromaticité est due, conformément a la régle dekel, a un systéme de 18 électrans
(figure I-1). De ce fait, ces macrocycles sont @upart particulierement stables et d’autre
part tres fortement colorés. En outre, les porpiggise comportent en fonction du pH comme
des diacides ou des dibases et peuvent alors étal@es par presque tous les métaux de la
classification périodiqi8. Elles constituent sous cette forme d'excellentgents

d’oxydoréduction, thermiques ou photochimiques.

(a) (b)

Figure I-1 : (a)- Porphyrine base libre ; (b)- Pdngrine base métallée ;
(c)- Représentation du systéme de 18 électrmm®matiques.



Dans les années 30, le chimiste allemand Hans éfiScpropose pour la premiére fois un
systeme de nomenclature encore utilisé de nos pmusdésigner les porphyrines substituées
sur les positiong—pyrroliques. Ainsi, les atomes de carbone des ipositméthines, aussi
appelés « méso » sont numératég, y et d et les carbonel-pyrroliques sont notés 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7 et 8. La complexité des porphyrines lstigées augmentant, une numérotation
systématique du macrocycle a été adoptée en®L@fifi de simplifier la nomenclature de ces
molécules. Les carbones méso portent alors legrma®, 10, 15, 20, les positiomet 3 des
cycles pyrroligues sont notées respectivement @, 4,11, 14, 16, 19 et 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17,

18 et enfin les numéros 21, 22, 23, 24 ont étédbatis aux quatre atomes d’azote.

positions " B-pyrroliques”

positions méso positions " a-pyrroliques”

Figure I-2 : Systeme de nomenclature conventiodnghacrocycle.

Dans le cas des porphyrines substituées sur l&ops$-pyrroliques, les substituants
peuvent étre agencés de diverses facons les umagyort aux autres autour du macrocycle
ce qui induit I'existence d’isomeéres de structucenmés « isomeres types » par Fischer et
numérotés en chiffres romains 1, Il, I, etc.

Le macrocycle porphyrinique, structure de géométnemalement plane, est relativement
flexible et peut adopter dans certains cas desocmattions non planes. De telles distorsions
peuvent étre engendrées par la protonation des deumes d’azote non hydrogénés, la
présence de groupements volumineux en positi@soou encore par la métallation. Les
conformations de porphyrines non planes peuvemst é@écrites par essentiellement quatre
modes de distorsion suggérés par Scheidt et’’Lee nommés « Saddle », « Ruffled »,
« Domed » et « Wave ». Ainsi, la présence d’urt jpati métallique tel que le Ni(ll) engendre

une conformation de type « Ruffled » alors que istogsion induite par un métal plus

volumineux comme le TI(Ill) est de type « Domed ».



@ S) ® ©)
@ ©)
© @ @ @
© ©) ©) S) ©
Saddle Ruffled
® © o
©) ©)
© ©)
© ©
©) ©) ©
Domec Wave
()
(b) (c)

Figure 1-3 : (a)- Les quatre modes de distorsiorpdephyrine ; (b)- Octaéthylporphyrine base libraupe ; (c)-
Octaéthylporphyrine de Nickel non plane (Ruffféd)

Par ailleurs, les substituants portés par les cadmése comme des groupements phényle

par exemple, s’orientent hors du plan du macrocyldesorte a limiter les interactions

stériques avec les hydrogén@spyrroliques. Ces interactions, dans le cas desse

arylporphyrines substituées en ortho sont a I'aggde I'existence d’atropoisoméres notés

aooa, aBaa, apap etappa (figure I-4).



Figure I-4 : Représentation schématique des atremoieres de méso-arylporphyrines.

Les macrocycles tétrapyrroliques sont trés largemaprésentés dans les milieux vivants. lls
sont métallés et généralement associés a des n@etdCes molécules, sous cette forme,
participent a des processus naturels variés d’ améghimtion. La figure I-5 présente quelques
exemples de tels pigments naturels (porphyrinesnaarocycles dérivés) choisis parmi les

plus représentatifs.

chlorophylle a:
Ry = J ;Ro=Me ;Ry=phytyle

chlorophylle b ,

Ry = i R2=-CHO ; R = phytyle
chlorophylle c:
Ry = / ;Ro=Me ;R =phytyle
Me Me Me Me

phytyle = A~ A A AANAAAN

Groupe prostétigue Chlorophylles

de I'heme

Me CONH,
'i
O HN O . .
Me > OH i Vitamine B12
- ~
o\ 0
o- H
O
HOCH,

Figure I-5 : Exemples de macrocycles tétrapyrrofigunaturels.



Comme nous l'avons indiqué précédemment, les mgchex tétrapyrroliques naturels sont
impliqués dans des processus d’oxydoréduction figgienou photochimique des milieux
biologiques. Ainsi le transport des gaz respira®ifQ, CO,) est assuré par 'hémoglobifie
protéine dont le groupe prosthétique est une poipdy la protoporphyrine IX métallée par
du fer au degré d’oxydation +II ('héme). La myogiloe quant a elle, protéine de structure
tres proche de celle de I'hémoglobine possédantieéggmt I'héme comme groupe
prosthétique, participe au stockage de I'oxygénesdas tissus musculaires ainsi qu’a son
transport vers les mitochondries. Les cytochromesstituent une autre classe de
métalloprotéines construites autour d’'un noyau héme. L’environnement protéique de ces
molécules permet a I'atome de fer central de pagsersiblement du degré d’oxydation Il
au degré d’oxydation Il. De ce fait, les cytochrene la chaine respiratoire, comme le
cytochrome ¢ par exemple, jouent le réle de trariepos d’électrons lors du processus de
respiration cellulaire. Le cytochrome P450 quali anétabolise des composés xénobiotiques
en catalysant leur oxydation ou leur réducfiorNous pouvons également citer comme
exemple de macrocycles tétrapyrroliques naturelstéamine B12 dont la structure est celle
d’'une corrine meétallée par un atome de cobalt pouvse trouver a divers degrés
d’oxydoréduction. La vitamine B12 est le cofacteler réactions de transméthylation et de
réactions d’isomérisation. Associée a l'acide foéigelle intervient dans la transformation de
I’'homocystéine en méthionine par la méthionine lsgsé. En outre, elle est impliqguée dans la
formation des globules rouges. Une carence en in&aml12 se traduit par une anémie, une
accumulation d’homocystéine dans le sang respomshbproblemes cérébrovaculaires ainsi
que par une raréfaction de la méthionine impligdées la production de myéline ce qui
altere les transmissions nerveuses. On rencogtaker@ent dans le monde végétal de tels
pigments : les chlorophylles par exemple sont ¢ugsts d’un noyau tétrapyrrolique métallé
par du magnésium et portant comme substituant leotabalcool a longue chaine, le phytol.
Ces molécules, par absorption de photons et tndndfénergie, sont a l'origine de la
photosynthese.

2 - Caractérisation des porphyrines
2-1 Spectroscopie UV-Visible

Si I'on recherche l'origine étymologique du mot erphyrine », on constate qu'il
dérive du mot grecque porphura» qui désignait dans I'antiquité la teinte pourdten’y a



donc rien d’étonnant a ce que les pionniers dehian@ des macrocycles tétrapyrroliques les
aient dénommés ainsi compte tenu de leur trés footeration. En effet, parce que les
porphyrines possedent un systéme d’électrofatement conjugué, ces molécules absorbent
dans le domaine du visible et présentent un spdt@besorption trés caractéristique. Il résulte
de transitionst— T et se compose d’une bande interse (00000 L.mot.cni?) entre 390

et 430 nm (proche UV) appelée bande de Soret odebBret de quatre autres bandes situées
entre 480 et 700 nm (Visible) d’intensité dix agtiriois plus faible appelées bandes Q. La
région du spectre située dans le domaine du vjsj@eéralement sensible aux variations de
structures, renseigne sur la substitution du mgctec En effet, les quatre bandes Q,
numeérotées de | a IV en partant des énergies lsshasses, voient leurs intensités relatives
varier notablement en fonction de la nature etadpdsition des substituafits On distingue

ainsi essentiellement quatre types de spectres|éppétio, rhodo, oxorhodetphylld®.

v 1l
1l
v
I Il
éthio rhodo l
I T T
500 600 A () 500 600 A (umm)
v
Il
11
|
oxorhodo phyllo
T | Ao l T i
500 600 500 600

Figure 1-6 : Profil des bandes Q pour les 4 pringipx types de spectres d’absorption
de porphyrines bases libfés



Dans les années trente, I'équipe de Hans Fisch@s &n évidence une série de corrélations
empiriques entre les structures de porphyrinegsintensités relatives des bandes Q. Bien
gu'il existe d’assez nombreux contre-exemples ocostre généralement le typgo dans le
cas de porphyring’3-substituées par au moins 6 groupements ou daraslde la plupart des
mésarylporphyrines. Lesnés@orphyrines portant un substituant saturé (par @kerane
chaine alkyle) auront généralement quant a ellespactre de typphyllo. La présence de
groupements riches en électranécarbonyle...) en positiofd-pyrrolique génere un profil de
spectre de typehodoalors que la présence de deux de ces mémes greafsean positiofi-
pyrrolique sur deux pyrrole opposés conduit a wetsp de typexorhodo

Pour le cas des porphyrines métallées ou prototeéasmbre de bandes d’absorption dans le
domaine du visible est réduit a deux. Les deux barf@ sont alors noméaset 3 en partant

des grandes longueurs d’'onde.

T T T T T T
200 600 A (nm) 500 600 A(nm) 500 600 A(nm)

(@) (b) (©)

Figure 1-7 : Bandes Q de spectre d’absorption daathylporphyrines métallées
par : (a) Ni(ll), (b) Zn(11), (c) Cd(ll).

La substitution du macrocycle n’a dans ce cas ge® peu d'influence sur les intensités
relatives des bandeset 3. En revanche, la nature de I'ion métallique figEpar conséquent
la plus ou moins grande stabilité du complexe pgnipe-métal, engendre d’importantes
modifications du rapport des intensités de ces demandes. En effet, un rappaxif3 > 1
indique généralement la présence d’un métal implidans un complexe plan, stable avec la
porphyrine (c’est le cas par exemple avec Ni(ll)emcore Zn(ll)). Par contre, lorsque le
métal peut étre facilement remplacé par deux pspton observe un rappanifp < 1 (par

exemple avec Cd(ll)).



Goutermalf! a développé dans les années 60 une théorie quiepetexpliquer le profil des
spectres électroniques des macrocycles tétrapyuesi La théorie de Gouterman est appelée
« modele des quatre orbitales » parce qu’il neidens uniquement que les deux plus hautes
orbitales moléculaires occupées (HOMO) et les dpluws basses orbitales moléculaires
vacantes (LUMO) (figure 1-8). D’autres modeles péagisfaisants I'ont maintenant supplanté
mais I'approche des quatre orbitales reste toujtaurseilleure introduction a la théorie des
spectres UV-Visible des porphyrines. Gouterman’appsiyant sur les grand principes de la
théorie des polyenes cycliques, qui a elle seulparmet pas d’expliquer les variations du
spectre UV induites par des variations du squetitia porphyrine, a donné une signification
physique satisfaisante a la théorie de Hickel quét@ appliqguée aux macrocycles
tétrapyrroliques pour la premiere fois par Longdeajgins. Ce dernier avait obtenu par le
calcul deux orbitales HOMO non dégénérées, apeléet a, pour des raisons de symétrie
(renommeées respectivement bt bh par Gouterman), et une paire d'orbitales LUMO

dégénérées appelégqenommeées; et ¢ par Gouterman).

LUMO

ci(eg) C2(€g)

HOMO

bl(azu) b2(a1u)

Figure 1-8 : Représentation schématique des orbgaholéculaires HOMO et LUMO
dans le cas d’'une symétrigid.
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Gouterman postule que les deux orbitales HOM@thy sont accidentellement dégénérées.
Ainsi, le modele des quatre orbitales, en tenamhpte des vibrations moléculaires du
macrocycle et du concept des dipbles de transjtippemet de prévoir le nombre et les

intensités relatives des bandes Q.

2-2 Résonance Magnétique Nucléaire

2-2-1 Spectroscopie RMN du proton

La résonance magnétique nucléaire du proton ag®icaux macrocycles porphyriniques
fournit des spectres tres caractéristiques. Ern,d#ecourant de cycle induit par le champ
magnétique imposé par I'appareil génere un importdne d’anisotropie magnétique dont
'axe est perpendiculaire au plan du macrocyclgu(@ 1-9). Ainsi, les protons situés a
I'intérieur de ce cbne sont blindés alors que ledgns situés a I'extérieur, dans le plan de la

molécule, sont déblindés. Le spectre RMN est atgadu sur une large zone de plus de 15
ppnt'?.

1

!
!

\

4 \\ Champ
i \\ induit
\

Champ
induit

Caurant de cycle
induit

Champ
appliqué

Figure 1-9 : Cbne d'anisotropie magnétique d’'unemuoyrine.

Le spectre RMNH de la porphine, porphyrine la plus simple nonssitiée, est constitué de
3 singulets a -3,76, 9,74 et 10,50 ppm. Ces sigsank attribués respectivement aux protons

liés aux atomes d’azote, aux protons des posifigmgroliques et aux protomaéso.
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Figure 1-10 : Spectre RMRH de la porphine dans CD¢I

L’existence du courant de cycle se traduit entriegeauchoses par un trés fort blindage des
protons NH pyrroliques. Notons par ailleurs quenidité du signal correspondant aux 8
protonsB-pyrroliques résulte de la tautomérie des protoHisitNernes. Pour les porphyrines
de structures plus complexes, les variations déadéments chimiques sont plus difficiles a
expliquer et résultent de changements du couranycle induits par les effets électroniques,
stériques ou encore anisotropiques des subsstuBfine maniére générale la substitution
en positionméso produit une diminution du courant de cycle. Néamsioon retrouve
toujours les spectres caractéristiques des pomgriquelle que soit la nature des
substituants, présentant les signaux NH pyrroligmésrnes entre —2,7 et —4,0 ppm, les
signaux HPB pyrroliques vers 9 ppm et les signaux méthines ¥6rppm, dans le cas ou ces
positions ne sont pas substituées.

La figure 1-11 présente un exemple d’étude de spsoopie RMN'H montrant 'influence de
la distance et de l'orientation d’'un proton par paq au cycle porphyrinique sur son

déplacement chimique. Ponomarev cell!*”

. ont synthétisé et caractérisé par RMN les
isomeére<is ettransdu 1,2-di(octaéthylporphyrinyl)éthylene. Les spestRMN de ces deux
dimeres sont bien différents et témoignent delligrice du courant de cycle. En effet, dans le
cas de lisomereis, structure impliquant une orientation de type gefa-face » des deux
porphyrines, les protons méso et les protons Netmets subissent un important blindafé (
~ 2,5 ppm) par rapport a l'isometeans de structure plus ouverte. La multiplicité et le
déplacement chimique des protons des groupementg/leétvarient également

considérablement d’'un isomeére a l'autre.
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Figure 1-11 : Exemple de I'effet du macrocycle ks déplacements chimiques des substit{f&nts

La protonation du macrocycle tétrapyrrolique aipsé la métallation affectent sensiblement
le spectre RMN. L’augmentation du courant de cydeociée a un gain de symétrie de la
molécule induits par la protonation sont resporesaigelon Abrahafd, d'un déblindage des
protons périphériques et d’un blindage des proimesnes. La métallation se manifeste quant
a elle principalement par la disparition des signidlti pyrroliques et conduit a des variations
de déplacements chimiques des protons périphérigmidsnction de la nature et du degré
d’oxydation du métal ainsi que de la nature durdyqui lui est associé.

Généralement, les constantes de couplagatre les protons B-pyrroliques sont comprises
entre 4,0 et 4,5 Hz. En ce qui concerne les cotedale couplage des protons des substituants
portés par le macrocycle, elles ne sont généralepanremarquables et ne different pas de

celles des substituants isolés.
2-2-2 Spectroscopie RMN du carbone 13.

Le spectre RMNC du macrocycle porphyrinique se compose essamtielit de trois
Zones :

v' Les carbonemésoqui résonnent entre 95 et 120 ppm,
v' Les carboneB-pyrroliques qui résonnent vers 130 ppm,

v Les carbones-pyrroligues qui résonnent vers 145 ppm.
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Le signal correspondant aux carborepyrroliques est généralement élargi et assez mal
défini. Ceci est la conséquence directe de la taétie@ des protons NH internes. Ce
phénomene peut également affecter dans certaink daeme des signaux des carbofies
pyrroliques. Un abaissement de température (-6p&@et de ralentir la tautomérie et a cette
température on observe pour les carbamgg/rroliques deux pics correspondant chacun a
quatre carboné&s.

Notons par ailleurs qu’en RMRKC, la résonance des noyaux est relativement pesibéen

aux courants de cycle.

2-3 Spectrométrie de masse

Les porphyrines se caractérisent entre autres partneés faible volatilité. De ce fait, les
techniques classiques d’ionisation ne sont généeale pas adaptées a |'étude par
spectrométrie de masse de ces composés. Néannmminsappliguant des méthodes
d’ionisation plus douces, comme les techniques S#MSNALDI, la spectrométrie de masse
se révele étre une méthode d’investigation préeigusur confirmer la structure d’une
porphyrine, permettant d’observer la masse molairéventuellement des fragmentations
correspondant a la perte de groupements périplesiqu

La méthode MALDI (désorption/ionisation laser agss par matrice) (figure I-12) permet le
passage en phase gazeuse de molécules ioniséetesntee haut poids moléculaire. Le
composé a analyser, mélangé a un exceés de molé@ulesomposé servant de matrice, est
adsorbé sur un support métallique. Le dépbt estitengradié par des impulsions laser
courtes (quelques nanosecondes ) dont la longutandal correspond a une bande
d’absorption de la matrice. L'énergie délivrée [mitaser est absorbée de maniéere sélective
par la matrice ce qui conduit a un phénomene derpsn et d’ionisation. Une faible partie
de I'énergie absorbée est transmise sous formesdjéncinétique et d’énergie interne a la
substance analysée ce qui provoque I'éjection éespmoléculaires essentiellement intactes.
Les ions produits sont généralement [M¥HM-H]" ou peuvent étre issus de processus de
cationisation comme [M+Li] [M+Na]*, [M+K] .

La nature de la matrice est importante. Elle dog 8oluble dans les mémes solvants que la
substance étudiée de fagon a obtenir un dépdét hemeod=n outre, elle doit présenter une
forte absorption a la longueur d’'onde du laser.'&ide a-cyano-4-hydroxycinnamique

(HCCA) est une matrice couramment utilisée pouutié des macrocycles tétrapyrroliques, il

14



existe néanmoins une gamme assez étendue de carqos@ropriétés physico-chimiques

variées pouvant étre utilisés comme matrice entimmales caractéristiques des porphyrines
étudiée,

Les ions secondaires formés sont accéléres puigsasarace a un systeme a temps de vol.

. * " Molécules intactes

« @ Et fragments éventuels
@ .. I

L]
Laser a impulsion @

Désorption/ionisation

Composé étudié

P. 4

Support métallique Cristal de matrice

Figure 1-12 : Principe de la technique MALDI.
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3 - Méthodes de synthese de porphyrines.

Au cours des 60 derniéres années, l'intérét paumlacrocycles tétrapyrroliques ne cessant
d’augmenter, de nombreuses stratégies de syntleperghyrines ont été élaborées. Ainsi,
deux grands types de porphyrines ont été dévelappés

- des porphyrines substituées sur les positispgrroliques, pour leur structures semblables
aux porphyrines naturelles,

- des porphyrines substituées sur les positioéso
Dans ce chapitre, nous détaillerons plus partieiient les méthodes de préparations de

méseporphyrines.
3-1 Synthése denéseporphyrines

En 1935, Rothemuid' décrit pour la premiére fois la synthése d’'uneppygrine
symétrique substituée en positianéso En faisant réagir, sous atmosphere d'azote,
(figure 1-13) I'acétaldéhyde et le pyrrole dansriéthanol a diverses températures il a obtenu,
avec de tres faibles rendements, la méso-tétraipétiphyrine. Dans les mémes conditions
opératoires, en utilisant un nombre varié d’ald@sydl a synthétisé diverses porphyrines
portant comme substituants des groupes propyl},jatignyl ou encore 4-méthoxyphényl. En
1941, Rothemund améliore les trés faibles rendesnantienus jusqu’alors. Ainsi en faisant
réagir dans une ampoule scellée du pyrrole (3,8Mbenzaldéhyde (4,9M) dans la pyridine
& 220°C, il a obtenu lmésetétraphénylporphyrine avec un rendement de I'odér&%'°.

Ph Ph
@ / \ Pyridine
CHO + [> -
N A
H
Ph Ph

Figure 1-13 : Méthode de Rothemund appliquée gtdtsese de la
méso-tétraphénylporphyrine.
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Calvin etcoll. ont montré qu’il est possible dans les mémes itiond de doubler le
rendement en ajoutant au milieu réactionnel deétate de zirlt". De cette facon, ils ont
synthétisé lamésetétraphénylporphyrine métallée par du zinc aveaemdement de 11%.
Ces travaux sont les premiers d’'une importantes s#i publications traitant des effets de la
présence de métaux sur ce type de réactions.

En 1967, Adler et Londt’ ont amélioré de maniére significative la synthése
porphyrines par condensation d’aldéhydes et deolgyrEn condensant le benzaldéhyde et le
pyrrole dans I'acide propionique a reflux dans @acteur ouvert a l'air libre, ils ont formé la
mésetétraphénylporphyrine avec un rendement supérie@0%. La méthode de Adler-
Longo, de part ces conditions de réactions pluscegua permis l'utilisation d’'une plus
grande diversité d'aldéhydes, et par conséquensyfhése d’'une importante variété de
meésetétraarylporphyrines symeétriques.

En 1975, Littl€"” a adapté cette méthode & la synthésméssarylporphyrines non
symétriques. Cette méthode dite des « aldéhydegesnmixconsiste a condenser dans l'acide

propionique a reflux du pyrrole et deux aldéhydiéents (figure I-14).

O~ _H 0. _H _
4 [\ + n Y + (@n) Y C,HsCO,H, air
R}

h' R,. reflux, 30min

avec i=1 ou 2
selon la stoechiométrie des
composés de départ

Figure 1-14 : Méthode des aldéhydes mixtes.

En fonction des quantités stoechiométriques de if@aanployées, la réaction conduit a la
formation de plusieurs porphyrines substituées ymrdeux, trois ou quatre groupements
identiques. Par exemple, la condensation sur leolgyde deux aldéhydes A et B dans les
proportions 3 :1 conduit a six porphyrines que noons A (pour la porphyrine formée a
partir de quatre molécules de AiB\(pour celle formée a partir de trois moléculedst
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une unité de B)cis-A,B, et transA,B, (pour les isoméresis et trans de la porphyrine
formée de deux unités de A et de deux unités deAB), et B,. La distribution statistique
théorique est la suivarte : A, = 31,64% ; AB = 42,19% cCis-A:B; = 14,06% transA2B;

= 7,03%; AB = 4,69% et B = 0,39%. En pratique, le rendement en porphyrin® A
n'excede jamais 5 a 7% et I'existence de réactampolymérisation du pyrrole au cours de
toutes ces synthéses implique dans bien des cdastidieuses étapes de purifications
chromatographiques. Néanmoins, la méthode de Ldskecouramment employée pour la
synthese de porphyrines pouvant étre facilemetéasar cristallisation.

En 1978, Svirskaya et LesnBf proposent, dans le but de synthétiser la 5-hyqrioégyl-
10,15,20-tritolyporphyrine, un protocole, en phaséde, limitant les étapes de purification
(figure 1-15). Leur approche consiste dans une memétape a fixer le 3- (ou 4-)
hydroxybenzaldéhyde sur une résine polystyréneapot,7 mmol de chlorure d’acide par
gramme de polymére puis, dans une seconde étégiec aéagir ce support avec le pyrrole et

le para-tolualdéhyde dans I'acide propionique a reflux.

: .CHO
O O

Pyrrole

H" 0, p-tolualdéhyde
0 CH, HO CH,
> ) () Q) ()
K,CO,
—_— >
H,C CH, H.C CH,

Figure 1-15 : Synthése sur support solide.
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Malheureusement, les résultats qu’ils ont obtenistnpas été a la hauteur de leurs
espérances. Bien gu'ils soient parvenus a simplife purification, le rendement en
monohydroxyphénylporphyrine reste par cette méthetefaible (de 2 a 4,5%). Aujourd’hui
encore, ce rendement tres modeste n’est toujosrslpemement expliqué. D’autre part, pour
appliguer cette stratégie, il faut nécessairemaatlgin des aldéhydes employés posséde une
fonction permettant de le fixer sur la résine ce lomite son domaine d’application. Plus
récemment, d’'autres stratégies de synthése en [@udiske ont été développées mais les

résultats restent peu concludfits

En 1985, GonsalvE€s a montré qu'un mélange de pyrrole et d’alkylaldégen présence
d’acide trifluoroacétique en quantité catalytiquaduisait & un porphyrinogéne pouvant étre
oxydé enmeésetétraalkylporphyrine avec un bon rendement. Enligpant cette méthode,
Lindsey*! a synthétisé un grand nombre mésetétraarylporphyrines. Ainsi, en utilisant le
dichlorométhane rigoureusement anhydre, sous cbufargon et en présence d’acide de
Lewis en quantité catalytique, il a obtenu, apresydation par une quinone, la

tétraphénylporphyrine avec un rendement de 46§argil-16).

7\ O _H

0N 4 . Y TFA ou BF OFt,
N .
H R CH,Cl,, 25T

CH,Cl,, 25T

3 DDQH,

3 DDQ

Figure 1-16 : Méthode de Lindsey.
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Depuis 1986, un trés grand nombre de porphyrinegsiques a pu étre synthétisé suivant ce
protocole, les conditions douces de la méthode iddsky autorisant I'emploi d’aldéhyde
méme peu stable. Les rendements optimaux ont &é@uwbpour des concentrations en réactif
de 10° mol.L?, c’est & dire en milieu dilué et en utilisant comoatalyseur le TFA ou le BF
éthérate. Récemment, I'équipe de LindSeg montré que I'utilisation conjuguée du TFA & la
concentration de 15.Tnol.L™* et du Bi-éthérate & la concentration de 310ol.L™* permet
d’améliorer les résultats de maniére significatitehdsey et Momenteau ont également
adapté cette méthode a la synthesendsearylporphyrines non symétriques. Pour cela, ils
ont augmenté la dilution des réactifs (de I'ordeel®® mol.L™Y) et la durée de la réactioh.

Une autre approche permettant de former des madesctétrapyrroliques consiste a utiliser
comme précurseur des dipyrrométhanes. Dans leesutigé Woolward et MacDon&d ont
synthétisé des porphyrin@ssubstituées par réaction d’'un dipyrrométhane ndrstd#ué sur
les positions 5 et 5’ avec un 5,5-bisformyldipyméthane. La méthode de MacDonald,
connue sous le nom de méthode « 2+2 », conduit wlampsemier temps a la formation d’un
porphyrinogene qui est, dans un second temps, gggdéne quinone. Cette stratégie a par la
suite été tres largement étudiée et appliquée symdhése daméseporphyrines et plus
particulierement a la synthese tlans méseporphyrines. Ainsi, au cours des dix derniéres
annees, Lindsey a réalisé une étude trés détai#eeette réaction et a montré notamment
qu’il était possible d'obtenir spécifiquement urteans-porphyrine en utilisant des
dipyrrométhanes encombrés comme le mésityldipyrtoam@® (figure 1-17). Il a obtenu de
cette facon la 5,15-dimésityl-10,20-bis(4-méthyipyiporphyrine avec un rendement de

48% sans observer la formation de I'isomgise

CH,
1) CH,Cl,, TFA

2) DDQ

CHO

Figure 1-17 : Adaptation de la méthode MacDonalgd+2 » a la synthése de trans méso-porphyrines.
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Récemment, Wheelhouse et Shiont obtenu une série de tétraarylporphyrines syguéts
avec de tres bons rendements en procédant@saarylation de la porphine commerciale
selon la méthode de Suzuki. lls ont ainsi obtentétiea-3-méthylphénylporphyrine avec un

rendement de 70%.

I i iii, iv
_

i) MgBr,-OEt,, Et,N, CH,Cl,, 60C
ii) CH,CONHBr, CHCI,, 0C Ar= -
iii) ArB(OH),, Pd(PPh,),, Na,CO,, PhCH,, MeOH, 70C

N
iv) HCI 2
Ar= .. rdt = 42%
~I
\_s

rdt = 70%

Ar = rdt = 52%

Figure 1-18 : Arylation de la porphine.

Cette méthode, qui permet de limiter les pertedddleyde, semble tres intéressante
particulierement dans le cas ou I'aldéhyde utiisg difficile a synthétiser ou tres colteux.

Si la synthese de tétraarylporphyrines symétricgstsaujourd’hui assez bien maitrisée, la
syntheése de porphyrines non symétriques resteatiglites faibles rendements obtenus étant
toujours la conséquence de la formation d’'un mélaieg porphyrines rendant bien souvent

les purifications fastidieuses.
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3-2 Synthése de porphyrineg-substituées

3-2-1 A partir d’'unité monopyrrolique

Plusieurs stratégies ont été développées pour &yseh de telles porphyrines. La premiere
méthode mise au point consiste a condenser dedsumibnopyrroliques substituées. Cette
voie de synthése ne se révele satisfaisante quesssubstituants des positiofis sont
identiques. L'une des principales stratégies dehege utilisant des unités monopyrroliques
est la tétramérisation de pyrroles non substituepasitionsa en présence de composes
assurant la formation des ponts méthine. Ainsi, ibBreet Haberl&” ont obtenu
I'octaméthylporphyrine par réaction de 3,4-dimétlyytole avec le formaldéhyde dans
I'acide acétique en présence de pyridine avec neraent de 77%.

Une autre approche importante passe par la conttemsi® pyrroles substitués en position 2

et/ou 5.

R R R R
gt gt
H N~ CHNMe, HooC N~ CHOH
H H
A B

Sieldel et Winkléf! ont synthétisé de cette facon plusieurs porphgrpisubstituées en
chauffant, a sec ou en solution, des pyrroles saldd au composB. Par ailleurs, la
condensation de pyrrole de typge suivie d’une oxydation par I'air permet d’obteres
porphyrines symeétriques avec de bons rendementsty@ze de réactions ne donne des
résultats satisfaisants que si les deux posifiepgrroliqgues sont substituées.

En 1996, Smith” a présenté une nouvelle méthode permettant d'mbemartir d'unités
monopyrroliques, des octaalkylporphyrines syméagjisomeriquement pures portant deux

types de substituants différents (figure 1-19).
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Me Et

Et Et Me Me Me Et
Me,NCH CH,NMe H H
2 N 272 N MeOH
H H £t Ve
Et Me

Figure 1-19 : Synthése de la tétraéthyl-tétramétbybhyrine.

Il a ainsi obtenu un rendement de 19% en effectlaantaction en présence dgR€(CN)
dans le but d'éviter la redistribution des sougéspyrroliques qui en milieu acide conduit a

un mélange complexe de porphyrines.

3-2-2 A patrtir d’'unité di et tripyrroliques

Cette voie de synthese utilisant des intermédialectype dipyrrométhane ou dipyrrométhene
n'est adaptée qu’a la synthése de porphyrines agmrétriques ou ayant une symeétrie dans
I'une ou I'autre moitié de la molécule.

L’équipe de Fisché&t! a synthétisé, dans les années 1920-1930, de noselsr@orphyrines
B-substituées a partir de dipyrrométhenes (figu2@)ldans des solvants organiques acides a

des températures supérieures a 200°C.

R CH,
H,C \\ TN R
“Wonly s
Ho
Br O CH,

Figure 1-20 : Dipyrrométhénes utilisés par Fischer.

En 1960, Woodward et MacDonald ont utilisé commécprseurs des unités dipyrrométhane.

La méthode « 2+2 », que nous avons décrite préa@detrpour la synthese
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de mésoporphyrines, est souvent préférée a celle de Hisgmur ces conditions
réactionnelles plus douces.

Ces derniéres années, une nouvelle approche nomBE » est apparue. Celle-ci consiste a
condenser un tripyrrane sur un diformyl-pyrroler Bette méthode, il est possible de former
des porphyrineg3-substituées mono-fonctionnalisées ou di-fonctitieéas sur le méme

pyrrold®*! avec des rendements de I'ordre de 35%.

MeOOC

HOOC

N N N COOH
H
H H 1) TFA/CH,CI, COOMe
2) Et,N
—_—
+ 3) DDQ
OHC N CHO
H

Figure 1-21 : Exemple de synthése par la méthode k»

3-2-3 A patrtir de pigments naturels.

Nous ne présenterons ici que quelques exemplesadeoaycles tétrapyrroliques issus de la
dégradation de chromophores naturels.

La protohémine, chloroprotoporphyrine de fer(llgst le dérivé porphyrinique le plus
abondant dans les organismes animaux supérielesdétive entre autres de 'hémoglobine,
de la myoglobine, du cytochrome P-450 et de nonda®lautres protéines. La méthode
classique de Fisch&¥ est généralement utilisée pour isoler la protohéndi partir de sang.
Pour cela, 100 mL de sang, préalablement trait@&panticoagulant, sont filtrés sur plusieurs
couches de gaze puis versés dans 300 mL d'acidej@eé 100°C. En refroidissant, des
cristaux de porphyrines se forment. Ceux-ci sdtréf a 60°C afin de ne pas les contaminer
par les protéines dénaturées qui précipitent attaursi on refroidit la solution davantage. On

obtient ainsi apres plusieurs lavages environ 18@encristaux d’hémine.
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L’hématoporphyrine 1X, la mésoporphyrine IX ou ereta protoporphyrine 1X sont quelques
exemples de porphyrines préparées par modificatibimiques de la protohémine.

7 Me 7 Me Me
Me Me Me
Me Me Me Me Me Me
HOOC COOH HOOC COOH HOOC COOH
protohémine protoporphyrine 1X mésoporphyrine 1X

Figure 1-22 : Structures de la protohémine et désiv

Les chlorophylles a et b, qui peuvent étre abondanirextraites des feuilles des
végétaux, sont a la base d’'un grand nombre de aipa de porphyrines et dérivés. La
méthanolyse de la chlorophylle a fourni la chlorgtetriméthyl ester. De méme, le traitement
de la chlorophylle a suivant diverses conditionsivis d'une méthanolyse permettent

d’obtenir la phylloporphyrine XV diméthyl esterlatpyrroporphyrine XV diméthyl ester.

Me Me
Me Me
Me Me Me Me
Me COOMe H COOMe
MeOOC MeOOC MeOOC
chlorine e6 phylloporphyrin XV pyrroporphyrin XV
triméthyle ester diméthyle ester diméthyle ester

Figure 1-23 : Macrocycles tétrapyrroliques issusldehlorophylle a.
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4 - Domaines d’applications des porphyrines

Le champ d’applications des macrocycles tétrapiguel est tres vaste : catalyseurs
d’oxygénation de substrat organique, dégradatiomadtére organique, photodécomposition
de l'eau, ou encore matériaux pour l'optoélectrariq Ces composes, trés souvent
photosensibles intéressent également fortementchescheurs pour leur application en
photothérapie. Nous présentons ici quelques exasmgbpplications choisis parmi les plus

significatifs.
4-1 La catalyse d’oxygénation par les métalloporphyrins.

Comme nous I'avons mentionné précédemment, de reuseés hémoprotéines jouent
un réle important dans les processus d’oxydatioilmodiques comme par exemple la
dismutation du peroxyde d’hydrogene par les catalas encore I'oxygénation de substrats
organiques catalysée par le cytochrome B25@e dernier, en présence de NADPH peut
transférer un atome d’oxygéne a une grande vadété&ubstrats endogéenes (comme les
stéroides) ou exogénes (comme certains pesticidesgpécificité de ces catalyseurs résulte
généralement des variations des structures pra@gigovironnantes et de l'interaction entre
un acide aminé de ces protéines avec le métal duonyale tétrapyrrolique. Il était alors
résonnable de penser a la possibilité de conceegiporphyrines métallées de synthese, plus
simples, capables de catalyser de telles réactlans des conditions biens définies. Ainsi,
dans le but de valoriser les dérivés du pétrolermore d’obtenir des composeés chiraux purs,
intéressant I'industrie pharmaceutique, de nomla®usétalloporphyrines ont été imaginées
pour catalyser des réactions sélectives parmi @gul’hydroxylation sélective d’alcanes
saturés en alcools, l'activation stéréospécifigumel liaison C-H prochirale pour créer une

liaison C-O ou I'époxydation asymétrique d’oléfines
4-1-1 Réactions d’époxydation
Groves etcoll. ainsi que Chang etoll. ont publié en 1979 les premiers travaux
d’oxygénation thermique catalysée par des métalfpoine$*8. IIs ont décrit des

réactions simples de transfert d’oxygéne a desinel€fen présence de tétraphényl ou
tétratolylporphyrines ferriques et d’iodosylbenzene
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Ces réactions d'époxydation suivent généralememgeanisme suivaft :
O
£y
R R
Cl

R R
H™ OH

-

Figure 1-24 : Mécanisme d'époxydation catalysée pae porphyrine de fer IIl.

Il est généralement observé que pour la réactiom dhélange d’alcénesis et trans en
présence de FeTTPCI et d'iodosylbenzéne, seulnfése cis réagit pour fournir I'époxyde
correspondant contrairement aux réactions menéss das agents d’époxydation classiques
comme les peroxyacides qui réagissent sensibletnkentméme vitesse avec les isomeres cis
et trans.

La figure 1-25 présente quelques exemples de @recti’époxydation rapportés par Groves.

0]

__PhiO
93%
@ " FetPPCI
84%
" FertPCl

H O H
_ PhlO 77%
HC¢ CeHs FeTPPCI HsC¢ CeHs

Figure 1-25 : Epoxydations catalysées par des pgrptes de fer Ill.
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De tels résultats, qui rendent compte de la réfgoBéité et de la spécificité de ce type de
catalyseurs, ont suggéré gu'il était possible dacewoir en changeant I'environnement
stérique des porphyrines une série de catalyseéép®xd/dation sélective. Par exemple, une
métalloporphyrine convenablement substituée parx dgnoupements chiraux permet de

catalyser I'époxydation stéréosélective d'oléfiraprésence d'iodosylbenzéfie

/

> ee = 83%
PhIO

Y
@
@

I

©
3
>

PhIO
Figure 1-26 : Exemples d'époxydations asymétriqiieprés Rose et Coft”

Le pyrazole, le dioxygermu encore des solutions aqueuses d’hypochlorisodeim peuvent
étre également utilisés comme source d’oxygene peurype de réaction. D’autre part, la
présence sur la porphyrine de groupements volumjresu limitant la formation de diméres
inactifs de typqu-oxo, conduit a des catalyseurs ayant une plusuedgrée de vie.
Momenteau etoll. ont décrit des métalloporphyrines glycosylées@méant d’'intéressantes

propriétés de catalyse d’époxydation asyméttidue
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4-1-2 Réactions d’hydroxylation

Il est maintenant clairement établi que, dans tgamismes vivants, les enzymes de la famille
du cytochrome P450 peuvent convertir des alcanedocenls avec souvent une grande régio
et stéréosélectivitt. Les chercheurs ont donc imaginé des macrocyéteapyrroliques
capables de catalyser l'insertion sélective d’'awrdmxygéne dans des liaisons carbone-
hydrogene inactivées dans des conditions douces.

Des études ont montré que, contrairement aux o@&ctid’époxydations décrites
précédemment, le mécanisme de I'hydroxylation gaés par des métalloporphyrines fait
intervenir des espéces radicaldft®s

7%

;g

\/

CI

Figure 1-27 : Mécanisme d’hydroxylation catalysée pne porphyrine de fer Ill.

Si I'époxydation énantiosélective catalysée par degphyrines métallées chirales a été
largement décrite dans la littérature, en revampehede résultats ont été présentés concernant
I'hnydroxylation d’alcanes en alcools optiguementtifac Groves et Viski ont étudié
I'hydroxylation asymétrique de I'éthylbenzéne cgséle par une binaphtylporphyrine de fer

en présence d’iodosylbenzene. Nous pouvons égatartencomme exemple
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I'hydroxylation spécifique de certaines liaisonsHGde stéroides. Ainsi, Grieco et Stlfk
ont réalisé I'hydroxylation en position C9 et/ou Ztle Se-androstanes liés de facon

covalente & une porphyrine de manganése (llI) (@ d28).

16% 27%

Figure 1-28 : Mécanisme d’hydroxylation catalysé&e pne porphyrine de fer lIl.

L’hydroxylation régiosélective de stéroides est lémeant possible en utilisant comme
catalyseur des porphyrines de manganése substitp@esdes cyclodextrines ou des
cyclophaneé®H4¢!,

4-2 Porphyrines et dispositifs photoniques.

Ces dernieres années, les porphyrines, métallopongls et autres dérivés se sont révelés
étre d’excellents candidats pour la conception idpasitifs moléculaires photoniques. Dans
ce domaine, le champ d’application des macrocyéleapyrroliques est vaste : élaboration de
cristaux liquides, exploitation des propriétés digpe non linéaire de matériaux résultant de
'assemblage de porphyrines pour le développemergydtéme de communication optique,
de stockage de données ou encore la conceptioontigosants optoélectroniques.
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4-2-1 Cristaux liquides de porphyrines

L’état de la matiére appelé cristal liquide ou éteisomorphe possede a la fois des
propriétés du cristal solide c’est a dire une cdtme ordonnée et aussi de nombreuses
propriétés rhéologiques des liquides. Leur origi@édient au fait qu'il est trés facile d’agir sur
leur structure par des agents physiques extérgaumsne I'application d’'un champ électrique.
Découvert il y a plus d’'un siécle, les cristauxuldps ont présenté pendant longtemps un
intérét purement académique. En revanche, demisnlieées soixante dix, leur étude a connu
un développement rapide pour répondre aux critdeegualité et de colt des afficheurs a
cristaux liquides (LCD) qui équipe les produitsussies nouvelles technologies comme la
téléphonie mobile en pleine expansion.

Il est généralement observé que des macrocyclempyétoliques substitués par de
longues chaines alkyle peuvent conduire a des imaxémésomorphes. De plus, la plupart
des porphyrines, de forme discotique, impliquéesisdae type de matériaux sont

généralement associées pour former un arrangemlemnairé’” (figure 1-29).

o
23,59 A !

Figure 1-29 : Représentation schématique de I'agament colonnaire d’'une porphyrine de zinc disewiG
substituée par des groupements n-décyl.
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De nombreuses porphyrines de synthese ont été&efedans la littérature pour leur
comportement mésophasique. Le premier exemple rappans la littérature est I'étude
d'une porphyrinep-substituée par huit groupements n-dodécyle pard@®paet coll. en
19808, Plus tard, Fox atoll.*”) ont synthétisé et étudié les propriétés physigeesiusieurs
séries de porphyrines et métalloporphyriffesubstituées par huit groupes n-octyle via des
liaisons éther ou ester. La formation de cristaguidles a également été observée dans le cas
de nombreusesnésearylporphyrines tétra- ou disubstitués. Par exemph 5,10,15,20-
tétra(4-n-dodécylphényl)porphyrine présente deuasph mésogeéniques pour lesquelles des
études de diffraction des rayons X ont montré launealamellaire discotique des cristaux
liquided®”. Nous pouvons également citer comme exemple &sux de Bruce atoll.P
(figure 1-30) qui en 1997 ont présenté plusiemésearylporphyrines di-substituées par de

longues chaines carbonées ayant des comporteméstphasiques intéressants.

A OOVR

_ OCazs avec :
R=x QO m=1,Y=H
m OC12H25 ou
0 m=2,Y =0C,H,
Y

Figure 1-30 : Exemple de porphyrine présentant uss mésophases.
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4-2-2 Optoélectronique et porphyrines

Avec comme principal enjeu une miniaturisation ¢toug plus importante des
composants électroniques, un des principaux olgecte la microélectronique est la
conception d'interrupteurs, de fils, de transistousencore de portes logiques électroniques
moléculaires. Nous ne présentons ici que quelgyempgles de réalisations impliquant des
macrocycles tétrapyrroliques. Ainsi, 'équipe de SigewskiP? a présenté en 1996 un
prototype d’interrupteur moléculaire basé sur Bnsfert électronique photo-induit dans un
systéme de type donneur-accepteur. Plusieurs egendpgl fils moléculaires constitués d'un
enchainement linéaire de porphyrines ont égalegténdécrits dans la littérature. Crossley et
Burn®¥ ont préparé un fil moléculaire composé de plusienéso-arylporphyrines liées entre
elles de maniere covalente sur les positiBfasyrroliques par l'intermédiaire d’'un systeme
aromatique coplanaire. Lindsey et Wagdi{eont quant & eux élaboré un fils moléculaire
photonique formé par I'enchainement de méso-arplpoines de zinc liées entre elles grace
a des ponts éthynes. Ce fil photonique comportaeade ses extrémités un chromophore de
type dipyrrométhéne de bore qui constitue I'entté systeme et a l'autre extrémité une
porphyrine base libre (figure 1-31). L'absorptiofur photon par le chromophore situé a
I'entrée engendre I'émission d’'un autre photon sddie du fil. Le rendement en transmission

d’énergie est de I'ordre de 76% pour ce dispositif.

absorpion l

lumiére bleue émi;sion
lumiére rouge

Figure 1-31 : Exemple de fils moléculaire constitigéporphyrines.

Ces quelques exemples de résultats significatifeoignent de l'intérét sans cesse
grandissant que les chercheurs portent aux madescigtrapyrroliques pour des applications

en photonique.
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4-3 La photothérapie dynamique des cancers
4-3-1 Principe

Le principe de la photothérapie dynamique des ganest basé sur l'utilisation de
photosensibilisateurs, comme des porphyrines, geggtotoxiques par irradiation lumineuse
(figure 1-32). Les macrocycles tétrapyrroliques,n@@lement photosensibles, sont tres
largement étudiés pour leur application dans ladli&n ou le traitement de certains type de
cancers. En effet, certaines porphyrines ont nikéument tendance a se concentrer dans les
tumeurs cancéreuses et pas ou peu dans les teasavironnants. De telles molécules qui
sont inoffensives a I'obscurité peuvent devenis ti@xiques si, en présence d'oxygene, elles
sont excitées par une source de lumiere. Ainsiatiiation d’un tissu présentant une tumeur
devrait permettre de détruire les cellules cans&®uenrichies en porphyrines, tout en
préservant les tissus sains dépourvus de chromeghGette technique implique que la zone
a traiter soit accessible a la source d’irradiativactement ou par voie endoscopique

Apres qq. Q@h Apres qq. @ ‘*-
:55?
mmutes heures

Tissus sain
Irradiation
lumineuse
Injection de
porphyrines

Figure 1-32 : Représentation schématique du priedie la PDT.

4-3-2 Bref historique.
En 1900, RaaP” fut le premier & observer la sensibilisation dsus d’origine animale par

une irradiation lumineuse. Le concept de phototfiéraynamique est apparu trois années

plus tard avec les travaux de Tappeiner et JesfShetentionnant I'utilisation
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conjuguée de I'éosine et de la lumiére du soleilrge traitement de cancers de la peau. En
1908, Hausmar®’ montrent que des souris deviennent sensibles & injeetion
d’hématoporphyrine (HP) si elles sont exposéeslariere et que la sensibilité est fonction
de la quantité de sensibilisateur et de lumiéraq@ins plus tard, Meyer-B&& s'injecte 200

mg d’hématoporphyrine et ressent pendant deux onwésforte sensibilité qui se traduit par
un cedeme et une hyperpigmentation. En 1924, laefleence rouge observée dans des
tumeurs apreés irradiation par une source de lunoiéraviolette est attribuée par Polic&rta
'accumulation de porphyrines endogenes dans I|dsle® cancéreuses. Les travaux de
Figge®® sont les premiers & montrer le potentiel des poipds, notamment de
I'hématoporphyrine pour le traitement de certayjes de cancers, néanmoins Lip&dmote
qgue le manque de spécificité de ce chromophore lpsuissus cancéreux peut engendrer de
graves lésions des tissus sains environnants loteadement photodynamique. Ces résultats
les ont conduits a imaginer la synthése d'un déded’hématoporphyrine noté HpD qui se
révele plus sélectif et qui permet une bonne Isatibn des cellules cancéreuses. Dans les
années 70, Dougherty, Diamond, Kelly et Sffébnt montré qu'il était possible de détruire
une tumeur cancéreuse par I'action conjuguée tpx et de la lumiére. Parallélement a ces
travaux, Weishauf5f! montre que I'absorption d’énergie lumineuse paHpD provoque la
formation d’oxygéne singulet qui permet la desinrctes tissus. En 1984, Dougherty a
obtenu par purification un sous-mélange de la Hpl) g appelé la dihématoporphyrine éther
notée DHE plus connue sous le nom de Photoffimili est un photosensibilisateur utilisé
cliniquement de nos jours.

De nombreux laboratoires de part le monde travdilla I'élaboration de nouveaux
sensibilisateurs. Leur développement doit prendreanpte un certain nombre de criteres
comme :

v' le composé doit étre si-possible pur ou s'il s'ajitn mélange il doit étre parfaitement
défini,

v' une grande sélectivité vis-a-vis des cellules caus®s pour ne pas détériorer les tissus

sains environnants,

¥v"une non toxicité en absence de lumiére,

v une forte absorption dans le domaine du visible,

v une durée de vie plasmatique suffisamment longue,

v le composé doit induire la formation d’'oxygéne siledy...
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4-3-3 Le processus photochimique

Comme nous I'avons mentionné précédemment, leshpgones absorbent la lumiére rouge a
une longueur d’onde voisine de 630nm. Ainsi, iréedpar une source de lumiere a cette
longueur d’onde, le photosensibilisateur passe’&tatIfondamental & un état électronique
singulet excité. A partir de la, soit le photoséiisiateur retourne a I'état fondamental avec
emission de fluorescence soit, si la durée de vie détat singulet
(figure 1-33) est suffisamment longue (ce qui estds pour de nombreuses porphyrines) le
photosensibilisateur passe dans un état excitéttpar inversion de spin électronique. Dans
ce cas, le retour a I'état fondamental, transitib@origuement interdite, est trés lent. La
porphyrine peut se désactiver par phosphorescanes oeagissant avec son environnement
selon deux types de mécanismes :

- Le mécanisme dit de typeimplique la participation du photosensibilisatewms un
processus de transfert d’électrons avec des stbsidogiques pour former des radicaux et
des ions radicaux qui, apres interaction avec fexe, fournissent des especes réactives de
I'oxygéne comme des ions superoxydés O

- Le mécanisme de tydé implique quant a lui le transfert de I'énergie>dation vers
'oxygéne moléculaire a I'état fondamental (étaplat) pour former une espece d’oxygene
excité de courte durée de vie mais extrémementivéagui est 'oxygéne singufét. Ce
dernier peut diffuser sur de courtes distancegagir avec des substrats environnants comme
par exemple certains acides aminés ce qui ind@taltération de bon nombre de protéines
membranaires. Il peut également conduire@elaxydation de lipides insaturés.

1 \
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Figure 1-33 : Distribution des électrons pour I'aygne a I'état triplet et singulet.
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Il est maintenant couramment admis que I'oxygenguet est I'agent toxique principal en
PDT bien que sa production soit extrémement diéfi@d quantifier dans les milieux
biologiques.

L’ensemble de ces processus va provoquer linawbivad’'un grand nombre de
constituants cellulaires importants, d’un pointvde structural mais aussi métabolique ce qui
va entrainer la mort de la cellule. Les mitochoeslisemblent étre une cible majeure de la
photothérapie dynamique mais d’autres cibles conesemembranes, les lysosomes ou
encore le noyau ont été identifiees. En effet, étéd montré que la PDT pouvait se traduire

directement ou indirectement par de tres sériemxndages de '’ADN.
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Figure 1-34 : Mécanisme photochimique de la FBT

4-3-4 Les photosensibilisateurs actuellement utiés en PDT.
A I'heure actuelle, deux photosensibilisateurs @atu lI'agrément de [I'Union

Européenne pour leur utilisation dans le traitenudintque de cancers : le PHOTOFRIN I
en 1996 et plus récemment le FOSCAdh 2002 (figure 1-35).
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Comme nous l'avons mentionné précédemment, la HgDue mélange complexe
obtenu par traitement de I'hématoporphyrine avetadiéde acétique et de I'acide sulfurique
puis par dissolution des produits acétylés formeéssdune base alcaline. Une analyse par
HPLC du mélange révele la présence de plusieurs omeres parmi lesquels
I’'hnématoporphyrine, I'hydroxyéthylvinyldeutéroporpine ou encore la protoporphyrine
mais aussi de nombreux oligomeéres (de 2 a pluddaités) formés de ponts éthers, esters
ou carbone-carbone. Ces monomeres ne présententepsélectivité pour les tumeurs. Le
Photofrin I®, sensibilisateur dit de premiére génération,ssst e la purification partielle par
chromatographie de la HpD. Il contient sensiblemeains de monoméres que la HpD.
Dougherty etcoll.®¥ ont synthétisé une série de dimeéres et triméésspar des ponts éthers
et esters afin d’identifier la fraction active dhd®ofrin. Leurs travaux ont montré que seuls
les dimeres et triméres pont éther présentent ciaté anti-tumorale significative.

Si les propriétés anti-tumorales du Photdtraont incontestables, I'utilisation de ce dernier
révéle un certain nombre de limites. Son manquesélectivité relatif pour les cellules
cancéreuses est responsable d’'une photosensthitaéée importante des patients traités. De
plus, I'inadéquation relative entre sa longueumd® d’absorption maximale et les exigences
liées a la pénétration tissulaire de la lumiereitémson utilisation a des traitements
superficiels.

La tétra-métahydroxyphényl)chlorine, ou FoscarfnotéemTHPC), sensibilisateur
dit de seconde génération, a été commercialisé088. Ze photosensibilisateur présente de
nombreux avantages par rapport au Photofrin. Dparg il s’agit d'un composé pur ce qui
limite les incertitudes des résultats pouvant Béea la composition du médicament. D’autre
part, il se caractérise par un coefficient d’eximt molaire vingt fois supérieur a celui du
Photofrir® dans le rouge & 652 nm. A cette longueur d’'orliteadiation lumineuse pénétre
plus profondément a l'intérieur des tissus traitésqui lui confere un plus vaste domaine
d’application. En outre, la durée de vie de I'dtgilet de lam-THPC est sensiblement plus
longue ce qui permet la production d’'un plus graathbre d’espéces réactives de I'oxygene.
Toutes ces propriétés, associées a une plus gssbeetivité pour les cellules cancéreuses
permettent & I'heure actuelle d'utilisée le FoScaefficacement dans le traitement
photodynamique de nombreux types de cancers coremtutheurs des systemes gastrique et
respiratoire, de la téte, du cou ou encore du®ein
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Figure 1-35 : a- Une structure active du Photoftjrb- Foscafi.

Plusieurs autres sensibilisateurs de seconde g@&mésmnt actuellement en phase de
développement clinique. Nous citerons comme exesnple Levulafi ou acide 5-
aminolévulinique, précurseur de la protoporphyrppmyr lequel des essais cliniques de phase
[l montrent une activité fort intéressante poutrégtement de psoriasis et de carcinomes baso-
cellulaires ou encore le Lutfintéxaphyrine de lutétium, sensibilisateur en pHaséessais
cliniques pour le traitement de cancer du €8irLes purpurines, les benzoporphyrines ou
encore les phtalocyanines, macrocycles tétrapgue$ étendus, sont également d’excellents
candidats pour la photothérapie dynamique. Ces aculdé présentent une absorption
importante aux grandes longueurs d’ondes et sardrgiement plus stables que les chlorines.
Ainsi, la BPD-MA, (une benzoporphyrine) et I'éthiggourpurine d’étain (notée SngTsont
en phase Il et lll d’essais cliniql® De nombreuses autres molécules comme la chlorine
Npe6 font actuellement I'objet d’études préclinigue
La plupart de ces photosensibilisateurs s’accunyrs rapidement et plus sélectivement
que le Photofrifidans les tissus tumoraux. En outre, cette séleetpgut étre, dans bien des
cas, ameéliorée en associant les sensibilisateudesa liposomes ou des groupements

permettant de cibler les cellules cancéreuses.
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Figure 1-35 : Une sélection de photosensibilisatdarseconde génération.
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4-3-5 Applications thérapeutiques autres que la PDdes cancers.

Certaines porphyrines cationiques présentent urte fffinité pour I'ADN et sont
capables de causer, par voie chimique ou photoghiniles coupures simple ou double brin.
Des études assez récentes ont démontré que lasphsiioilisation de virus par des composés
porphyriniques conduisait a leur inactivation. Ajrizerlin etcoll.’ ont montré que certains
virus pouvaient étre inhibém vivo par traitement photodynamique a l'aide de doses
d’hématoporphyrine tres peu toxiques pour les tHlusaines. Les résultats les plus
significatifs ont été observés avec le virus infize A et le virusherpés simplexle type 1.
Certains dérivés d’amino- ou hydroxyphénylporphesipossédent une activité inhibitrice du
virus de I'immunodéficience humaine (VIH). Dansaaes, I'activité n’est pas photochimique
mais semble liée & I'inhibition de la rétrotranptaise virale.

Une étude menée dans notre laboratoire a monffétlantibactérien de porphyrines
base libre sur des bactéries Gram pdSitifL'inhibition de bactéries Gram négatif est
également possible par l'utilisation conjuguée dplmtosensibilisateur et d’un nonapeptide
(PMNPY"® dont le role est de désorganiser la membrane remé ce qui permet & la
porphyrine de pénétrer a I'intérieur de la bactérie

Le médicament photosensibilisateur le plus efficacaiellement ne concerne pas,
curieusement, le traitement anticancéreux mais raitetnent de la cécité. En effet, la
vertéporfine plus connue sous le nom de Visudygeiée en avril 2000, est utilisée contre la
dégénérescence maculaire liée a 'age (DM{*A)La DMLA est une maladie dégénérative
de la rétine qui atteint un a deux pour cent de®$®@ns et jusqu’a vingt pour cent des
personnes agées de plus de 80 ans. Dans la formpkidagrave, des vaisseaux sanguins
anormaux non étanches proliferent sous la rétinguiealtere la vision centrale. Jusqu'a
présent, le seul traitement ayant fait ces pre@tas la photocoagulation des néovaisseaux
par un laser thermique. Malheureusement, le lag@e lune petite partie de la rétine. La
vertéporfine a la faculté de s’accumuler trés rapidnt dans les vaisseaux rétiniens
anormaux. Ainsi, l'activation du photosensibilisatepar un laser rouge non thermique
entraine I'obstruction des vaisseaux tout en épenigla rétine. Les vaisseaux qui repoussent
peuvent étre réguliérement détruits par des traitgsnultérieurs. Bressler epll.l”® ont
monté que la thérapie photodynamique peut étrerasimée six ou sept fois sur une période

de trois ans sans endommager la rétine.
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5 — But du travall

Monsigny et coll.["®

ont montré que certaines cellules cancéreuses sorithies en
récepteurs glucidiques spécifiques tels que deméscmembranaires. Suite a ces travaux de
nombreuses études effectuées au sein de notretaindf”’ ont montré que les porphyrines
glycosylées sont de bonnes candidates a la phoapieédynamique dans la mesure ou la
présence d’unité glucidique assure une meillewectigité et permet d’accroitre le caractéere
amphiphile de la molécule, ce qui est favorablend’'part au transport du photosensibilisateur
vers la tumeur et d'autre part a sa pénétratiora eta rétention au sein des cellules
cancéreus&d’. Sur la base de ces résultats, et en cherchanékoser le systéme, nous nous
sommes intéressés au cours de ce travail a d’auibles, liées a la vascularisation tumorale.
La formation de nouveaux vaisseaux sanguins (aggisg) est essentielle pour assurer le
transport de I'oxygéne, des éléments nutritifsext déchets lorsque de nouveaux besoins se
manifestent dans l'organisme. Celle-ci est stimuldens de nombreuses situations
pathologiques et notamment lors du développemetirdeurs cancéreuses. En effet, il a était
montré que I'implantation de fragments de tumeuwarssda cornée de lapin a permis de mettre
en évidence la capacité des cellules cancéreustmaler 'angiogénés€’. D’un point de
vue macroscopique on peut distinguer schématiquentsux types d’organisation
vasculaire :

- Une vascularisation périphérique associée a désseaux pénétrant a l'intérieur de la
tumeur. C’est le cas le plus fréquent représegtédi|-36.

- Une vascularisation centrale de la tumeur suivaet organisation vasculaire de type hilaire
qui existe plus rarement.

Les néo-vaisseaux s'opposent radicalement au résessulaire non pathologique. Le néo-
réseau tumoral présente un aspect désordonné hatique. En outre, ces vaisseaux sont
dilatés et présentent de nombreuses tortuosités qlee dans les réseaux non pathologiques
les artérioles sont parfaitement rectilignes etJemules ne sont que trés peu sinueuses.
Enfin, la plupart des vaisseaux situés dans la turapparaissent particulierement fragiles et
relativement perméables ce qui permet aux cellcdexéreuses de migrer dans I'organisme

par voie sanguine et d’établir des métastases.
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Figure 1-36 : Représentation schématique du résesgulaire irriguant une tumeur.

L’adhésion des cellules endothéliales constitutides vaisseaux sanguins tumoraux a la
matrice extracellulaire (MEC) est en partie assyaredes glycoprotéines transmembranaires
appelées intégrines. Les intégrines sont consstule deux sous-unitées, notéeset [3,
associées de manieres non covalentes suivant eéévecsnbinaisons. Il a été montré que les
cellules endothéliales des néo-vaisseaux ainsdquembreuses cellules cancéreuses comme
les ostéosarcomes, les neuroblastomes ou encopangaomes de la langue surexpriment
lintégrine ayvPs, ce dernier étant trés peu présent sur les tisang®®. En outre, il est connu
qgue les intégrines sont capables de se fixer a H&C Ndar I'intermédiaire de la séquence
d'acides aminés Arginine-Glycine-Ac. Aspartique (B®SY. La conformation de ce
tripeptide présent dans les protéines de la MEG@@&sirminante : elle gouverne la sélectivité
de chaque intégrine pour les constituants de laiceaextracellulaire. Ainsi, Ruoslahti et
coll.®? ont montré que l'intégrinenBs, spécifique de la vitronectine, présente unefogs
affinité pour les peptides cycliqgues CRGDC et CBIKCFC. Dans les deux cas, la présence
de ponts disulfures entre les unités de cystéimgmse a la séquence Arginine-Glycine-
Ac.Aspartiqgue, une conformation relativement rigid®e plus, ils ont montrés qu’il est
possible d’améliorer significativement la séled¢évid’'une drogue anti-cancéreuse, la
doxorubicine, vis-a-vis de cellules cancéreusestdisant comme vecteur 'un ou l'autre de

ces peptides liés de maniére covalente a la meémive™.
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Figure 1-37 : Implication de I'intégrine #; dans le développement tumoral.

Ces dernieres années, de nombreuses autres éguipe®lé plusieurs peptides simples a
motif RGD présentant également une bonne sélaefpdtir 'intégrineoy .

Nous avons donc pensé que cette stratégie théigqyeytouvait étre adaptée efficacement a
la PDT des cancers : la présence de la séquence KRG photosensibilisateur devrait

assurer la reconnaissance des tumeurs cancéreadagant ainsi les problemes liés au
manque relatif de sélectivité qui caractérise lappit des porphyrines actuellement

développées. En outre, comme nous l'avons mentipnééédemment, la présence d’unité

glucidiques devrait permettre d’augmenter le car@acamphiphile des molécules.

Sur la base de tous ces résultats, nous avondodpeeau Laboratoire de Chimie des
Substances Naturelles la synthése de porphyrinetidjgries glucosylées portant le motif
RGD. Ainsi, nous avons synthétisé dans un premiee série de tritolyles et

triglucosylporphyrines portant la séquence peptidiRGD (figure 1-38-a) puis, dans un
deuxieme temps, des mésotriglucosylporphyrinesapbmin pentapeptide cyclique insaturé
comportant le motif RGD (figure 1-38-b). Pour comdgr ce travail, nous avons synthétisé un
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dimére de porphyrines dont les deux macrocycles k& par l'intermédiaire du peptide
RGD (figure 1-38-c). Enfin, nous présentons lesultdss d'une étude préliminaire d'activité

biologique réalisée sur la lignée cellulaire K562.
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Figure 1-38-a et b : Structures des composés fisgighétisés au cours de ce travail
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Figure 1-38-c : Structures des composeés finalsts§tigés au cours de ce travail.
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SYNTHESE DE TRITOLYLES ET TRIGLUCOSYLES
PORPHYRINES PORTANT LE TRIPEPTIDE RGD

1 — Introduction

Dans le cadre du programme défini précédemni@mpitre 1) nous nous sommes
intéressés dans un premier temps a la synthese lat caractérisation structurale des
porphyrinesl2a,b et14a,b (figure 1.1). Ces composés sont drésetritolyle et desmése
triglucosylporphyrines portant le motif peptidigR&D lié au macrocycle par I'intermédiaire

d’'une chaine alkyle placée en positantho ou paradu groupement phényle.
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Figure 1I-1 : Structure des composés synthétisés.
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2 — Etude préliminaire — Stratégie de synthése.

2-1 Etude préliminaire par modélisation moléculaire

Comme nous l'avons précisé au chapitre |, la spp#éifd'un peptide a motif RGD
pour une intégrine donnée dépend essentiellemeiat amformation adoptée par la séquence
peptidique Arginine-Glycine-A.Aspartique. |l existans la littérature de trés nombreux
travaux traitant des interactions intégrines-ligétid Il est connu que ces interactions font
intervenir le groupement guanidino de I'argininelaetfonction acide carboxylique €hde
I'acide aspartique qui interagissent tous deux @egtains résidus de l'intégrine. Par ailleurs,
il a été montré gu'une distance interatomique iaftée a 6,7A entre les deux carbones
portant les chaines latérales de l'arginine et’aeide aspartique est trés favorable a une
interaction spécifique avec l'intégrime B (distance notée Gg-C’asppar la suitef®. Ainsi,
les peptides cycliques CRGDC et CDCRGDCFC présgraefuoslahti etoll. et ayant une
tres forte affinité pour cette intégrine possedmtte caractéristique conformationnelle.

Dans une premiére étape de notre travail, nous savarerché a estimer les
caractéristiques géométrigues des molécules que mous sommes proposé de synthétiser.
Nous avons pour cela réalisé une étude par motiétisaoléculaire de chaque porphyrine
peptidique dans le but d'évaluer la distance ittenigque Cag-C’asp. Cette étude a été
menée avec le logiciel de modélisation moléculkiyperChenf 5.01. Nous avons utilisé le
champ de force MM et le module de recherche conformationnelle Che@®e.dernier
permet, en faisant varier aléatoirement plusiearampeétres géométriques de la molécule, de
trouver des conformations d’énergie minimale.

La conformation d’une chaine peptidique peut é&erite par les angles diedres notés
@, Y etw (figure lI-2(a)). Du fait que la conformation d'@riaison peptidique est quasi
exclusivement de typeans, les anglesy sont généralement égaux a 180°.

Dans un premier temps, nous avons recherché laomoafion d’énergie minimale du
pentapeptide cyclique CRGDC (molécule isolée, dangde) en faisant varier les angl@s
Y et 'angle diédre centré sur la liaison S-S, @deglesw étant fixés a 180°). Nous avons
ainsi obtenu une conformation d’énergie minimaléspntant un tour de tygdl’, et une
distance interatomique®g4-C%asp de I'ordre de 6A (figure 11-2(b)), ce qui est ercard avec

les résultats de la littératfi@.
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Pont

disulfure™—— 58A

Gly

(a) (b)

Figure 11-2 : (a)-Représentation des angles diedyasdécrivent la conformation d’une chaine pejofig.
(b)- Conformation d’énergie minimale du peptide @RS(Hypercherfi, champ de force MM+).

Les calculs de recherche conformationnelle menés lgs porphyrines peptidiques, ont été
réalisés en faisant varier les angles diedres arsant le motif peptidique et également les
angles diedres qui décrivent la chaine alkyle siteigtre le macrocycle et le tripeptide RGD.
Dans tous les cas, on observe d'une part que leonyate est plan et d'autre part que les
groupements phényles occupant les quatre positioéso et le macrocycle ne sont pas

coplanaires. En outre, les résultats obtenus mwglee les conformations d’énergie minimale
résultent du repliement du peptide au-dessus duaryde tétrapyrrolique. Ce phénomeéne
est couramment rencontré dans le cas de méso-glijgines dans la mesure ou le

substituant est espacé du macrocycle par une chaffisamment longue et flexible. De plus,

les interactions entre le cycle porphyrinique etrigeptide semblent imposer pour tous ces
composés des distances interatomiqubg,C” asp inférieures a 6 A ce qui est, comme nous
I'avons mentionné, favorable a la reconnaissanéeifigue de I'intégrinex,f3s. La figure I11-3

représente les conformations obtenues dans leesasiglucosylporphyrines.
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(b)

Figure 11-3 : Conformations les plus stables despiyrines triglucosylées a motif RGD :
(a)-peptide en orth¢l4b), (b)-peptide en parélda).
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2-2 Stratégie de synthése

Les différentes étapes de synthéses de ces composésreprésentées sur le schéma
rétrosynthétique de la figure 1l-4. Les synthonsfglsont des hydroxyphénylporphyrines
ortho et para formées par condensation de pyrrole sur les attEhyappropriés. Aprés
fixation d’'une chaine alkyle portant une fonctionide carboxylique, les porphyrines
obtenues sont couplées au peptide RGD fixé sunegési dont les fonctions latérales sont
convenablement protégées. Les composeés finalsisolés par décrochage du support et

déprotection simultanée des fonctions protégéescdss aminés.

52



©

AiSP-COOH sp(tBu)
Gly
g(be)

S

T A O~

12a,bR =CH, :
13a,b R = OGIcAc
1l4a,b R = OGlc
R R 10abR = CH,
1la,b R = OGIcAc
OR' o
/
R 0 O R Q) O
6a,b R= CH3
R1=CyHs @
7a,b R = OGIcAc
R1=tBu

Ci
()

(0 = O

R R R 8a,b R = CH, R
9a,b R = OGIcAc

(J
Lo

CHO CHO
H
4abR = CH, <J ?
j 3 4
5a,b R = OGIcAC + +4\
HO
R

Ci
()

R R
a =para
GlcAc = OA%M

b =ortho

Figure 11-4 : Schéma rétrosynthétique des porphgsib?a,bet14a,h
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3 — Syntheses de monartho et para-hydroxyphénylporphyrines.
3-1 Mono ortho et para-hydroxyphényltritolylporphyrines 4a,b.

Nous avons choisi pour cette synthese la méthddedds aldéhydes mixtes décrite par Little
en 1975° présentée en détail au chapitre I. Elle est bitapte & la synthése deono
hydroxyphényltritolylporphyrines et relativement mgle a mettre en ceuvre
(figure I1I-5).

H,C
CHO CHO oH
3 ; pall ) CHOOH
N
reflux
OH H
() &

H,C 4a para: 6% CH,

4b ortho : 4%

Figure 1I-5 : Synthése des mésoarylhydroxyphéngltporphyrinesta,b

Cette méthode consiste a condenser dans l'acidpapoique a 140°C des quantités
stcechiométriques de pyrrole, deara-tolualdéhyde et drtho ou de para
hydroxybenzaldéehyde, tous les réactifs liquidesitéteichement distillés. A l'issue de la
réaction, le mélange réactionnel est laissé 18h@ %ha porphyrine mono-hydroxylée
résultante cristallise ainsi que la tétratolylpomaie et de petites quantités de porphyrines
poly-hydroxylées. Aprés purification par chromaggguie sur colonne de silice, le composé
4a est obtenu avec un rendement de 6%. Dans le cesmposétb, substitué emrtho, une
pré-purification sur colonne de silice suivie cBupurification sur plaques préparatives de
silice conduisent a la porphyrine souhaitée averendement de 4%. Ces rendements faibles
sont néanmoins conformes a ce type de réactiogsettent en partie de la polymérisation

concomitante du pyrrole.
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3-2 Monoortho et para-hydroxyphényltriglucosylporphyrines 5a,b.

Pour former ces porphyrines, il est nécessaire daespremiere étape de synthétiser un
précurseur aldéhydique glucosylé, le 4-(2',3',46&'a-O-acétylf3-D-glucopyranosyloxy)-
benzaldéhyde.

3-2-1 Synthése du précurseur glucosylé.

a- Rappels bibliographiques.

~._-0 O
/ ‘\/
sucre . + ROH —>=  sucre.
- *«\MX Pid MOR

R = aglycone

Rappelons que |®-glycosylation est une réaction qui permet de medie carbone
anomerique d’'un glucide afin d’obtenir un hétéresmbn réducteur comprenant le glucide et
une partie non saccharidique appelée aglycone. @olasndérivés glycosylés présentent un
intérét important en Chimie et en Biologie, leuyathéses font I'objet d’une littérature trés
abondante. Si la réaction de Fis¢ffergrand classique de la Chimie des sucres, fodmnit
tres bons résultats dans le cas de la préparatatkyiglycosides, cette méthode ne permet
généralement pas la formation d’arylglycosides faitivraisemblablement de la trop faible
nucléophilie de I'hydroxyle phénolique. Sans dresse liste exhaustive des procédés mis au
point pour la glycosylation des phénols, nous pri&sge ceux qui nous semblent les plus
représentatifs.

En 1879, le chimiste américain Arthur Mich&&Iprésente pour la premiére fois la synthése
d’'un O-phénylglucoside de configuratigh obtenu par réaction du 1-chloro-2,3,4,6-téa-
acétyla-D-glucopyranose avec le phénolate de sodium datisatiél absolu. Depuis cette
date, plusieurs modifications ont été apportéestte stratégie permettant I'utilisation d’une
plus grande variété de sucres et de phénols. EB, I88cher et Rask® obtiennent la
glucovanilline acétylée par réaction hétérogenen@’solution de 1-bromo-2,3,4,6-tetta-
acétyla-D-glucopyranose dans I'éther diéthylique avec unkitiem aqueuse du sel de
sodium du 4-hydroxy-3-méthoxybenzaldéhyde. Mauthrem 1915Y a introduit des
conditions de réaction homogene en utilisant corhage une solution aqueuse de soude avec

de l'acétone comme co-solvant organique. Cette fication de la procédure de Mickael
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trouve encore de nos jours de trés nombreusescappiis pour synthétiser des glycosides
protégés.

Les bromo-glycosides sont tres largement utiliggsroe glycosides donneurs dans ce type de
réactions. Voznyi etoll. ®@ ont obtenu quant & eux des aryl-fr@as-glycosides par réaction
de 1,2transfluoro-glycosides acétylés ou benzoylés avec dem@lates de sodium dans
I'éthanol ou un mélange d’éthanol et de dichlordraée. Il semble que cette méthode
fournisse de bons résultats dans le cas ou le h@oyte un ou des groupements donneurs.
En outre, les auteurs expliquent la stéréochinm@arguable de cette réaction par la formation
d’'un époxyde 1,2 responsable d’une double inverdionentre anomérique.

Inch etcoll. ®® ont développé une autre stratégie qui consisféeateer la glycosylation par
catalyse de transfert de phase. lls ont fait réleglsromure de 2,3,4,6-tét@-benzyla-D-
glucopyranosyle avec des phénols dans un systémsolgant biphasique constitué de
dichlorométhane et d’'une solution aqueuse d’hydiexge sodium ou de potassium (2,5 M)
contenant du chlorure de triethylbenzylammoniumurPdes phénol monosubstitués, les
rendements sont généralement bons et ne semblenétpa affectés par la nature du
substituant. Par contre, I'utilisation de sucrestgés conduit & de faibles rendements. Halazy
etcoll.®, en utilisant des conditions basiques plus do(sastion aqueuse de NaOH a 1,25
M) et en employant le bromure de tétrabutylammonaomme agent de transfert de phase,
ont obtenu de$-glucopyranosides acétylés a partir de phénol ivelaient sensibles. En
1991, Ro¥y?® a réalisé la synthése stéréosélective d’un atgisie avec un bon rendement a
partir de 4-hydroxybenzaldéhyde par catalyse desteat de phase utilisant le sulfate de
tétrabutylammonium. Malheureusement I'applicatian abtte méthode a la synthese du 4-
(2',3',4’,6'tétra-O-acétylf3-D-glucopyranosyloxy)-benzaldéhyde conduit a de plaibles
rendements. Momenteaucgll. ont obtenu ce méme composé avec un rendemerdtdesd

utilisant comme agent de transfert de phase le breme tétrabutylammoniutf.

b- Synthése.

Une analyse comparative de la littérature nous ananma choisir d’appliquer pour
cette synthése le protocole décrit par Toshimeott®” adapté de la méthode de Mauthner.
Bien que le rendement moyen de 40%, d( a la dégaiien partielle de la partie glucidique,
soit légéerement inférieur a celui obtenu par Moreaut la simplicité de la purification dans

ce cas reste tres intéressante.
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CHO
Figure 1I-5 : Synthése du 4-(2',3',4’,6'tétra-O-ayé S-D-glucopyranosyloxy)-benzaldéhyde.

La réaction est réalisée avec 1 équivalent de bremde 2,3,4,6-tétr@-acétyla-D-
glucopyranosyle (synthétisé selon Schuster cetll.®®), 2 équivalents depara
hydroxybenzaldéhyde, a température ambiante danétbne en présence de soude. Apres
purification par recristallisation, le produit atthi est obtenu avec un rendement de 40%. La
RMN du proton, la spectrométrie de masse et I'as®Blémentaire ont confirmé sa structure.

3-2-2 Synthese des hydroxyphénylporphyrines trigluasylées 5a,b.

Ces composés ont été synthétisés selon deux méthtadméthode de Little, dans un premier

temps, puis celle de Lindsey.

a- Synthése selon Little.

Nous procédons dans ce cas de la méme facon qudgpsyntheése des tritolylporphyrines

décrites précédemment.
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OH
3 + + 2 [/ \\  CHCOH
N
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OH H
OGIcAc
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AcGlcO OGIcAc
5a:6,5%
5b : 4%

Figure 1I-5 : Synthése des mésohydroxyphényltriggytporphyrine$a,b selon Little.

Le pyrrole, lortho ou para-hydroxybenzaldéhyde et I'aldéhyde glucosylé soig anréagir
selon les proportions stcechiométriques 4/1/3. @oaertnent aux tritolylporphyrines, les
porphyrines glucosylées ne précipitent pas damsilieu réactionnel apres refroidissement.
De ce fait, la présence de nombreux goudrons dsua polymérisation du pyrrole rend la
purification particulierement délicate. Aprés évigtion du solvant, le brut réactionnel est
dans un premier temps partiellement purifié paoetatographie sur colonne de silice. La
purification est alors achevée par chromatographéparative sur plaques de gel de silice.

Les composéSaet5b sont isolés avec des rendements respectivemeéhbéeet 4%.

Si cette méthode s’est révélée intéressante dansa$ des tritolylporphyrines
cristallines compte-tenu de la simplicité de laifozation, son application dans le cas des
porphyrines glucosylées nous est apparue incobtestant moins intéressante. Nous avons

donc cherché a améliorer les résultats obtenusilesant la méthode de Lindsey.

a- Synthése selon Lindsey.

La méthode présentée par Lindé8ya surtout été développée pour la synthése des
porphyrines symétriques. Les rendements observénvgénéralement de 25% a 30% (voir
chapitre 1). Néanmoins, elle peut étre égalememin@geusement utilisée dans le cas de

certaines porphyrines non symeétriques.
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Cette réaction s’effectue "one pot" en deux étdfigare 11-6). Dans un premier temps, le
pyrrole fraichement distillé (4 éq.)oftho ou le para-hydroxybenzaldéhyde (1 éq.) et le 4-
(2',3',4',6'tétra-O-acétylf3-D-glucopyranosyloxy)-benzaldéhyde (3 €g.) sont migéagir
dans le dichlorométhane rigoureusement anhydrewes sourant d’argon en présence d’un
catalyseur acide, le BBEbL. Au bout d’'une heure, les porphyrinogénes fornuég sxydeés
par addition dgpara-chloranile. Aprés évaporation du solvant, les pgrmes formées sont
purifiées suivant le méme protocole que celui dgcdcédemment. Les rendements sont alors

de 12% pour le compo&a et de 8% pour le compoSé.

AcGlcO

CHO CHO
/ \ CH,Cl,, BF ;0Et,, 18h.
3 + + 4 — ot
N
OH H
OGIcAc
2
AcGIcO
p-chloranile
Reflux, 1h.
AcGIcO
OH
5a:12%
5b : 8%
AcGlIcO OGIcAc

Figure 11-6 : Synthése des mésohydroxyphényltrigytporphyrine$a,bselon Lindsey.
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Avec ces deux méthodes, on observe égalementrtafimn d’'autres porphyrines telle que la
tétraglucosylarylporphyrine ainsi que les di ethlydroxyphénylporphyrines glucosylées, en

plus faible quantité.

Bien que la mise en ceuvre du protocole de Linds#yphis délicate que la méthode de Little
(sous atmosphére inerte et utilisant une grandatg@ale solvant), elle s’est révélée dans ce

cas plus intéressante en permettant de doublezrieements.

4 — Synthése des carboxypropyloxyphénylporphyrines.

Nous avons poursuivi le travail par la synthésendsecarboxypropyloxyphénylporphyrines.
Ces composés ont été synthétisés en deux étapas.adNons tout d’abord fixé sur chaque
mono hydroxyphénylporphyrine une chaine alkyle gartune fonction qui est par la suite

saponifiée ou hydrolysée suivant les cas.

4-1 Cas des tritolylporphyrines
4-1-1 Alkylation.

Les deux composéka et4b ont été alkylés suivant la méthode de Williamdagu(e 11-7)

H,C H,C

QLA QLA A

OH O(CH,),COOEt
Br(CH,),COOEt/ K,CO, / DMF

——

T°ambiante

o = O o = O

H.C CH H.C CH
* 4a,b : s 6a : 90% 3

6b : 85%

Figure 11-7 : O-Alkylation des mono-hydroxyphénydiylporphyrinesda,h
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Pour cela, nous avons fait réagir le 4-bromobutendaéthyle sur le groupement hydroxyle
des composééa ou4b dans le diméthylformamide rigoureusement anhydrprésence d’un
large excés de carbonate de potassium. Les deugos@s sont purifiés, apres un traitement
classique, par chromatographie sur plaques prépesade silice. Les rendements optimaux
en produitspara et ortho substituéssa et 6b, obtenus apres 18h de réaction a température
ambiante sont respectivement de 90% et 85%. Noossawonstaté qu’'une élévation de la
température entraine une augmentation de la vitédgsgéaction mais également une

dégradation partielle du produit formé, les rendeima’excédant pas dans ce cas 70%.
4-1-2 Saponification.
Nous avons appliqué pour cette réaction, des donditlassiques de saponification.

H,C H,C
O(CH,),COOEt O(CH,),COOH

KOH / EtOH / DMF

reflux

o = O o = O

H,C CH, H,C 8a : 100% CH,

6a,b 8b : 100%

Figure 11-8 : Saponification des porphyrines eséerh

Les porphyrinesba,b sont mises a réagir dans le diméthylformamide efsgmce d'une
solution éthanolique d’hydroxyde de potassium dacentration 1 mol.t. Aprés deux
heures de réaction a reflux, le solvant est évapoi®les deux composés sont neutralisés par
une solution d’acide chlorhydrigue a 5%. Les renglei: obtenus aprés purification par

chromatographie sur plaques préparatives de sitine quantitatifs.
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4-2 Cas des triglucosylporphyrines.
4-2-1 Préparation du précurseur bromé

Si le 4-bromobutanoate d’éthyle a pu étre utiligécasucces pour la synthese des composeés
8a,b, il nen est pas de méme pour lerésecarboxypropyloxyphénylporphyrines
glucosylées. En effet, comme les groupements a&eprotégeant les unités glucidiques sont
tres sensibles aux conditions de déprotection @é&cgréecédemment, nous avons fait réagir
les porphyrines monohydroxyléBa et 5b avec le 4-bromobutanoate ttiobutyle qui peut
étre trés facilement hydrolysé en milieu acide,ditbons n’affectant pas les groupements
acétyles.

Il est bien connu que la formation d’'un ester atipat’un alcool tertiaire comme le
tertiobutanol est difficile. Pourtant, l'utilisation d&ss tertiobutyliques se révéle précieuse
dans de nombreux cas et plus particulierement lgosynthése peptidique multiétapes selon
la méthode des Fmoc amino-acides, comme groupepretécteur des fonctions acide
carboxylique. Ainsi, plusieurs méthodes de prépamadetertiobutyle esters ont été décrites
dans la littérature. Nous en présentons ici quatlguees choisies parmi les plus communes.
En 1932, Norris etoll.® ont préparé deertiobutyle esters par réaction de chlorure d’acide
avec letertiobutanol en présence de pyridine. Ce protocole depermis d’estérifier I'acide
benzoique ainsi que plusieurs de ces dérives.

Il est également possible d’obtenir des estersaesarit réagir un dérivé halogéné avec un
carboxylate de césium (obtenu par réaction ded&aaarboxylique correspondant avec le
carbonate de césium). Malheureusement, la méthexibls peu adaptée a la synthése de
tertiobutyle esters. En effet, Wang eoll.*ont montré que la réaction du 2-bromo-2-
méthyl-propane avec la N-benzyloxycarbonyl-alanéme présence de carbonate de césium
fournit I'ester correspondant avec un rendemersedgement 14%.

Lee etcoll. ™ ont préparé des benzoates téetiobutyle avec de bons rendements par
réaction du benzothioate de S-2-pyridyle, et plusiede ces dérivés, avec le 2-méthyl-
propan-2-ol en présence de chlorure ou bromureudeec Les auteurs ont montré que la
nature du ou des substituants de I'acide benzaitfieence fortement le rendement de la
réaction. De plus, ils proposent un mécanisme timsel ’halogénure de cuivre active la
réaction en chélatant le thio-ester de dépampe@dant, leur travaux ne présentent aucun
exemple d’application de ce protocole a la synthéeetertiobutyle ester d’acides
carboxyliques aliphatiques. Plusieurs exemplestéfgigation dutertiobutanol par un acide

carboxylique, activé par un carbodiimide commeitg/@dohexylcarbodiimide ont également
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été décrits dans la littératll&. Cette réaction est généralement catalysée famiaP. Si
cette stratégie a été appliguée avec succes dtacpon des fonctions acides de plusieurs
acides aminés, la méthode de préparationtediobutyle esters qui est encore la plus
couramment utilisée consiste a faire réagir I'acchrboxylique avec lisobutylene en
présence d'un catalyseur adidd L'utilisation de Iisobutyléne impose d’employem
réacteur spécifique, résistant aux fortes pressiengui constitue la principale difficulté de
cette procédure. Pour s'affranchir de ces conesinhatérielles, Wright etoll.'** ont
proposé en 1997 une méthode séduisante qui coadistmer de l'isobutylenm situ a partir

de tertiobutanol en présence de sulfate de magnésium etdd'aulfurique. Dans ces
conditions, ils ont estérifié, avec des rendemeatgant de 60 a 90% selon les cas, divers
types d’acides aryl- ou alkyl-carboxyliques.

Compte-tenu des résultats de la littérature etagpayant sur les travaux de notre laboratoire
sur la réaction d’estérification par activation miondes, nous avons envisagé la synthése du
4-bromobutanoate dtertiobutyle selon diverses méthodes dont les résultats sumés

dans le tableau II-1.
Tableau II-1 : Résultats obtenus pour la synthasd-thromobutanoate de tertiobutyle

Réactifs Méthode Rdt

- tBuOH
Cl |- DMAP traces
Brw - Micro-ondes
O

- tBuOH
- DIC / DMAP
_ CH2C|2 traces

OH |-tBuOH
Brw - DIC / DMAP
¥ 10%

- CH,Cl,

- tBuOH
- MgSO, / H,SO, 60%
- CH,CI,
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Nous avons cherché dans un premier temps a foeeblomobutanoate dertiobutyle par
réaction du chlorure d'acide 4-bromobutanoique awecdarge excés deertiobutanol en
présence de DMAP par activation micro-ondes. Ceardidctivation, trés largement utilisé
au sein de notre laboratoire, notamment dans ledeabestérification de polysaccharides
naturel§°?, permet dans bien des cas une diminution des telmpgaction, associée & un
meilleur rendemefif®. Nous avons utilisé pour cela un four micro-onde laboratoire
Synthewave 402. Plusieurs essais ont été réals@dgsquels nous avons fait varier le temps
de réaction ainsi que la puissance de l'irradiatiooro-ondes. Malheureusement, I'utilisation
de ce procédé ne nous a pas permis d’obtenir lupirdésiré et dans tous les cas, seules des
traces d’ester ont été observées par chromatograpliytique sur couche mince.

Les mauvais résultats obtenus par cette méthodeardiconduit a changer de stratégie. Nous
avons alors réalisé I'estérification de I'acide ré+hobutanoique par leertiobutanol dans le
dichlorométhane rigoureusement anhydre en préséacBMAP et d'un carbodiimide, le
diisopropylcarbodiimide (DIC). Nous avons fait \&arla température et le temps de réaction.
Dans le meilleur des cas, c’est a dire a tempé&atonbiante et aprés 4 jours de réaction nous
avons isolé le produit attendu aprés purificatian phromatographie sur colonne de silice
avec un rendement de seulement 10%.

Face a ce second échec, nous avons appliqué ladedatle Wright etoll..

tBuOH / MgSO, / H,S0, 5 WO
- r
Br” " “COOH - j<

CH,CI,, T°ambiante o)

3:60%

Figure 11-9 : Estérification de I'acide 4-bromobuiggue par le tertiobutanol.

Le protocole que nous avons appliqué consiste r@ faiagir I'acide 4-bromobutanoique
(figure 11-9) avec letertiobutanol dans le dichlorométhane rigoureusement drehgn
présence de sulfate de magnésium et d’acide sylewriApres 48 heures de réaction, suivie
par CCM, nous avons isolé le 4-bromobutanoatedmbutyle 3 avec un rendement de 60%.
En outre, dans ces conditions, la purification dodpit de réaction est simple. En effet, le
sulfate de magnésium, I'acide sulfurique et I'actdeboxylique qui n’a pas réagit sont tres

facilement éliminés par lavages avec une solutitlddogénocarbonate de sodium. Le 4-
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bromobutanoate de tertiobutyle a été caractérisédRpaN du proton, du carbone 13 et par

spectroscopie infra-rouge.
4-2-2 Alkylation des porphyrines 5a,b

D'une maniére analogueda,b, nous avons fait réagir le 4-bromobutanoatdedtobutyle
avec les porphyrineésa et5b dans le diméthylformamide a température ambiamterésence

de carbonate de potassium (figure 11-10).

AcGlcO AcGlcO

QLA S QLA

OH O(CH,),COOtBu
Br(CH,),COOtBu / K ,CO, / DMF

T°ambiante

o = O o = O

AcGIcO 5a.b OGIcAc AcGIcO 7a: 85% OGIcAc
7b : 82%

Figure 11-10 : O-alkylation des glucosylporphyringa,h

Comme dans le cas de la série des tritolylporplkgruiécrites précédemment, les rendements
obtenus par cette méthode, apres purification pameatographie sur plaques préparatives de

silice, sont tres bons. Les compo3ést b sont isolés avec des rendements respectivement

de 85% et 82%.
4-2-2 Hydrolyse.

Les esters tertiobutyligues sont tres facilementirblysés en milieu acide et I'acide

trifluoroacétique est couramment utilisé pour cestction.
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Les glucosylporphyrines estérifiées sont mises a@irg¢ a température ambiante, dans un
mélange de dichlorométhane et d’acide trifluordgoét (80% de DCM et 20% de
TFA v/v). Dans tous les cas, le produit de dépsireatierement hydrolysé apres 2 heures de

réaction et nous n’avons observé, dans ces consgljtamicune dégradation des porphyrines.

AcGIcO AcGlIcO
O(CH,),COOtBu O(CH,),COOH
TFA/ CH,CI,
J D S
T°ambiante
AcGIlcO OGlIcAc AcGIcO OGlcAc
7a,b 9a: 96%

9b : 94%

Figure 11-11: Hydrolyse des porphyrines esfé, b

Apres traitement et purification par chromatograpbir colonne de silice, les rendements

obtenus sont de 96% et de 94% pour les com@zsedb respectivement.

5— Condensation des carboxyporphyrines sur le triggide RGD

La suite de notre travail a consisté a condensemigsotritolyl et triglucosylporphyrines

obtenues précédemment sur le tripeptide RGD eregwile.
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5-1 Description du support.

Asp(tBu) Gly Arg(PBf)
f—j% N\
0

| o jﬁ R,

| l COOtBu NH o o)
1 \\

: O : /

i | PBf

Résine Wang

Figure 11-12: Peptide RGD sur résine Wang

Les réactions de condensation ont été réaliséphase solide. Pour cela, nous avons
utilisé une résine de Wang portant le motif RGDpiRdons que la résine de Wang est une
résine de type hydroxyméthylphéndXyj. Elle est obtenu par modification d’un polymére de
polystyrene comportant 1% ou 2% d’unité divinylbeme avec I'alcool 4-hydroxybenzylique.
La taille des billes de résine est généralementpcizen entre 50-100, 100-200, ou 200-400
mesh.

Dans le cas de notre étude, nous avons utiliséippost dont la dimension des billes
est de 100-200 mesh et dont le polymére de basparten1% d’'unité divinylbenzéne. En
outre, la fonction acide carboxylique de l'acidepatique et le groupement guanidino de
'arginine sont protégés respectivement par uertiobutyle et le 2,2,4,6,7-
pentaméthyldihydrobenzofurane-5-sulfonyle (PBf). mbaee nous [l'avons mentionné
précédemment, laertiobutyle esters sont trés fréquemment utilisés ehdgaa groupements
protecteurs en synthése peptidigue multi-étapes.c&nqui concerne la guanidine de
I'arginine, notre choix s’est porté sur le groupemBBf, décrit pour la premiére fois par
Carpino en 199%%. Si le Pmc (2,2,5,7,8-pentaméthylchroman-6-suliengt le Mtr (4-
méthoxy-2,3,6-triméthylbenzenesulfonyle) sont dedrs groupements protecteurs de
I'arginine les plus couramment utilisés, ils prdsah cependant linconvénient d’étre
relativement difficiles a hydrolyser, ce qui implie} dans bien des cas, des temps de réaction
de plusieurs heures en milieu acide fort pouvamdaoe a une dégradation partielle de la
molécule. Parce que la stabilité du PBf en milieida est plus faible que celle du Pmc ou du

Mtr, son hydrolyse est plus rapide ce qui limite lisques de dégradation des composés.
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Enfin, la résine employée se caractérise par umeute en motif peptidiqgue de
0,58 mmol.gf. Ce support a été synthétisé selon la méthodeFdex-aminoacides par la

société Néosystéme localisée & Strasitftitg
5-2 Condensation

Dans les années 60, Merryfiefd a posé les bases de la stratégie de synthéseigaptien
phase solide. Si le principe général de la métheske depuis resté le méme, de trés
nombreuses améliorations techniques ont été agsddéendant particulierement efficace et
attractive. Rappelons que la construction itérative peptide sur support solide commence
par la déprotection de la fonction amine termirthlgpeptide en croissance puis I'addition de
I'acide aminé activé suivant, conduisant a un plepgirotégé augmenté d’'une unité, prét pour
un nouveau cycle. La synthése peptidique en solutipi implique la purification et la
caractérisation de chacun des intermédiaires r&stfastidieuse. La force de la synthése sur
support solide réside dans le fait qu'a la fin aque cycle, un simple lavage de la résine
suffit a éliminer 'ensemble des réactifs qui n’'pais réagit.

L’activation classique d’'un acide aminé consisteraplacer I'hydrogene de la fonction acide
carboxylique par un bon groupe partant. Pour cidajombreuses solutions ont été apportées,
les plus courantes étant I'utilisation d’estergfaatu l'utilisation d’anhydrides symétriques.
En effet, l'activation peut avoir lieun situ en présence d'un carbodiimide comme le
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) ou le diisopropylbadiimide (DIC) ce qui conduit a la
formation de I'anhydride symétrique correspondaatDIC est généralement préféré au DCC
car l'urée secondaire formée a partir de ce demsermpeu ou pas soluble dans les solvants
classiquement utilisés.

L'utilisation de divers esters actifs dérivés plara-nitrophénol, du 2,4,5-trichlorophénol ou
du pentafluorophénol est également courante. Liessegentafluorophénoliques, introduits a
I'origine par Kisfaludy***! en synthése de peptides en solution, sont trédtifsé@t, en
présence de 1-hydroxybenzotriazole (HOBt), ont wéactivité¢ qui approche celle des
anhydrides symétriques. Il en est de méme pouestsrs de 3,4-dihydro-3-hydroxy-4-oxo-
benzotriazine (DHBt). Les esters trés réactifs dhydroxybenzotriazole peuvent quant a eux
étre formésn situ soit en passant par l'intermédiaire de I'anhyelsgmétrique formé a partir
d’un carbodiimide soit en utilisant le réactif dastro (hexafluorophosphate de benzotriazole-
1-yloxy-tri-(dimethylamino)phosphonium ou BOPY. Parce que I'utilisation de ce dernier

se révele tres toxique, il est peu a peu remplac&hexafluorophosphate de benzotriazole-1-
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yloxy-tripyrrolidino-phosphonium ou PyBOPsans aucune perte d'activité. Ce type
d’esters peut également étre obtenu par l'actidgrexdifluorophosphate d’'uronium comme
I'héxafluorophosphate de 2-(1H-benzotriazole-14yl);3,3-tétraméthyluronium (TBTu) plus

connu sous le nom de réactif de KHdft,

Si l'activation de l'acyl-aminoacide est un paramaémportant pour assurer avec succeés le
couplage en phase solide, la nature du suppaetstiVant utilisé sont déterminants. En 1989,
Atherton et Sheppafd® expliquent les différents phénoménes pouvant simae: peptide en

croissance sur un polymere (figure 11-13).

peptide
2 2 ¢ SIS, S

() (b)
T/ /" \
() (d)

Figure 11-13: Comportement dans un solvant d’'une chaine peptagreffée sur résine.

L’état (a) correspond a I'état idéal pour lequelptdymere et le peptide sont parfaitement
solvatés et étendus librement dans I'espace. Alesi,centres réactifs sont parfaitement
accessibles. Dans la situation (b), le polymere eesiore bien solvaté mais les chaines
peptidiques sont repliées sur elles-mémes ce qresmond a un état de moindre solvatation.
Ceci a pour effet de diminuer la réactivité desctmms amines terminales du fait de

I'encombrement stériqgue. Cet encombrement stérjppig également résulter d’une faible

solvatation du polymere conduisant a un phénomeagré&bation (cas (c)) ou encore d’
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interaction interchaines (cas (d)). Le choix duvaot est donc crucial pour garantir une
réactivité optimale. Le diméthylformamide ou un amge de diméthylfomamide et de
dichlorométhane sont les solvants les mieux adapkésilisation de la résine de Wang .

On trouve dans la littérature de nombreux exemgdesynthése en phase liquide de systemes
porphyrine-peptide, notamment comme modéle de I'gféfhou du cytochrome P450. Pour
ces réactions en solution, diverses stratégies étdtappliqguées comme [I'utilisation de
carboxyporphyrines activées selon les procédéstsigmecédement mais aussi l'utilisation
d’aminoporphyrines comme précurseurs. Dans ceilcagnvient d’activer la fonction acide
carboxyligue terminale de l'unité peptidigue ou ralda fonction amine portée par le
macrocycle, par exemple par réaction avec le trodacétimidate. Par contre, & ce jour,
relativement peu d’exemples de synthéses de pan@sypeptidiques sur support solide ont
été décrits. Ainsi, Morelli etcoll.™” ont fixé une carboxyphénylporphyrine sur un
oligopeptide, en phase solide, avec un rendemechprde 90% en utilisant comme agent de
couplage le systétme PyBOP/HOBt. En appliquant lmenétratégie, De Napolie eoll.**®!

ont formé unenéseporphyrine substituée par une lysine liée a ugoolucléotide.

Nous avons choisi d’activer les carboxyporphyrir@ss 8b, 9a et 9b avec le systeme
diisopropylcarbodiimide / 1-hydroxybenzotriazol. Ioavons utilisé pour chaque réaction de
couplage un réacteur de typgstem 45 muni & sa base d’un disque en verre fritté aésici
un robinet quart-de-tour (voir schéma du réacteumsda partie expérimentale). Ce dispositif,
parfaitement adapté a la synthese sur supportesglidrmet de réaliser chaque cycle de
réaction sans perte de support.

La méthode que nous avons appliquée consiste @& féagir sur la résine préalablement
gonflée avec un mélange de DMF et de,CHrigoureusement anhydres dans les proportions
1/1, sous argon, 2 équivalents (par unité peptaigle carboxyporphyringa, 8b, 9a ou 9b

en présence de 2 équivalents de DIC et de 2 éguigatle HOBL (figure 11-14).
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11aR = OglcAc : 80%

Figure 11-14: Condensation des porphyrin8a,bet9a,bsur le peptide RGD.

Les meilleurs résultats ont été obtenus apres Arekale réaction. La résine est alors filtrée
puis lavée abondament par du diméthylformamide pdis méthanol et enfin du
dichlorométhane. Dans ces conditions, les rendeneastimés par la mesure de
'augmentation de masse de la résine aprés séchagessiccateur, sont de 85% pour les
supportslOaet10b et de 80% poutlaetllb.

La figure 11-15 présente le mécanisme classiqukadgvation par le systeme DIC/HOB.
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Figure 11-15: Mécanisme d’activation par le systéme DIC/HOBt.
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6— Décrochage-déprotection des porphyrines peptidigs

Le décrochage des porphyrines peptidiqgues greéesésine Wang s’effectue en
milieu acide, par réaction de l'acide trifluoroaqgae. En effet, comme nous l'avons
mentionné précédemment, la liaison ester entré&ypeptidique et le polymére constituant le
support est trées sensible a I'hydrolyse acide pafHA. De plus, dans ces conditions, les
groupements protecteurs de l'arginine et de lI'a@dpartique sont particulierement labiles.
De ce fait, I'action du TFA sur les suppotii8a,b et 11a,b permet d’isoler les porphyrines a

motif RGD déprotégé attendues en une seule étape.

o)
O\//(/ COOH
COOtBU )\/COOH
HN HN
H H
o)\ N_ _NHPBf )\ N _NH,
\[( \[(
HN NH HN NH
NH NH
o) o)
o) o)
o)

R

Fict
sl FTYD

R R
10a,b 12:R = CH; : 60%
11a,b 12bR = CH; : 57%
13aR = OGIcAc :58%
13bR = OGIcAC : 55%

Figure 11-16: Décrochage des porphyrind®a,bet13a,bde la résine Wang.

En outre, nous avons ajouté au milieu réactioneel'ahisole pour piéger les carbocations

tertiobutyliques formés au cours de la réaction et suidxdep de conduire a des substitutions
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électrophiles. Si dans notre cas, l'anisole s'&télé suffisant pour empécher de telles
réactions secondaires, il est a noter que l'utibsa de réactifs de formulation plus
compliquée est souvent nécessaire, notamment damad de peptides plus complexes
comportant des résidus comme le tryptophane, gicgsou encore la méthionine. Dans ce
cas, le réactif couramment utilisé est constitu8t&% de TFA, 5% de thioanisole, 5% de
phénol, 5% d’eau, 2,5% d'éthanedithiol et 1% déthlsilan&*.

Dans tous les cas, un temps de réaction d’hydralgs2 heures est nécessaire pour assurer
une déprotection compléte du groupement guanidimd’atginine. Dans ces conditions,
aucune désacétylation des unités glucidiques EaBservée. Apres évaporation de I'acide
trifluoroacétique et purification par chromatogregpkur plaques préparatives de silice, les
porphyrines a motifs RGDL2a 12b, 13a et 13b souhaitées sont obtenues avec des
rendements, calculés pour les deux réactions cgefglaupure, de I'ordre de 60%.

Il est & noter que les tritolylporphyriné8a,by en milieu neutre, sont insolubles dans I'eau et
dans la plupart des solvants organiques usuelstefois, le diméthylsulfoxyde permet de
solubiliser ces composeés, seulement partiellemans de cas du macrocycl®a portant le

peptide en positiopara.

7— Déprotection totale des porphyrines glucosyléesétylées

Plusieurs méthodes de désacétylation sont déatites la littérature. Cette réaction
peut étre effectuée en milieu basique en utiligart exemple comme base des solutions
méthanoligues de méthylate de sodium, de méthgatbaryum, de soude ou de diverses

amines telles que la diéthylamine.
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AcGIlcO 13a,b OGlIcAc GlcO 142 OGlc
14b

Figure 11-17: Désacétylation des porphyrin&8a,h
Dans notre cas, nous avons réalisé la réactionédacdtylation, compte tenu de la

faible solubilité de ces composé dans le méthandans un mélange de
dichlorométhane/méthanol (8/2) en présence d'uthatiso méthanolique de méthylate de
sodium (2 équivalents par groupement acétyle). dagction est totale en 45 minutes et ne
donne lieu a aucune dégradation. Aprés précipitatems le diisopropyl éther et purification
par chromatographie sur colonne moyenne pressiomplerse inverse, les composés
déprotégéddaet 14b sont obtenus avec des rendements de I'ordre de BBYlus, ces deux

porphyrines sont parfaitement solubles dans 'eau.
8— Caractérisations.

L'’ensemble des porphyrines synthétisées a été téaisde par spectroscopie UV-
Visible et spectrométrie de masse. De plus, nouwmsavéalisé une étude détaillée par
spectroscopie RMN du proton de tous les macrocymiésurseurda,b - 9a,b, complétée de
I'analyse par RMN du carbone 13 pour la série dghitosylporphyrine$a,b, 7a,b et9a,b.
Enfin, les structures des quatre porphyrines pieptes 12a, 12b, 14a et 1l4bont été
confirmées par spectrométrie de masse haute risokttpar RMN du proton.

8-1 Caractérisation des précurseurs
8-1-1 Spectroscopie UV-Visible
Les spectres des compogksb - 9a,b sont mesurés dans le chloroforme (Tableau II-
2). lls correspondent tous aux spectres généraleateendus pour les porphyrines bases
libres de typanésoet présentent une forte bande d’absorption versrdi2@bande de Soret)
et 4 autres bandes d’intensité plus faible vers 690, 550 et 520 nm notées respectivement
I, 1, 1l et IV.
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Tableau 1I-2 Bandes caractéristiques des spectres UV-Visildenu&soporphyrine$a,b- 9a,h
Amax (NM) [coefficient d’absorptionsx 10° mol*.L.cm?)], & 20°C

COMpOoSses Soret \Y 1] Il I &u/€

Aa 418(363,0) 516 (135) 552 (7,4) 592 (4,0)  648)4,3 0,93
4b 418 (339,2) 516 (14,4) 552(6,7) 592 (45)  648)4,1 1,09
5a 420 (422,0) 516 (14,2) 552(8,2) 592 (4,0)  650)4,4 0,90
5b 420 (419,2) 516 (16,5) 550(8,2) 592 (53)  648)54 0,98
6a 420 (354,0) 516 (14,3) 552(7,2) 592 (4,7)  648)4,2 1,12
6b 420 (391,0) 516 (13,4) 552(8,1) 592 (4,6)  648)28 1,64

7a 420 (390,0) 518(13,8) 553(8,7) 592(4,9)  650)4,5 1,08

7b 420 (436,1) 516 (17,8) 552(8,9) 591(57)  648)52 1,09
8a 420 (355,7) 517 (13,4) 553(7,2) 592 (4,0) 648 (3,8) 1,05
8b 420 (388,6) 517 (157) 553(9,8) 592 (4,9)  648)4,2 1,16

9a 421 (432,0) 517(13,1) 553 (11,0) 592(5,2)  648)3, 1,36

9b 420 (446,6) 517 (16,0) 552(8,2) 591(53)  647)4,1 1,29

La plupart de ces spectres appartiennent audiip@our lequel l'intensité des quatre
bandes Q diminue des petites aux grandes longd&amnde (IV>III>11>1). Les composéda,
5a et 5b présentent de légeres modifications dans l'inténeelative des bandes | et I

conduisant a des spectres atypiques avec un deafficsupérieur &,.

0.70 - Soret
0.60 -
] Qw
0.50 4
0.40 4 Q|||
Abs.
0.30 1
) Qi
0.20 4 QI
0.10 4
0.000 T T T T T T T T T ? T T 7 T
380.0 420 460 500 540 580 620 660 700.0

Longueur d’onde (nm)

Figure 11-18: Spectre UV-Visible du compogé (CHCL, C= 1,9.10° mol.L%)
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8-1-2 Spectrométrie de masse.

L’analyse structurale des porphyrines a été poviesyiar I'étude de leur spectre de
masse. Comme nous l'avons mentionné précédemmentc@mposes, non volatils ne se
prétent pas aux techniques classiques d’ionisatiimique ou d’ionisation par impact
électronique. Pour cette raison, nous nous somougsés vers une technique particuliere par
désorption laser assistée par effet de matrictAeDI. La particularité de cette méthode est
gu’elle permet I'observation de I'ion quasi-molémivé généralement sans fragmentation. Les
spectres ont été effectués au Laboratoire de Chitriecturale Organique et Biologique de
I'université Pierre et Marie Curie (Paris) souddleection du docteur Jean-Claude Blais. Le
tableau 11-3 présente les résultats obtenus paupdephyrinesta,b - 9a,b et un exemple de
spectre est représenté figure 11-19. Tous les speaibtenus présentent, comme attendu,

uniquement le pic quasi moléculaire [M+H]

Tableau 11-3 :Spectrométrie de masse MALDI.

) Masse moléculaire Masse de l'ion quasi-
COMPOSES calculée (uma) moléculaire observé (uma)
4a 672,28 673,6
4b 672,28 673,6
o5a 1669,6 1671,3
5b 1669,6 1671,4
6a 786,37 787,9
6b 786,37 787,9
7a 1810,61 1811,6
7b 1810,61 1811,6
8a 758,32 759,9
8b 758,32 759,8
9a 1754,54 1755,6
9b 1754,54 1756,5
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Figure 11-19:; Spectre de masse MALDI du compdaé

8-1-3 Spectroscopie RMN du proton

Les spectres de résonance magnétique nucléaireothnplesnésetritolylporphyrinesda,b,

6a,b et 8a,b et desmésaeatriglucosylporphyrine$a,b, 7a,b et 9a,b ont été enregistrés a la

frequence de 400 MHz dans le chloroforme deutéeé.tableaux II-4 et 1I-5 présentent les

attributions détaillées des signaux observes.

D'une maniére générale, le spectre RMIMN d’'un composé de ce type se compose des

groupes de signaux suivants :

v

v

s

<\

Les protong3-pyrroliques vers 8,8 ppm,

Les protons phényliques entre 7 et 8,3 ppm,

Les protons de la chaine carbonée entre 1,2 @phb
Les protons NH pyrroliques vers —2,7 ppm,

Les protons méthyle des groupements tolyles vérpan,
Et dans le cas des triglucosylporphyrines :

Les protons glucidiques entre 1,3 et 6 ppm,

Les protons méthyle des groupements acétyles y2isp2n.
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Tableau I1-4 RMN®H des tritolylporphyrineparasubstituéeda, 6a et8a.

6 en ppm J en Hertz).

H 4a 6a 8a
Pyrroles
2,8 8,93d (4,4) 8,88 s 8,83s
3,7 8,84 s ap. 8,88 s 8,83 s
12 8,84 s ap. 8,88 s 8,83 s
13 8,84 s ap. 8,88 s 8,83 s
17 8,84 s ap. 8,88 s 8,83 s
18 8,84 s ap. 8,88 s 8,83 s
NH -2,76 s él. -2,71 s él. -2,76 s él.
phényle
2,6 8,03d (8,2) 8,11d (8,4) 8,07 d (7,7)
3,5 7,15d (8,2) 7,26 d (8,4) 7,23 dél. (7,7)
Tolyles
2,6 8,08 d (7,7) 8,12d (7,7) 8,09d (7,7)
3,5 7,53d (7,7) 7,56 d (7,7) 7,52d (7,7)
CHjs 2,69s 2,69s 2,68s
Bras espaceur
a - 4,30t (6,0) 4,31t(6,1)
B - 2,31 quint. (6,0) 2,35 m
y - 2,66t él. (6,0) 2,771 (6,1)
CH.- éthyle - 4,25 quad. (7,2) -
CHs- éthyle - 1,361 (7,2) -
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Tableau II-5 : RMNH des tritolylporphyrines ortho-substituééls, 6b et8b

oen ppmJen Hertz)

H 4b 6b 8b
Pyrroles
2,8 8,81s 8,83d (4,8) 8,86 m
3,7 8,81s 8,77 d (4,8) 8,86 m
12 8,81s 8,84 s 8,80s
13 8,81s 8,84 s 8,80 s
17 8,81s 8,84 s 8,80 s
18 8,81s 8,84 s 8,80s
NH -2,70 s él. -2,72 s él. -2,72 s él.
phényle
3 7,2m 7,30 d él (8,0) 7,33 m
4 7,7m 7,73 dt (8,4-1,6) 7,70 dt (8,2-1,6)
5 7,2m 7,34tél (7,2) 7,33tél (7,2)
6 7,9m 8,02 dd (7,6-1,6) 8,02 dd (7,7-1,6)
Tolyles
2,6 8,10d (7.2) 8,10 d (7,6) 8,05 m
3,5 7,52d (7,2) 7,53 d (7,6) 7,52d (7,4)
CHs 2,70s 2,69s 2,69s
Bras espaceur
a - 3,911 (6,0) 3,80tél(6,1)
B - 1,30 m 1,28 m
y - 1,30 m 1,30 m
CH- éthyle - 3,59 quad. (7,2) -
CHjs- éthyle - 0,73t (7,2) -
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Tableau I1-6 : RMNH des triglucosylporphyrines para-substituéeas 7a et 9a.

oen ppmJ en Hertz).

H 5a 7a 9a
Pyrroles
2,8 8,89d (4,5) 8,87 d (4,7) 8,86 d (4,7)
3,7 8,83d (4,5) 8,83 d (4,7) 8,83d (4,7)
12 8,86 s 8,84s 8,83s
13 8,86 s 8,84s 8,83s
17 8,86 s 8,84s 8,83 s
18 8,86 s 8,84s 8,83s
NH -2,76 s él. -2,79 s él. -2,79 s él.
Phényle
2,6 8,05d (8,3) 8,10 d (8,5) 8,07 d (8,5)
3,5 7,20d (8,3) 7,28 d (8,5) 7,24 d (8,5)
Aryles-Oses
2,6 8,15d (8,4) 8,13 d (8,4) 8,10 d (8,3)
3,5 7,40d (8,4) 7,38d (8,4) 7,35d (8,3)
Bras espaceur
a - 4,30 m 4,30 m
B - 2,27 quint. (6,7) 2,34 quint (5,4)
y - 2,611t (7,3) 2,781 (7,1)
CHs-tBu - 1,53s -
O-Glucosyles
r 5,48 m 5,46 m 5,45 m
2 5,48 m 5,46 m 5,45 m
3’ 548 m 546 m 545 m
4 535tél (9,5) 5,30teél (9,5) 530m
5’ 4,06 ddd (9,6-5,1-2,3) 4,06 ddd (9,9-5,4-2,3) 464 (9,8-5,6-2,3)
6'a 4,44 dd (12,0-5,1) 4,42 dd (12,3-5,4) 4,39 dd (B8
6'b 4,31 d ap. (12,0) 4,30 m 4,28 m
Acétyles
211s 2,10s 2,08s
2,12s 2,11s 2,09s
2,22s 2,12 s 2,10s
2,21s 2,19 s
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Tableau I1-7: RMN'H des triglucosylporphyrinesrtho-substituéesb, 7b et9b.

oJen ppm J en Hertz).

H 5b 7b 9b
Pyrroles
2,8 8,88 m 8,83 m 8,83 m
3,7 8,86 m 8,83 m 8,83 m
12 8,86 m 8,80 s él. 8,78 m
13 8,86 m 8,80 s él. 8,78 m
17 8,86 m 8,80 s él. 8,78 m
18 8,86 m 8,80 s él. 8,78 m
NH -2,78 s él. -2,78 s él. -2,75 s él.
Phényle
3 7,33 dél(7,4) 7,33 m 7,28 dél. (8,3)
4 7,73 td (7,4-1,5) 7,75 td (8,0-1,6) 7,73 td (7,8)}1,
5 7,35tél(7,4) 7,33 m 7,33 m
6 7,98 dd (7,4-1,5) 8,00 dd (7,3-1,5) 8,01 dd (7,3)
Aryles-Oses
2,6 8,12 d (8,5) 8,12m 8,12 m
3,5 7,39 d (8,5) 7,37 d (8,4) 7,36 d (8,3)
Bras espaceur
a - 3,92t (5,7) 3,93tél (5,8)
B - 1,27 m 1,27 m
y - 1,31t(5,1) 1,27 m
CHs-tBu - 1,01s -
O-Glucosyles
1 545m 545 m 545m
2' 545m 545m 545 m
3 545m 545m 545 m
4 5,30t él. (9,6) 5,30t él.(9,3) 5,30t él. (9,5)
5 4,04 ddd (9,6-5,1-2,1) 4,05 ddd (10,2-7,1-2,4)03 ddd (9,0-4,9-2,5)
6'a 4,40 dd (12,4-5,4) 4,42 dd (12,3-5,4) 4,40 m
6'b 4,30 dd (12,4-2,1) 4,30 d ap. (12,3) 4,30 m
Acétyles
2,07s 2,10 s 2,08 m
2,08 s 2,11s 2,09 s
2,09s 2,12 s 2,10s
2,10s 2,21s 2,19s
2,11s 2,22's 2,20 s
2,12s 2,21s
2,20 s-2,21s
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a- Etude du spectre de la porphyrine-ester triglsgtée 7a

Nous avons choisi, a titre d’exemple, de présdidarde détaillée du spectre RMN de la 5-
(4-(3-terbutoxycarbonylpropyloxy)phényl))-10,15,&3(4-(2’,3',4’,6'tétra-O-acétyB-D-
glucopyranosyloxy)phényl)porphyrine 7a. Cette tragisylporphyrine est donc substituée en

position para du groupement méso-aryl par un bitastitoxycarbonylpropyloxy.

0
OAc > 1
OAc O
3 2 OAc
Ar-5 N\ /

OAcC
(@]
OAc
omo
OAc

Figure 11-20: Numérotation adoptée pour la description des slpscdRMN.

Les protons aromatiques du phényl qui porte langhdiydrocarbonée en positigpgara
résonnent sous la forme de deux doublets a 7,28(ppRh-3,5) et a 8,10 ppm ( H-Ph-2,6)
(J = 8,6 Hz). Les protons aromatiques des trois gnmgmts phényle portant les unités
glucidiques résonnent eégalement, compte tenu dgneétrie de la molécule, sous forme de
deux doublets situé a 7,38 ppm (H-Ar-3,5) et 8,18np(H-Ar-2,6). Le rapport des
intégrations des signaux correspondants aux praom®atiques confirme les attributions.
Les protong3-pyrroliques résonnent quant a eux sous la formaie signaux : a 8,84 ppm,
on observe un singulet correspondant aux quatir®msales noyaux C et D ( H-12,13,17 et
18). Les protons H-2,8 ainsi que les protons H&&% noyaux A et B forment chacun un
doublet situés respectivement a 8,87 ppm et 8,83 goec une constante de couplage de 4,7
Hz. Le nombre et la multiplicité des signaux destgms-pyrroliqgues est en accord avec la
symétrie de la molécule. En ce qui concerne lagasidique, les protons H-1', H-2' et H-3’

se présentent sous la forme de multiplets vers pp#6. On observe également un multiplet
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pour le proton H-4" a 5,30 ppm. Le proton H-5' caiida un double double doublet a 4,06
ppm J =9,9; 5,4 et 2,2 Hz). Enfin, les protons H-B'apnt observés sous la forme d'un
double doublet a 4,42 pprd € 12,3 ; 5,4 Hz) et d’'un multiplet a 4,30 ppm. l@stons des
groupements acétyles donnent quatre singulet0gppi, 2,11 ppm, 2,12 ppm et 2,21 ppm.
Les protonsa, B et yde la chaine alkyle résonnent respectivement sau®rime d’un
multiplet & 4,30 ppm, d’un quintuplet a 2,27 pph*(6,7 Hz) et d’un triplet situé a 2,61 ppm
(J = 7,2 Hz). Les neufs protons équivalents du tedigle donnent un singulet & 1,53 ppm.
Finalement, on observe a —2,79 ppm un singulegiélgmi correspond aux protons NH

pyrroliques internes.

b- Influence de I'orientation de la substitutionpassage de la position

para a la position ortho de la chaine.

Le passage de la position de la chaingpana du groupement phényle a la positionagtho
entraine un certain nombre de changements darspéesres RMN du proton des tritolyl et
triglucosylporphyrines alkylée8a,b, 8a,b et 7a,b, 9a,b. Les protons osidiques ne sont pas
affectés par ce changement de substitution. Pdrezan constate une différence importante
au niveau du bra®-alkyl. Ainsi, on observe un net blindage des pmetale la chaine
hydrocarbonée @, 3, y) suggérant que, pour les dériatho, ces protons ce trouvent dans le
cbne de blindage du macrocycle porphyrinique (&bl#-7). Les protons du groupement
tertiobutyle subissent également dans ce cas I'effet atraaycle. De plus, il est a noter que
dans la sérieortho, on observe une perte de symétrie de la moléculepmpvoque la
multiplication des signaux3-pyrroliques ainsi qu’'un léger élargissement destqms

aromatiques.

Tableau 11-8: variation des déplacements chimiquds)(par passage d’'une substitutipara

a une substitutionrtho.

tritolylporphyrines triglucosylporphyrines
Ad(Bb-6a) AJ8b-8a) AJ7b-7a) AJ9b-9a)

a -0,39 -0,51 -0,38 -0,37

Jéi -1,01 -1,05 -1,00 -1,07

y -1,36 -1,47 -1,30 -1,51
tBu - - -0,52 -
CH,-éthyl -0,66 - - -
CH;-éthyl -0,63 - - -
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Nous présentons sur la figure II-21, & titre d’eptam les modifications observées
pour les signaux des protons de la chaine alkyl&esispectres des porphyriréset 7b.

CH.a

+Heose  |CH2¥ CH.f CHstBu
T

| ; |U&_J‘LL I
T T T T T T T T | T T ‘I‘ ‘I I“ T T T T T T | | | | |
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Figure 11-21 : Exemple de l'influence de I'orienimh du substituant sur les spectres RN
des composé& et 7h.

8-1-4 Spectroscopie RMN du carbone 13

Nous avons également réalisé les spectres RMNGIde I'ensemble des précurseurs
glucosylés. Les résultats sont rassemblés daablkeai 11-8. L'utilisation de la séquence



DEPT 135 a permis d’identifier les carbones seciweaslalLes attributions ont été confirmées
par les spectres 2D de corrélation hétéronucléieete’H-C (HMQC).
Tableau I1-9: RMN™3C (100 MHz) des porphyrinés,h 7a,bet9a,bdans le CDG (dppm).

13C 5¢ 5b 7¢ 7h 9¢ 9b
Pyrrole:
a 146,5 146,5 146,5 146,5 146,5 150,0
B 130,9 131,3 131,0 131,3 131,0 131,0
Méso
5 120,2 120,5 120,3 120,5 120,2 119,7
10 119,2 119,7 119,2 119,7 119,2 119,3
15 119,1 119,6 119,1 119,6 119,1 119,1
20 119,2 119,7 119,2 119,7 119,2 119,3
Phényle
1 134,4 137,0 134,4 137,0 134,5 137,2
2 135,7 155,6 135,6 155,6 135,6 156,3
3 113,7 115,5 112,8 115,5 112,7 112,0
4 156,0 130,5 158,9 130,5 158,7 129,9
5 113,7 119,6 112,8 119,6 112,7 119,7
6 135,7 135,0 135,6 135,0 135,6 135,5
Aryles-oses
1 137,2 136,9 137,2 136,9 137,2 137,1
2,6 135,5 135,6 135,5 135,6 135,5 135,7
3,5 115,1 115,1 115,1 115,1 115,1 115,1
4 156,6 156,6 156,6 156,7 156,6 156,6
Bras espaceyr
a . - 67,2 67,4 66,9 66,9
B - - 25,0 24,1 24,8 23,6
y - - 32,2 31,0 30,8 28,9
C=0 - - 172,6 172,1 178,4 175,0
C-(CHs)3 53,4 53,4 - -
CHs; - - 28,2 27,7 - -
O-Glucosides
1 99,2 99,1 99,2 99,2 99,1 99,1
2’ 71,4 71,3 71,3 71,3 71,4 71,3
3 72,9 72,8 72,8 72,8 72,9 72,8
4 68,4 68,4 68,4 68,4 68,4 68,4
5’ 72,3 72,3 72,3 72,3 72,3 72,3
6’ 62,3 62,1 62,1 62,1 62,1 62,1
Acétyles
20,8 20,9 20,9 20,9 20,8 20,8
20,7 20,8 20,8 20,8 20,7 20,7
170,6 20,7 20,7 20,7 20,6 20,6
170,3 20,6 20,6 20,6 170,6 170,7
169,5 170,6 170,6 170,6 170,3 170,6
170,3 170,3 170,3 169,7 170,3
169,5 169,4 169,5 169,5

* : valeurs interchangeables
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Nous avons pris comme base d’étude la porphyrineoimgdroxyléeba. Elle présente
les groupes de signaux suivants :
v' Les carbones des acétyles CO sont les noyauxuesdgblindés et apparaissent vers 170

ppm

v Les deux carbones quaternaires portant les oxydeme fonction hydroxyle et des unités
glucidiques sont observés a 156,6 ppm et 156,0 pisncorrespondent respectivement aux

carbones notés C4-Aryle et C4-Phényle.

v Les carbones et pyrroles, qui se présentent sous la forme dedigétargies du fait de

la tautomérie des protons NH pyrroliques, résonresgectivement a 146,5 et 130,9 ppm.
v' On observe a 137,2 ppm le carbone C1-Aryle et 24113dm le carbone C1-phényle.

v Les autres carbones des cycles aromatiques régoemtea 113,7 ppm pour les carbones
C3,5-Phényle et 135,7 ppm pour les carbones CZBybés

v' Les carbonesnésoapparaissent sous la forme de trois signaux sau#$9,2 pour les
carbones C-10 et C-20, a 120,2 ppm et 119,1 ppnr pesi carbones C-5 et C-15

respectivement.

En ce qui concerne les unités glucidiques, onirgdjge également les signaux suivants :
v' Le carbones anomérique C-1' résonne a 99,2 ppnyuceest caractéristique d’uf-
glucoside. Les carbones C-3’, C-4’ et C-6’ résonmespectivement a 72,9 ppm, 68,4 ppm et

62,3 ppm.

v" Quant aux deux carbones C-2’ et C-5’, ils résonsenst la forme de deux signaux a 72,3

ppm et 71,4 ppm gue nous n'‘avons pas réussi Awtravec précision.
v' Enfin, on trouve vers 20 ppm les signaux des cabonéthyle des acétyles.

Le spectre du composé monohydroxglé substitué en positioortho présente tres
peu de variation par rapport au spectre que nonsngede détailler a I'exception des signaux
des carbones du cycle aromatique portant la fomdtidroxyle. La présence de la chaine
alkyle pour les composé&®,b et9a,b n’entraine également que peu de modification. fiat,e
la RMN du carbone 13 est peu sensible a I'anis@rdgiennent s’ajouter aux signaux des
carbones caractéristiques du macrocycle trigluéol®d signaux correspondant aux carbones
a, B ety du bras ainsi que les signaux des carbonegediobutyl ester dans le cas des
composé¥a,b et du carbone du carbonyle de la fonction acidboglique dans le cas des
composéfa,b.

87



CHsC=0 —{ :

Bras espaceur_<

Mﬂth——u-L

C-2,3,4,5,6-Oses—

-

I

kb

C-l-Oses—{

b

C-méso _{

C-B pyrroliques _{

]
;
|

Figure 11-22 : Spectre RMRC du compos&a

88

40

I
100

I
120

I
140

I
160

I
180




8-2 Caractérisation des porphyrines peptidiques
8-2-1 Spectroscopie UV-Visible

L’ensemble des porphyrineéR2a,h 13a,b et 14a,b a motif peptidigue RGD a été
caractérisé par spectroscopie UV-Visible. Les spsctles composéR2a et 12b ont été
mesurés dans le DMSO. Les spectres des compdsést 14b ont quant a eux été réalisés
dans l'eau. Les résultats sont rassemblés danableau 1I-9. Comme dans le cas des
précurseurs étudiés précédemment, ils correspotmighiux spectres généralement attendus
pour lesméseporphyrines bases libres et présentent une fariddod’absorption vers 420 nm
(bande de Soret) et 4 autres bandes d’intensitéfaible vers 650, 590, 550 et 520 nm notées

respectivement |, 11, lll et IV.

Tableau I1I-10: Spectre UV-Visible des porphyring2a,h 13a,bet14a,h

COMpPOSES Solvant Soret v 1] I I
12a DMSO 421 (191,2) 515(8,6) 552(55) 592(2,3) 642)
12b DMSO 420 (320,0) 516(19,8) 550(12,8) 596 (5,9) 6 (&8)

13a | CH«Cl/MeOH (8/2) | 420(302,0) 516 (12,3) 552(7,2) 597Z(4 648 (4,2)
13b | CHCl/MeOH (8/2) | 420 (296,0) 516 (11,4) 551(7,1) 59@(4 648 (2,8)
14a H,0 417 (282,7) 518(6,3) 553(5,8) 593 (4,0) 646 (3,2)

14b H,0 417 (216,3) 524 (59) 561(59) 594 (3,2) 6582,

Amax (NM) [coefficient d’absorptionsk10° mol™.L.cni®)], & 20°C

En revanche, nous avons constaté que les speeseasiglucosylporphyrines, completement
déprotégéeslda,b subissent d’importantes modifications en fonctaa la concentration
(figure 11-23 et 1I-24). En effet, nous avons obsedans les deux cas une diminution de
I'absorption pour des mesures effectuées a desotmations relativement importantas, en
d’autres termes, un comportement qui ne suit puoi classique de Beer-Lamber. Afin
d’analyser plus en détail ce phénoméne, nous awé@aissé pour ces deux Composés un
ensemble de mesures dans la gamme de concentt@flon0° mol.L™* en utilisant des cuves
de 10 mm ou 50 mm de largeur. Les courbes préserigare [-25, qui représentent
I'évolution de I'absorbance en fonction de la carication, révelent un écart a la linéarité a

partir d’une concentration de I'ordre de 2’1@ol.L™.
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23: Evolution de la bande de Soret (compb46) en fonction de la concentration.

Graphique (1) : concentration > 2.1Bnol.L* - cuve de 10 mm ; graphique (II) : concentratio2 40’ mol.L* -

cuve de 50 mm.
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Figure 11-24: Evolution de la bande de Soret (comp246) en fonction de la concentration.
Graphique (I) : concentration > 2.16nol.L* - cuve de 10 mm ; graphique (I) : concentratio2. 20’ mol.L* -
cuve de 50 mm.
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Figure 11-25: Evolution de I'absorbance en fonction de la canteation ;
(A, —): composé4aet (,—-—) : composd4h.

De plus, la superposition des spectres obtenusa@uehconcentration (figure 11-23 et figure
[1-24) indique que la diminution de I'absorbancac€ompagne, dans le cas de la porphyrine

1l4a, dun déplacement  de la bande de Soret  vers le bleu

(AX = -10nm) et dans le cas du compdgd d’un déplacement vers le rouge de la bande de

Soret AN = +5nm).
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L’élargissement de la bande de Soret associé diorirution de son coefficient d’absorption
et d’'un déplacement vers le bleu ou vers le rouget @tre interprété par la formation
d’agrégats. Conformément au modele de I'exéitdh un déplacement vers les faibles
longueurs d’onde indique des interactions de tyface-to-face » (cas du compdisés) alors
gu’'un déplacement vers les grandes longueurs dfosdggére la formation d’agrégats de
type « edge-to-edge » (cas du compb&d.

Les coefficients d’absorption molaire donnés dangableau 11-9, ont été calculés pour des

concentrations inférieures a 2:16ol.L™.
8-2-2 Spectrométrie de masse.
Nous avons poursuivi I'analyse structurale des lpgnipes peptidique&2a,b—14a,b

par spectroscopie de masse MALDI. Comme dans ledeagprécurseurs, seul le pic quasi
moléculaire [M+H] est observé. Les résultats obtenus sont présgaméde tableau I1-10.

Tableau 11-11: Spectrométrie de masse MALDI.

) Masse moléculaire Masse de l'ion quasi-
cOmPpOsEs calculée (uma) moléculaire observé (uma)
12a 1086,2 1087,4
12b 1086,2 1087,4
13a 2081,7 2082,8
13b 2081,7 2082,7
14a 1578,5 1579,7
14b 1578,5 1579,7

Nous avons également effectué pour les compd2éasd et 14a,b une analyse par
Spectrométrie de Masse Haute Résolution dans ledbuvérifier I'authenticité de ces
composes par la détermination de leur formule bsates aucune ambiguité. Les spectres ont
éte réalisé au Centre Régional de Mesures Physapié®©uest (CRMPO) situé a Rennes a
I'aide d’'un spectrométre de masse ZABSpec. TOF dadvhass possédant une géométrie

EBE TOF (Secteurs magnétique et électrique ave@$ata Vol orthogonal). lls ont été
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réalisés en Electronébulisation (ESI) en mode fpogitec comme solvant un mélange
CH3CN/H,O 5/5. Les ions sont acceélérés avec une tensictD@@V. La détermination des
masses precises est réalisée par balayage du cékewipique en utilisant les ions du
polyéthyléneglycol (PEG) comme référence interree ptécision obtenue est alors inférieure
asb ppm.

Rappelons que la technique ESI consiste a intreduie solution d’échantillon dans
un capillaire soumis a un haut potentiel électriqueechamp électrique intense appliqué a la
sortie du capillaire provoque la formation d'un geale gouttelettes chargées qui traversent
simultanément un gradient de champ électrique gfradient de pression dans la direction de
I'analyseur du spectrométre de masse. Pendanaesport, la taille des gouttelettes diminue
par évaporation du solvant et par divisions spadarde la gouttelette chargée en gouttelettes
plus petites, provoquées par une charge surfatcigaetlevée. Les ions formés sous pression
atmosphérique sont alors canalisés dans un ensebtdoleantillonneurs vers I'analyseur ou
regne un vide poussé. Le mécanisme de formatiomodesa partir des gouttelettes chargées
est encore mal compris.

Les résultats obtenus sont reportés dans le talllddu Dans tous les cas, ils confirment la
formule brute attendue. Nous présentons figuré&2itre d’exemple, le spectre obtenu pour

le composéd4a.

Tableau 11-12 Spectrométrie de Masse Haute Résolution.

) Masse moléculaire Masse de I'ion
composes calculée (uma) guasi-moléculaire observé (uma)
Calculée pour §Hg1N100g 1086,4821 [M+H]
12a m/z = 1085,4736 (Ce3He2N1008 M/z th¢o = 1086,4814)
Calculée pour g3Hg1N100g 1086,4817 [M+H]
12b m/z = 1085,4736 (CeaHs2N100s M/Z nso = 1086,4814)
Calculée pour &HgeN1¢026 1601,5627 [M+Nad]
14a m/z = 1578,5713 (C7gHgeN10026Na, mM/ziheo= 1601,5612)
Calculée pour €zgHgeN10026 1601,5650 [M+Na]
14b m/z = 1578,5713 (CrgHgsN10026Na, m/zineo = 1601,5612)
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Figure 11-26 :Spectre de masse haute résolution du compbaé

8-2-3 Spectroscopie RMN.

Compte tenu de I'aptitude des porphyrines a matiptigique déprotégé a s’'auto-
associer en solution, il nous a été particulieregndéficile de réaliser leur spectres de RMN
'H. En outre, dans le cas du comp&gal'analyses’est révélée infructueuse en raison d’'une
trop faible solubilité dans les solvants classiguesspectre du compodb a, quant a lui,
été enregistré dans le DMSO. En ce qui concerngdeshyrines peptidiques glucosylées
13a,b et 14a,h les spectres obtenus dans des solvants variésreanbrdes signaux trés
déformés et fortement élargis pour lesquels il reoége impossible d’assigner sans ambiguité
chaque proton des molécules. Toutefois, dans #misds, I'étude de la courbe d’intégration
indique le bon nombre de protons. Bien que ce tasabit couramment rencontré pour ce
type de composés, nous avons tenté d’amélioreédalution des spectres en effectuant
plusieurs essais pour lesquels nous avons faiewvdai nature du solvant mais aussi la

température ou encore la concentration. Les medlleésultats pour les porphyringda et
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14b ont été obtenus en les solubilisant dans un méldegCDCy CD;OD (50/50) contenant

5 équivalents molaires d’acide trifluoroacétique parphyrine. En effet, il a déja été observé
que, sous leur forme diprotonée, les macrocyclgapgroliques présentent une plus faible
aptitude a I'agrégation. L’attribution de I'ensemlules signaux a été effectuée grace a I'étude
des courbes d’intégration et des spectres de atimél2D proton-proton (COSY).

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tabié@ et la figure II-27 présente le spectre
RMN *H du composd4a

Hp '
ﬁaAr
H ’ Hyparg
arom. H BASp
—_—
Hyoras lln
H Bbras
l i >l@' |
| | LL/ - M |
J ! L__L._A_._.; L'm‘-__:_. J"‘—’H‘—’"—J \“—-'-—"L_
T | T | T | T | T | T | T | T | T |
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Figure 11-27 :Spectre RMNH du composé4a
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Tableau 11-13 Spectroscopie RMAH des composék2h, 14aet14b den ppmJen Hertz).

H 12b 14a 14b
Pyrroles
2,8 8,81 m 8,67 s 8,79 m
3,7 8,74 m 8,67 s 8,79 m
12,13,17,18 8,74m 8,65s 8,79 m
NH -2,86 s él. - -
Phényl
2 - 8,55d (8,4) -
3 7,31 m 7,61d (8,4) 7,63 dél. (7,0)
4 7,78t él. (7,9) - 8,01tél. (7,4)
5 7,31 m 7,61d (8,4) 7,65m
6 7,95 m 8,55 d (8,4) 8,33d (7,4)
Aryl
35 7,57 d (7,5)-7,61 d (7,0) 7,77 d (8,5) 7.84d (@B5d (7,3)
2,6 8,07 d (6,4)-8,04 d (6,4) 8,56 d (8,2) 8,58 m
CHjs tolyles 2,65 s él. - -
Bras espaceur
a 3,931tél (6,2) 4,31tél(6,0) 3,611tél (6,0)
B 1,20 m 2,37 q él (6,5) 1,66 m
y 1,20 m 2,70t (7,0) 1,69 m
Glucoses
1T - 5,38 d (6,7) 5,36 d (7,0)
2 - 3,791(8,0) 3,801 (9,0)
. 3,71 m 3,74m
4 - 3,64t (8,0) 3,651 (9,0)
5 - 3,71 m 3,74 m
6'a - 4,09 dap.(10,5) 4,12 daép.(12,0-6,0)
6'b - 3,93 dd (12,0-5,2) 3,93 m
Arg
a 4,12m 4,491 (6,7) 3,96 m
B 1,28 m 1,82m 1,22m
y 1,23 m 1,73 m 1,22m
£ 2,28 m 3,22m 2,86 m
NH-C=0 7,86 d él. (7,3) - -
Gly
a (CHy) 4,01dél. (6,4) 3,96 m 4,26 m
NH-C=0 7,49t (7,8) - -
Asp
a (CH) 4,28 quad. él. (7,2) 4,801 (5,6) 4,641 (5,6)
B(CH,) 1,28 m 2,94 m 2,80 d él. (6,0)
NH-C=0 8,32 m - -

Les spectres sont éffectués dans le DMSO p2oiet dans CHGICD;OD/TFA pourl4aet14h,
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On distingue pour chacun de ces composés les sigraaactéristigues du macrocycle
tétrapyrrolique, des groupements phényle ainsilgsi@rotons des unités glucidiques dans le
cas des composdgla,h S’ajoutent & ceux-ci les signaux correspondamrt @otons portés
par la chaine peptidique. On peut noter que, coatans le cas des porphyrines précurseurs,
le passage d'une substitutipara a ortho se traduit par un blindage général des protons du
substituant périphérique. De plus, la substitutaho engendre une perte de symétrie qui se
traduit par la multiplication des signagpyrroliques et un dédoublement des signaux

correspondant aux protons aromatiques 3,5 et 3,@laényle portant les unités glucidiques.
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SYNTHESE DE TRIGLUCOSYLES PORPHYRINES PORTANT UN
PENTAPEPTIDE CYCLIQUE INSATURE A MOTIF RGD

1 — Introduction

Comme nous l'avons indiqué dans le chapitre l,0af@rmation du motif peptidique
RGD est essentielle pour assurer un ciblage tunpardlintermédiaire de I'intégrine,3s. Le
pentapeptide cyclique Cys-Arg-Gly-Asp-Cys, dontiele est formévia un pont disulfure,
présente une trés forte affinité pour cette intégriCependant, il est connu que les liaisons
soufre-soufre présentes sur des peptides ou dé&Sima® peuvent étre réduites sous I'action
d’enzymes spécifiques de la famille des thiorédexice qui a pour conséquence de diminuer
la durée de vie plasmatique de tels composés ligplement actif$?. Nous avons pensé que
la substitution de la liaison soufre-soufre par doeble liaison carbone-carbone permettrait
d'assurer une plus grande stabilité au peptide tut conservant une conformation
suffisamment rigide de la séquence RGD, voisinecelee décrite par Ruoslahti, et donc
favorable a une interaction spécifique avec I'initégo, 3.

Dans ce chapitre, nous présentons la synthésecardatérisation de deux nouvelles
porphyrines glucosylées portant un pentapeptiddigue a motif RGD analogue de la
séquence CRGDC décrite par Ruoslahtiait'®".

L'unité peptidique, cyclisée par réaction de métathdes alcénes, est fixée, comme pour les
macrocycles12a,b et 14a,b en positionpara ou ortho du groupement phényle par

I'intermédiaire d’un bras espaceur.
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Figure 1l-1: Structure des composés synthétisés.
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2 — Etude préliminaire — Stratégie de synthése.

2-1 Etude préliminaire par modélisation moléculaire

Nous nous sommes proposé dans un premier tempsdiétles caractéristiques
conformationnelles d’une telle structure par mad#lon moléculaire. Pour cela, nous avons
utilisé le logiciel de modélisation moléculaire HyEhent 5.01 en appliquant le champ de
force MM" et le module de recherche conformationnelle Chdams le but de déterminer des
conformations d’énergie minimale des deux isoméigst trans du pseudo-peptide cyclique
représenté figure IlI-2, analogue du pentapeptjatique CRGDC.

HN
NH
HN 2
GIY
HOOC
NH o Arg o
Asp H
H
o N NH,
H,N —
o)

Figure 111-2 : Représentation du pentapeptide ayet étudié, analogue du peptide cyclique CRGDC.

Nous avons fait varier aléatoirement les angleg; définissant en partie la géométrie
de la chaine peptidique ainsi que les angles diesitaés de part et d’autre de la double
liaison (représentés par deux fleches rouges diguee 11I-2). Les anglesy ont été quant a
eux fixés a 180°.

Dans les deux cas, les résultats obtenus montuentagconformation du motif RGD engagé
dans le cycle est proche de celle que nous avi@septée pour le peptide cyclique CRGDC
au chapitre précédent. Les distanc8sdaC%sp indiquées figure 111-3 sont alors de 5,94A et
de 5,34A pour les isoméress ettrans respectivement, caractéristique conformationnalie g

devrait permettre, rappelons-le, une bonne selexiis-a-vis de I'intégrinén,3s.
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Double
liaison

Double
liaison

Cis trans

Figure 111-3: Conformations d’énergie minimale obtenues poardeux isomereass ettransdu pentapetide
cyclique.

Dans la suite de notre travail, nous nous sommepope de synthétiser les deux

mésatriglucosylporphyrined9a et 19b portant cette séquence peptidique.
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2-2 Stratégie de synthése

Les difféerentes étapes de synthése de ces composéseprésentées sur le schéma
rétrosynthétique de la figure IlI-4. La cyclisatioln peptide constitue I'étape clef de cette
synthése. La double liaison carbone-carbone estnabt par réaction de métathése des
alcénes, en phase solide, a partir du pentapeptiddlyl Gly-Arg-Gly-Asp-L-allylGly
imobilisé sur une résine Rink-Amide-MBHA. Les caxgpropyloxyphényl-
triglucosylporphyrines9a et 9b sont alors fixées sur ce peptide, apres déprotedae la
fonction amine terminale protégée par un grouperfemc. Les composeés final9a et 19b
sont isolés par décrochage du support et déprotesiimultanés des fonctions protégées des

acides aminés.
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Figure 111-5: Schéma rétrosynthétique des compd$zsh
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3 — Cyclisation du peptideall G-R-G-D-allG

Nous avons choisi comme substrat de départ pote sgnhthése le pentapeptide
allG-RGD-allG greffé sur support solide. Celui-ci, synthétisdos la méthode des Fmoc
amino-acides, nous a été fourni par la société y&teme. Comme nous I'avons mentionné
précédemment, la premiere étape de la synthesestmdors a cycliser le peptidea les
deux groupements allyles, situés a chaque extrepaté&éaction de métathese des alcenes.

Nous nous proposons tout d’abord de faire un laggbel sur la réaction de métathése.

3-1 Réaction de métathese

3-1-1 Généralités

La réaction de métathese, d’'une maniére généralesiste a faire réagir entre eux
deux alcenes pour former deux nouvelles moléculakahes résultant de I'échange des

groupement alkylideénes substituant les alceneaimit(figure 11-6).

R R'
R R cat —
bl -
R R —
R R

Figure 111-6 : Réaction de métathése des alcénes.

On dénombre sous I'appellation métathése cing tgpeagactions (figure I11-7) :
v' la métathese croisée « CM » pourCross Metathesisqui permet I'échange des
groupements alkylidenes portés par des alcénesiqdes ou différents donnant naissance a

deux nouvelles molécules.

v" L'ouverture de cycle par métathése « ROM » pouRing Opening MetathesisDans ce

cas, un cycle insaturé est ouvert par réaction amemléfine simple.

v' La polymérisation de diénes acycliques par métathés« ADMET » pour Acyclic
Diene METathesis Elle permet de former des polymeéres insaturéeshpgeiathese de dienes

acycliques.
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v' La polymérisation par ouverture de cycle par métateése « ROMP » pourRing
Opening Metathesis Polymerisatiomui permet de former des polyméres insaturésrtir pa

de monomeres cycliques insaturés.

v' La fermeture de cycle par métathese « RCM » pouRing Closing Metathesigjui

permet d’obtenir des cycles de tailles variées.

RN CM
+ 0 e R+ He=cHh,
SR

X
XN . _ROM 5
<_> > R

X RCM
n ROMP
/ \
xz\
H,C=CH, S

Figure 111-7 : Les différentes possibilités de métathese

En 1955, Anderson et Merckling ont découvert cettaction en observant la
polymérisation du norbornéne en présence de dduvéane 1. Natta etoll. ont quant a eux
rapporté plus tard la polymérisation d’oléfines lyees par ouverture de cycle avec un
catalyseur. Par la suite, Calderorcell. ainsi que Mol etoll. ont étudié cette réaction et ont
montré que la métathése induisait un échange depgnoent alkylidenés?. En 1971,
Hérisson et Chauvin ont proposé un mécanisme peiter ceaction basé sur le postulat qu’'un
intermédiaire métallocyclobutane se forme par dimlince de cycloaddition [2+2] et de

cycloréversion (figure I11-8)2%,
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Figure 111-8 : Mécanisme de la réaction de métathése propos€pauvin

Parce que les catalyseurs utilisés jusqu’au mdesiannées 70, constitués de sels métalliques
et d’agents alkylants comme par exemple MELLESn, WOCKELAICIl,, MoGs/SiO;,
W(CO)/hv ou encore R&;/AlI,O;, ne toléraient pratiguement aucune fonction
hétéroatomique, cette réaction n'a pas connu beaucd’applications en synthése
organiqué?¥. A la fin des années 80, de nouveaux catalysemiex définis, a base de
tungstene, de titane ou de molybdéne ont émergéntlpermis d’effectuer les réactions dans
des conditions plus douces. Ainsi, des catalyseomsme les alkylidenes de molybdéne (de
formule générale (NAr)(ORMCHR) ont été trés largement utili§és, notamment celui
pour lequel Ar=2,6-iPr-gHs, R=CMePh et R'=C(CH)(CF)..**® Ce dernier présente une
forte activité catalytique mais il est égalemeestsensible a I'hnumidité et au dioxygéne de
I'air. De ce fait, les conditions de réaction daivétre trés rigoureuses, avec une atmospheéere
parfaitement inerte et les substrats de départdiiersis. Il a été observé que la tolérance des
catalyseurs pour les fonctions hétéroatomiques @eeitaméliorée lorsque la nature du métal
de transition utilisé varie dans la classificatp@riodique de gauche a droite et de bas en haut
dans une colonne. Les métaux les plus prometteurdvelent étre le molybdéene et surtout le
ruthénium. En effet, les progres sans doute les phportants ont été réalisés grace a la
synthese des catalyseurs au ruthénium développéSrphbs etoll., et ceux au molybdene
développés par Schrockcall.

Les premiers catalyseurs au ruthénium synthétisést de triphénylphosphine-3,3-
diphénylprop-2-ényl-1-ylidénedichlororuthénitiff obtenu par ouverture du cycle d’un 3,3-
diphénylcyclopropéne par un précurseur phosphinbénium, et un de ces dérivés, le
tricyclohexylphosphine-3,3-diphénylprop-2-ényl-idgnedichlororuthéniuftt®, obtenu par
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le remplacement des groupes triphénylphosphinesdgmtricyclohexylphosphines. Ces deux

composeés sont notés respectivenfert B sur la figure I11-9.

H H
? ¢ P@3 L ¢ F|’Cy3 L ¢
Z g CH,CI,/CeH cl +2PCy;  Cl
RUCL(P®);, + e \||qu_ [0} - >Ru_ ¢
53C c”” | -2p@  Cl | y
- P8 Pgs M PCy3
A B

Figure 111-9: Synthése des catalysed®tB.

Si ces deux catalyseurs présentent une activigitnportante aussi bien en ROMP qu’en
RCM™° ils restent néanmoins relativement peu performant niveau de linitiation de la
réaction. Pour améliorer ce point, Grubbs all.’** ont remplacé le groupement
diphénylvinyle carbéene par un groupement benzykdéls ont ainsi obtenu entre autres le
bis-tricyclohexylphosphinedichlororuthénium bendgine, notéC (figure 111-10), qui s’est
révélé étre un catalyseur de choix, trés stableramti la voie a un trés vaste éventail de

réactions de métathése.

PCy3 H
CI ////// |
SRu—
c” | < C
PCy, )

Figure 111-10: Bis-tricyclohexylphosphinedichlororuthénium bdidgne (catalyseuc).

Il serait fastidieux d’énumérer toutes les synteasalisées avec ce catalyseur en raison du
nombre trés important de travaux publiés au coergas dernieres années. Toutefois nous
pouvons dire que ce catalyseur permet de réabserles types de métathése sur des substrats
possédant diverses fonctions comme des esteracdtals, des alcools protégés, des amides,
des amines ou encore des acides aminés dont ldcioacide n'est pas protédée.

Toujours dans le but d’améliorer les propriétéslgitjues, de nombreux autres catalyseurs
au ruthénium ont été synthétisés parmi lesquelsSalinydro-1,3-dimésithyl-imidazolidin-2-
ylidene(tricyclohexylphosphine)dichlororuthéniumbgiidene (catalyseur noté) développé

par Grubbs et recemment mis sur le marché (figivEL).
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Figure 111-11 Exemple de catalyseurs de métathése développésnéent.

3-1-2 Mécanisme de la réaction de métatheése

Le mécanisme couramment admis pour cette réacsbrcedui proposé par Chauvin. On
distingue dans ce mécanisme deux cycles : un @upelé cyclenon-productifau cours
duquel l'oléfine de départ et le catalyseur sorgér@rés, le deuxieme, dgroductif
permettant d’obtenir I'alcéne souhaité. En 1997Bs etcoll.* ont effectué une étude trés
compléte pour mettre en évidence les différentegest de la réaction de métathéese ainsi que
I'influence des ligands sur I'activité des dérivdis catalyseur que nous avons noté A (figure
[-12).
PR
X " X=F,ClBrl

3
|
Ru= Ph v
%~ | \ R = Ph, iPr, Cy
PR, :
Ph

Figure 111-12: Dérivés du catalyseuh.

Grubbs a montré dans un premier temps que leppmes les plus encombrées et les plus
électro-donneuses conduisaient aux catalyseurpllssactifs. Ainsi, le classement de la

réactivité. en fonction du substiituant R de la phosp est le suivant:
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PPh<<PiPpPh<PcyPh<PiPg<Pcy. De plus, le remplacement du ligand chlore sur ces
différentes structurespar d'autres halogénesa eranqie le ligand Cl était celui qui conduisait
généralement aux meilleurs rendements. Il a égalenééé montré que le carbene
Ru=CH=C, sert d'initiateur et 'espéce réactive qui peritagpropagation de la réaction est
le carbeneRu=CH, notél. Le cycle productif du mécanisme de la métath&seeprésenté
sur la figure 1lI-13. Le complexg est I'espéce réactive : c’est de sa stabilitéeetalréactivité
que dépendra la réaction de métathese. Plus géménal, I'étape d'initiation dépendra de la

capacité du catalyseur a fixer I'oléfine de départ.
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produit

Figure 111-13: Mécanisme de la réaction de métathése des eEfrminales proposé par Grubbsetl.**?

Grubbs etcoll. ¥ ont par la suite réalisé une étude mécanistiqwerenplus poussée en
utilisant le catalyseur que nous avons ro{@gure 11l-11). Cette étude a permis de mettre en
évidence que I'étape de dissociation de la phogphst I'étape cruciale de la réaction de
métathese. Ainsi, il a été suggéré que la grantleitacde ce catalyseur et de ces dérivés
pouvait étre due a 'augmentation de la capacitseddigands a promouvoir cette étape. Il est
a priori possible d’envisager deux cas : soit I'oléfinefeste avant la perte du groupe RCy
soit la phosphine se dissocie pour générer unniééiaire a 14 électrons avant l'arrivée de
I'oléfine. Une étude cinétique a montré que I'étdpeitiation de la réaction de métathése est
indépendante de la concentration en oléfine cesgggére que I'étape déterminante est la

dissociation de la phosphine. L’intermédiaire a @&kectrons, de formule générale
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LCI,Ru=CHQ (L étant le ligand dérivant de I'imidazole) airditenu, peut évoluer de deux
manieres : d’'un coté, il peut étre piégé par lasphine libérée et régénérer 'alkylidene de
départ (constante de vitessa),kou alors, il peut se lier au substrat oléfiniguoair permettre
la réaction de métathése (constante de vitegse kes rapports #k, dans le cas des
catalyseur< et E valent respectivement 15300 et 1,25 ce qui sigmjfi’'une petite quantité
de l'intermédiaire a 14 électrons est capable diired de nombreux cycles productifs de

métathese dans le cas du catalygeur

L
/ -PCy3 & +oléfine B /
/Ru P e— Ru _— Ru-
cl ‘ +PCy3 CI/ -oléfine CI/
PCy, K., k.,

intermédiaire a 14 électron s /T

Figure 111-14: Evolution de l'intermédiaire a 14 électrons intdpar la perte d’'une phosphine.

3-1-3 Réaction de métathese en phase solide.

Comme nous I'avons mentionné précédemment, le clibapplications de la réaction
de meétathése s’est considérablement étendu cegemsrrannées. Parmi I'ensemble des
réactions décrites dans la littérature, un granahbre met en jeu des oléfines greffées sur
support solide. Nous ne présentons dans le tallledlque quelques exemples qui nous ont
semblé les plus significatifs. On distingue ess#ietinent trois grands types d’applications de

cette stratégie, représentés sur la figure 1ll-14.
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Figure 111-15: Métathése sur support solide : les trois grahgses d’applications.

Il est ainsi possible de former en phase solidediesbles liaisons carbone-carbone
internes par dimérisation de deux oléfines par théte croisée. Pour cela, un des deux
alcénes est greffé sur le support solide et le i@eux alcéne ainsi que le catalyseur sont en
solution. Cette stratégie a, par exemple, pernBteahert etcoll.**¥ de synthétiser plusieurs
dérivés du N-Boc-N-allylglycinol et du N-Boc-C-diiyycinol.

Il est également possible de synthétiser des cywsasurés par fermeture de cycle par
métathése sur support solide. Dans ce cas, deurdcy®s sont possibles : soit le diene fixé
sur le support porte deux doubles liaisons carlwambene terminales ce qui conduit a la
formation d’'un cycle insaturé greffé sur la résis@it le diene de départ est fixé au polymere
par l'intermédiaire d’'une de ces doubles liaisoms qui permet en une seule réaction
d’effectuer la cyclisation et de couper la liaisawvec le support. On obtient alors dans ce
deuxieme cas de figure une oléfine cycligue en tewlu Cette approche s’avere
particulierement intéressante lorsque la cyclisationstitue la derniére étape d’'une séquence
de synthése en phase solide. Il existe plusiauastages a effectuer la réaction de métathese
sur support solide. En ce qui concerne la métathésieée, il est possible d'augmenter les
rendements en utilisant un large exces de l'oléfiresente en solution. Cet exces est par la
suite tres facilement éliminé par simple filtratiden outre, dans le cas de la fermeture de
cycle par métathése, il est plus facile de contrdée cyclisation car les réactions
concomitantes de dimérisation ou plus généralemiiefigomérisation sont moins favorables

gue dans le cas d’'une réaction en phase liquid@,Hrest important de noter que pour ces
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deux grands types de réactions, la purification pladuit formé est considérablement

simplifiée.

Tableau IlI-1: Quelques exemples de réactions de métathesupport solide.

Réactions Réf.

MeO,C

R1
(Cy3P)2CI Ru—\
WJ\ :/E

[135]

N R2

| FmocNH R3
FmocNH R3

I
X

N~ ~co,Me =

|IQ (CyaF')ZCIZRu=\Ph E\/I\ [136]

ZT

----- -
\(\/ /\/k Boc
(Cy4P),Cl,Ru _\Ph

[134]

L85 o a0
OOt L reOTT .|

(Cy4P),Cl,Ru ﬂ

OMe

{N/—ﬁ - 2 N/—iﬁ
N %o N 0 138
Or )< 29 e O~ 4 1458

257 ph
MeO MeO

OMe OMe
(CysP),CI,R /QQ/
FmocNH 4)“ B FmocNH N g [139]

o \ﬁH o ‘\/‘%Me
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3-2 Application de la métathese a la cyclisation dpeptide al GRGDallG

O NH o NH
tBuOOC Catalyseurs tBuOOC

\iNHO CouE NFo
(@) B
NHFmoc OMNHFMC
N AN

Figure 111-17: Cyclisation du pentapeptide allylique

Pour réaliser ce travail, nous nous sommes appuydes travaux de GrubB¥.
Ainsi, pour minimiser les différences de réactivitges a la nature du support nous avons
choisi de réaliser notre étude avec une résine &memature soit une résine de type Rink
amide (figure I111-17).
3-2-1 Description du support

HN
HN NHPBf
Gly
(@) NH
tBuOOC
NH o Arg(PBf)
Asp(tBu) (0]

L-All GIy(NHFmoc)
\L AII Gly O

Figure 111-16: Description de la résine utilisée pour la réactide cyclisation par métathése.
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Comme nous I'avons mentionné précédemment, noussaudisé une résine Rink Amide, de
méme nature que celle utilisée par Grubbsaodit La résine Rink-Amide-MBHA (résine 4-
(2',4’-Diméthoxyphénylaminométhyl)-phénoxyacétamiaarleucyl-(4-Méthylbenzhydryl-

amine)**%

qui nous a été proposée par la societé Néosygientetre facilement hydrolysée
en milieu acide par le TFA. En outre, en synthésatidique, le choix du maillon permettant
de lier le peptide au polymere est délicat en raide nombreuses réactions secondaires
comme notamment la racémisation pouvant se prodluisede la fixation du premier acide
aminé. Ce phénomeéne, observé lors du couplage dgstgine, de la proline ou encore
d’acides aminés non naturels peut étre évité mangloi de certaines résines comme les
supports de type chlorotrityl ou encore Rink anitigHA.

L’hydrolyse par le TFA de la liaison amide entreslgpport et I'unité peptidique fournit un
amido-peptide ou, en d’autres termes un peptidé lddonction terminale n’est plus un acide
carboxyligue mais un amide primaire. Compte tendiaituque seules les fonctions guanidine
de I'arginine et acide carboxylique Brde I'acide aspartique participent aux interactiansc
I'intégrine a,f33, nous avons pensé que cette légere modificatrantstale ne modifierait en
rien le phénomeéne de reconnaissance de cetteiimgégr

Dans le cas de notre étude, nous avons utiliséésiee dont la dimension des billes est de
100-200 mesh et dont la matrice du polymére espalystyrene comportant 1% d’unité
divinylbenzene.

Pour les mémes raisons que celles exposées autrehdpinous avons choisi comme
groupements protecteurs de l'arginine et de laddpartique respectivement le PBf et un
tertiobutyle. En outre, la fonction amine terminale esbtggée par le groupement 9-
Fluorénylméthoxycarbonyl (Fmoc). Ce dernier estiéatent €liminé par traitement en milieu

faiblement basique.
3-2-2 Réaction de métathese

Dans ce travail, nous avons utilisé comme catatykebis(tricyclohexylphosphine)-
dichlororuthénium (IV) benzylidene ou le (4,5-dilgel,3-dimésityl-imidazolin-2-
ylidene)(tricyclohexylphosphine)-dichlororuthénium (IV)  benzylidene  tous  deux
commerciaux, catalyseurs not€s et E (figure 11-10 et Ill-11). Si ces composés sont
relativement peu sensibles a l'air, nous les av@@moins prélevés dans tous les cas sous
atmosphére d’argon. Ceux-ci, solubilisés dans unimim de solvant, sont par la suite

incorporés au milieu réactionnel par l'intermédiaifune canne de transfert. Pour cette étude,
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nous avons utilisé comme solvant du dichlorométdfau du tétrahydrofuranne parfaitement
anhydres et dégazés par barbotage d’argon. Emfur,ghaque essai effectué nous avons suivi
la réaction par HPLC. Pour cela, une fraction deetane obtenue apres métathése est mise a
réagir avec un mélange de TFA et d’anisole (95/5 puis le résidu, aprés traitement est
injecté dans le systeme chromatographique. Le peptale non cycliquallG(NHFmoc)-R-
G-D-allG, obtenu par traitement acide de la résine ieitedt utilisé comme témoin. Cette
technique nous a également permis de détermineemeements. Pour chaque essai, la résine
est préalablement gonflée dans une quantité appeoge solvant.

Nous avons, dans un premier temps, effectué latiodaavec une résine dont la
proportion de pentapeptide diallylique est de Opol.g>. De plus, les premiers essais
réalisés ont été menés avec le cataly§edans le dichlorométhane. Nous avons fait varier
d’'une part la quantité de catalyseur mais austergs de réaction et la température. Dans
tous les cas, l'analyse par HPLC des produits detigns obtenus, aprés traitement d'un
échantillon de résine, fournit des chromatogrammedativement complexes indiquant la
présence de nombreux produits. Une étude compl@amentu brut réactionnel par
spectrométrie de masse MALDI (figure 11I-18) nougp@mis de déterminer la nature des
produits formés. Dans ces conditions, la fermetlgecycle par métathese est largement
concurrencée par notamment des réactions de megath@isée conduisant a des dimeres de

peptides dont quelques structures sont présegi@®fill-19.
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Figure 111-18: Spectre de masse MALDI du mélange réactionnel at#pres métathése.
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Figure 111-19: Quelques exemples de structures obtenues par raéeathoisée.

La variation de la température de réaction ou end¢arvariation de la quantité de

catalyseur n'ont apporté aucune amélioration aréssltats. Ce comportement peut étre

BN

attribué a

une trop forte substitution de la résieequi engendre des réactions entre les

chaines peptidiques (figure I1I-20). Bien que ceérmmene ait déja été décrit dans la

littératuré™® il est difficile d'estimer la quantité d'unité pedique que doit porter le

polymére pour que seule la fermeture de cycle gaatiése ne soit observée. En effet, cela
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dépend de la proximité des chaines les unes ppontagux autres mais aussi de la longueur
des peptides, de la position des doubles liaisensrnwore de la conformation spatiale du

peptide qui dépend entre autres de la nature deéssagminés mis en jeu.

pentapeptide

T polymere

Figure 111-2Q Les diverses réactions de métathéses résultanedhap forte substitution du polymére.

Dans ces conditions, le rendement en peptide ayeligcherché, n'excede pas 10%.

Afin d’améliorer ces résultats, nous avons pouiscgvtravail en utilisant une résine a plus
faible densité en peptide (0,1 mmaf)gUn premier essai de réaction, pour lequel nooss:
utilisé le catalyseu€ dans le dichlorométhane montre que pour une tebistgution, seule la
fermeture de cycle par métathese est observé patresmétrie de masse MALDI et HPLC
(figure 111-21). Nous avons par la suite cherchépimiser le rendement en pentapeptide
cycligue en faisant varier différents parameétreslal@éaction. Les résultats obtenus sont
rassemblés dans le tableau IlI-2. L'utilisation datalyseurE permet d’augmenter tres
légerement les rendements. Il est connu que chysata présente une meilleure tolérance des
fonctions hétéroatomiques, comme les amines. Congrte de la nature du substrat de
départ, cette propriété peut expliqguer ce gain etelement. De plus, pour les réactions
menées dans le dichlorométhane, nous avons comgiatée rendement augmente avec la

température.
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Figure 111-21: Spectre de masse MALDI et chromatogramme HPLC d&aletion de métathése pour une
substitution de 0,1 mmol‘g
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Sur la base de ce résultat, nous avons pensé gtilisdtion d’'un autre solvant,
permettant une gamme de températures plus largesraito permettre d’améliorer
sensiblement la réactivité. Pour cela, nous avbossicd'utiliser du tétrahydrofuranne. Outre
le fait que ce solvant permet d’atteindre des teatpées de I'ordre de 70°C, il a été montré
gu'’il pourrait contribuer a stabiliser le catalysele Grubbs. Malheureusement, dans notre
cas, lutilisation du THF engendre une diminution dendement qui peut s’expliquer
raisonnablement par une modification de I'état deatation du peptide dans ce solvant et
une moindre accessibilité des groupements allyfique

Enfin, il est a noter que les meilleurs résultaté été obtenus pour un temps de
réaction de 48 heures avec le catalyseur de Gilajsuté en trois fois. Dans ces conditions,
I'ajout de 30% molaire de catalyseur permet d’olnté: pentapeptide cyclique souhait

avec un rendement de 71%.

Tableau I11-2 Résultats obtenus pour la réaction de cyclisapan métathése.

Entrée Solvant Température Catalyseur Temps Rendement

1 CH.Cl, 20°C C 24 31%

2 CHCl; 20°C E 24 31%

3 CHCl; 40°C C 24 40%

4 CH.Cl, 40°C E 24 43%

5 CHCl; 40°C C 48 51%

6 CHCI; 40°C E 48 52%

7 CHCl, 40°C C ajouté en 3 fois 48 65%
8 CH.Cl, 40°C E ajouté en 3 foi§ 48 71%

9 THF 70°C C ajouté en 3 fois 48 30%
10 THF 70°C E ajouté en 3 fols 48 32%
11 THF/CHCI,70/30 70°C C ajouté en 3 fois 48 33%
12 THF/CHCI,70/30 70°C E ajouté en 3 foig 48 36%

Il ne nous a malheureusement pas été possiblgpdesséar chromatographie HPLC les deux
isomerecis et trans susceptibles de se former au cours de la réad@®@nconséquent, nous

n'avons pas pu déterminer par cette méthode laoption de I'un et de l'autre.

122



Pour déterminer la configuration de la double Giaisnous avons étudié les spectres
RMN 'H et *C du pentapeptide cyclique obtenu par traitememssiiue & I'acide
trifluoroaceétique d’'une fraction de la résih® Comme le peptide cyclique et le peptide non
cyclisé par réaction de métathese (environ 30% éiamge) n'ont pas pu étre séparés, nous
avons effectué l'analyse RMN du mélange, dans leSDMdeutérié, en prenant comme
référence d’étude les spectres du pentapeptide cyolisé obtenu par traitement acide
classique de la résine commerciale. Les résultaiisrassemblés dans les tableaux 111-3 et IlI-
4 et le spectre de RMN°C est présenté figure 111-24.
La figure 1ll-22 présente quant a elle la numéiotatretenue pour la présentation des

résultats.
H
HN NH,
a €
0 Y
HOOC B
B
Asp
O
allGly |a
H,N :

QT/EE\NH
NH
o Arg a
a
HN
NH o
B B
@)
@ =
peptide linéaire pentapeptide cyclique
Figure 111-22: Numérotation adoptée pour décrire les pentapegstid

allG(NHFmoc)RGRIIG cyclique et linéaire.

Les attributions de I'ensemble des signaux ontédésées d’'une part sur la base des courbes
d’intégrations et d’autre part a I'aide des specile corrélations proton-proton et proton-

carbone ainsi que la séquence DEPT.
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Tableau 111-3: Spectres RMNH des peptideallG(NHFmoc)RGRIIG linéaire et cycliqueden ppm, J en Hz

H

allG(NHFmoc)RGDallG linéaire

allG(NHFmoc)RGDalkyclique

allGlycine(NHFmoc)
a
B
CH=
=CH,
NHC=0
CH,(Fmoc)
9
1
2
3
4
Arginine
a

B
Y
€
NHC=0
Glycine
a
NHC=0
A. Aspartique
a
B
NHC=0
allGlycine
a
B
CH=
=CH,
NHC=0
Double liaison interne
-CH=CH-

4,20 m
2,44 dd él. (5,6)

5,73 ddt él. (17,8-10,0-6,9)
5,03 d él. (18,2)-4,96 d él. (9,9)

7,35m
4,33 m
4,211t él. (5,80)
7,88 d (8,0)
7,32t(7,4)
7,40t (7,4)
7,70d (7,2)

4,13 m

2,32 quad él (7,2)
1,50 m

3,75 dt él. (6,8)
7,66 m

4,21d él. (5,0)
8,31 m

4,50 quad él. (6,3)
2,56 d (6,7)
8,07 m

4,20 m
2,44 dd él. (5,6)

5,73 ddt él. (17,8-10,0-6,9)
5,03 d él. (18,2)-4,96 d él. (9,9)

7,35m

4,21m
2,40 m

7,36 m
4,31'm
4,22 m

7,87 d él. (7.,8)

7,321(7,3)

7,41 16l (7,3)

7,69 d él. (7,0)

4,12 m
2,32 m
1,50 m
3,72m
7,64 m

4,22 m
8,29 m

4,48 m
2,54 m
8,02 m

4,21m
2,40 m

7,34 m

5,38 m
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Tableau Ill-4: Spectres RMNC des peptideallG(NHFmoc)RGRIIG linéaire et cycliqueden ppm

C

allG(NHFmoc)RGDallG linéaire

allG(NHFmoc)RGDaltyclique

allGlycine(NHFmoc)
a
B
CH=
=CH;
NHC=0
CHyFmoc)
9
1,8
2,7
3,6
4,5
4a,5a
8a,9a
Arginine
a
B
Y
€
C-guanidino
NHC=0
Glycine
a
NHC=0
A. Aspartique
a
B
NHC=0
-COOH
allGlycine
a
B
CH=
=CH,
NHC=0
Double liaison interne
-C=C-

52,2
36,1
134,1
117,13
157,0
65,6
46,6
119,9
126,9
127,5
125,2
140,6
143,7-143,8

52,1
35,7
24,7
42,0
156,8
170,4

45,6
171,0

49,6

39,13
172,5
174,5

52,2
36,1
134,3
117,4
172,5

51,8
33,9

157,1
65,5
46,5
120,0
126,9
127,5
1251
140,9
1440

52,1
35,7
24,6
42,5
156,8
170,3

45,5
1711

49,9
39,3
172,5
1743

51,8
34,8

1725

128,81-128,86
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On constate que la fermeture de cycle n’induit dgi¢aibles variations des signaux en
RMN du proton et du carbone 13 hormis bien slsigsaux qui traduisent la transformation
des deux groupements allyles en une double liaistatne. Dans le cas du pentapeptide
linéaire, les groupes allyles fournissent en RktNdeux familles de signaux & 5 ppm pour
les CH et & 5,7 ppm pour les CH. En RMN #iC, ces mémes groupements conduisent a
guatre pics caractéristiques, deux situés a 1341343 ppm correspondant aux carbones des
CH et deux autres pics a 117,1 et 117,4 ppm carregnt aux carbones des L£IPour le
pentapeptide cycliqgue, on observe en RMN du pratoeignal a 5,28 ppm correspondant aux
CH de la double liaison. La figure obtenue pousigmal ne nous a pas permis d’étudier la
configuration de la double liaison. En revancheRMN du carbone 13 nous permet de
déterminer la nature de Iisomére foffi¥. La double liaison interne ne fournit que deux
signaux a 128,81 et 128,86 ppm. Les carbonea de cette liaison résonnent quant a eux
sous la forme de quatre pics, deux a 34,8 et 3819 qt deux de plus faible intensité a 29,9 et
29,2 ppm, ce qui indigue gu’un isomeére est netteénmrejoritaire. En effet, il est connu que
les carbones em d’'une double liaison permettent I'identificatioa th configuration de celle-
ci : pour une configuration Z, les signaux de cabaones auront un blindage supérieur a celui
de la configuration E. L'explication avancée este urépulsion du nuage électronique
intervenant entre les atomes d’hydrogéne du carbarmmositionn et les atomes d’hydrogéne
sur le carbone ea’ d’'une double liaison de configuration Z conduisa 'augmentation de

la densité électronique sur les carboaex a’ et donc au blindage de son signal de plusieurs

ppm.

Figure 111-23 : Encombrement stérique des hydraggana d’une double liaison Z

Pour cette raison, les signaux a 34,8 et 33,9 pprhattribués a l'isomére E et les signaux a
29,9 et 29,2 ppm sont quant a eux attribués antiéese Z. Bien que la RMN du carbone 13 ne
soit pas dans ces conditions une méthode d’anglysetitative, il semble néanmoins, compte

tenu de la différence trés importante d’intensdés pics correspondants aux carbones en
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de la double liaison des isoméms ettrans que la réaction de fermeture de cycle conduise

guasi exclusivement a I'isomémans

-C-C=C Trans

-CH=CH> Fmoc
-C=C-
Carbone
o o A. Aminés
Fmoc Fmoc
’_*_\ '._&—'
-C=0
f_*—u
e - Ll Ly Jll_ .l [ _1 d l l |
i et M Y E VP )
— | L T ¥ I ’ T 1 T v I T | L | ¥ T I
ppa 180 160 140 120 100 B0 &0 40 20 0

Figure 111-24 : Spectre RMNC (DMSO-d6) du mélange des peptidé&(NHFmoc)RGRIIG linéaire et
cyclique.
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4— Déprotection du N-Fmoc-pentapeptide

La réaction de déprotection d’'une fonction aminet¢ggée par le groupement Fmoc

s’effectue en milieu basique faible.

HN HN
uN”NHPB uN”NHPBS
o) NH o) NH
tBUOOC tBUOOC
NH o DMF/Pipéridine NHqo
HN~—© 8020 AN~ O
0 NH _H 0 NH
N NH,
- 2
_ o , _
o o o
¢

16

Figure 111-25: Déprotection du N-Fmoc-pentapeptide.

C’est la structure dibenzocyclopentadienique qtiiresponsable de cette labilité en
milieu basique. La stabilisation par résonance 'deidn fluorényle explique I'acidité
exceptionnelle de I'atome d’hydrogene 9 permetwmnicapture par une base et l'initiation
d’une réaction d@—¢élimination selon un mécanismed.1a morpholine et la pipéridine sont

#2143 Néanmoins, la

les deux bases les plus couramment employées digr r@actio
pipéridine, a l'inverse de la morpholine permetldénir des rendements quasi quantitatifs.
Ceci s’explique par le fait que la pipéridine pidgedibenzofulvene libéré pour former un
composé d’addition ne présentant aucune réactist@-vis de I'amine primaire formée au
cours de la réaction. Si la morpholine est utilidéadibenzofulvéne qui n’est pas piégé peut
donner lieu a une réaction secondaire d’alkylatiten 'amine primaire terminale ce qui

engendre une diminution du rendement.
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Chromophord~ .

Figure 111-26 Mécanisme du déblocage du Fmoc par la pipéridine.

La réaction est effectuée dans un réacteur de dyseme 45 muni & sa base d'un
disque en verre fritté associé a un robinet quartodr. Le réactif utilisé est une solution de
pipéridine a 20% dans le DMF. Nous avons chercbgtianiser le temps de la réaction. Pour
cela, nous avons dosé au cours du temps la qualditdibenzofulvene libérée en phase
liquide par spectoscopie UV-Visible (300320 nm). La courbe présentée figure 111-27, qui
indique I'évolution en fonction du temps de la quténde chromophore libéré, ndt& montre
que la réaction est terminée au bout d’environ Buteis. En outre, I'estimation de la perte de
masse du support apres traitement et séchage aicaddsur indique que le rendement en
résinel6 est quasi quantitatif.

35 (M)
3 i
2,54
2 i
1,5 -
1 i
0,5 4
0 ‘ ‘ ‘ ‘ (tps)
0 5 10 15 20 25

Figure 111-27 Evolution de la quantité de composé d’addittoformé en fonction du temps.
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5—- Couplage des carboxyporphyrines au pentapeptideyclique a motif

RGD

La suite de notre travail a consisté a fixer surékinel6 précédemment obtenue les

carboxytriglucosylporphyrine8a et 9b dont la synthése a été décrite au chapitre peéted

Pour cela, nous avons appliqué le protocole exmériah déja exposé pour la formation des

résinesllaet11b.

O NH
tBuOOC

NH o

HN

fe) NH

(0]

16

HSIX\ OGIcAc
NHPBF O Q
Hooc” > o

vaCRe

AcGIcO OGIcAc
9a,b
HN
NHPBS DIC/HOBt
DMF/CH ,Cl»
H
o N T° ambiante
tBuOOC fH\
H
o N N
Tl
O OGIcAc
AcGlcO 17a 82% OGlcAc
17b 79%

Figure 111-28: Condensation des porphyrin@a,bsur le pentapetide cyclique greffé sur résiite

La réaction est effectuée dans un mélange de dyffd@timamide et de

dichlorométhane (5/5 v/v). Les carboxyporphyrinestsactivées par le systeme DIC/HOB!.

Apres 24 heures de réaction, les résihéa et 17b sont obtenues avec des rendements,

déterminés par estimation du gain de masse du sugp@s séchage au dessiccateur, de 82%

et 79% respectivement.
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6— Décrochage/déprotection des porphyrines peptidiggs.

Le décrochage des porphyrines peptidiqgues greéesésine Rink-amide MBHA
s’effectue en milieu acide, par réaction de I'adidituoroacétique. Comme dans le cas des
porphyrines12a,b et 13a,b décrites au chapitre précédent, nous avons ajauténilieu
réactionnel 0,5 % d’anisole pour jouer le réle dgpur de carbocation. Toutefois, dans ce
cas, le réactif acide est ajouté par petites frasti(voir partie expérimentale) de fagon a
limiter des réactions secondaires d’hydrolyse diympere qui induiraient des sous produits
extrémement difficiles & éliminer par chromatogiapff’. Dans ces conditions, nous avons
obtenu les porphyrine$8a et 18b, apres traitement et purification, avec des reragm
proches de 60%, sur les deux étapes couplage/tégec Rappelons que dans ce cas la

configuration de la double liaison est essentiedisttrans

pN pu
NHPBf NH,
HN
H H
tBuOOC HOOC

NH o NH o
H 0 \\g\ H o}
§ H N \
(0] N 0) N
- o) . 0
H,N
o} 0
AcGIcO 0o AcGIcO O
TFA/anisole
T° ambiante
AcGlcO OGIcAc AcGIlcO 18a 61% OGIcAc
1Q9h RRO4

Figure 111-29: Décrochage de porphyrind8aet 18b greffées sur résine.
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7— Désacétylation des unités glucidiques

Nous avons employé la méme méthode que celleatifigur les composés glucosylés
14aet14b (chapitre II).

HV}\ H&\
NH
HN 2 N
H H
HOOC HOOG
NH Qo

NH o
ki/\ - -
N H H H
0 N 0 N
J— O i 0]
HN H N
(0] (0]
(0]

AcGIcO O GlcO
MeONa/MeOH/CH,CI,
T°ambiante
AcGIcO OGIcAc GlcO 19a 80%
18a,b ¢ OGlc

10h QNO/
Figure 111-30: Désacétylation des composkda,h

Les composéd8a et 18b n’'étant pas solubles dans le méthanol pur, nowshisav
effectué comme pour les compodéka,b la réaction de désacétylation dans un mélange de
dichlorométhane et de méthanol (8/2) en présenoeedsolution méthanolique de méthylate
de sodium ( 2 équivalents par groupement acétilaes separation, les rendements obtenus
sont de 80%.
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8— Caractérisation structurale

Les porphyrines acétylées et désacétylE@s,b et 19a,b ont été caractérisées par
spectroscopie UV-Visible et spectrométrie de maasdeDI. De plus les formules brutes des
composes final&9ab ont été confirmées par spectrométrie de masse hé@swlution. Enfin,

une étude par RMN du proton confirme les structatesndues.

8-1 Spectroscopie UV-Visible

Les spectres UV-Visibles des porphyrines acétyl@aset 18b ont été réalisés dans un
mélange de chloroforme et de méthanol dans lesopiops 8/2. Pour les compos&8a et
19b completement déprotégés, les mesures ont étdefescdans 'eau. Les résultats obtenus
sont reportés dans le tableau IlI-5. Les spectesspibrphyrined9a,b sont présentés sur les
figures 111-31 et 111-32.

Dans tous les cas, le profil du spectre observdesstpeétio.

Tableau llI-5 Bandes caractéristiques des spectres UV-VisiefendésoporphyrinekBa,bet 19a,h

COMpOSEs Solvant Soret \Y 1] Il I

18a | CHCI/MeOH 80/20| 420 (312,0) 516 (125) 552(6,9) 592)4 648 (4,0)
18b | CHClL/MeOH 80/20| 420 (333,2) 516 (13,4) 552 (7,2) 592)Y4 648 (4,1)
19a H,O 419(282,0) 516(9,3) 552(7,2) 592(3,7) 648)(2,2

19b H,O 417 (256,0) 516 (11,3) 552(8,1) 592(3,6) 648)2

Amax (Nnm) [coefficient d’absorptionsx 10° mol*.L.cm%)], & 20°C

Le comportement en solution agueuse des porphyiti®ast 19b est similaire a celui
des macrocycled4a,b décrits au chapitre précédent. En effet, pour damscentrations
inférieures & 10 mol.L™, I'absorbance est une fonction linéaire de la eatration alors que
pour des concentrations supérieures on observecart & la linéarité de la loi de Beer-
Lambert associé d’'une part a un élargissement itapbode la bande de Soret et d’autre part a
un déplacement de sa longueur d’'onde maximale ofpbien dans le rouge pour le composé

19b ou dans le bleu pour la porphyrih@a
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Ces observations suggérent que ces porphyrinesefiiren solution des agrégats de type
« edge-to-edge » dans le cas du comfd®ou de type « face-to-face » pour la porphyrine

19a

Absorbance

y
N
HOOC O{\
Soret NHoT A o
H H H
o N N
] H N = ro
) QIv o
0.20 1 Qlll Glco o)
0.10
4 GlcO OGlc
0.00
350.0 380 420 540 580 620 660 700.0

Longueur d’onde (nm)

; N
1 0,5.10°%Conc.<4.16
(]
O 1.01
C
] .
=
5 ]
[%2]
Q -
< -
0.51
0.03 = /
350.0 380 480.0

420
Longueur d’onde (nm)

Figure 111-31: Spectre UV-Visible du compo8a- Comportement de la bande de Soret en fonctida de
concentration.
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Figure 111-32: Spectre UV-Visible du compo8b- Comportement de la bande de Soret en fonctida de
concentration
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0,3 -
0,25 -

0,15 A

Absorbance

0,00 0,5 1,0 1,5 2,0
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Absorbance

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00

Concentration (10% mol.L)

Figure 111-33: Evolution de I'absorbance en fonction de la cartcation ;
(m, —) : composé&9aet (A,—+—) : composdoh

8-2 Spectrométrie de masse

L’ensemble des porphyrinek3a,b et 19a,b a été caractérisé par spectrométrie de
masse MALDI. Les résultats sont rassemblés datableau 111-6.
Les spectres obtenus fournissent pour ces quatphyrines le pic quasi-moléculaire [M+H]
attendu. En outre, on observe dans tous les cgscute faible intensité correspondant a un

fragment produit par la perte du substituant pégpiiel
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Tableau ll1-6.Spectrométrie de masse MALDI.

] Masse moléculaire Masse de l'ion quasi-
COmMposés ] o ]
calculée (uma) moléculaire observe (uma)
18a 2247,8 2248,74
18b 2247,8 2248,64
19a 1743,6 1744,56
19b 1743,6 1744,61

Nous donnons, a titre d’exemple sur la figure Ul-B spectre obtenu pour le comp@sa

Counts

E:
B !
g
10000 g
8

Mass (m/z)
Figure 111-34: Spectre de MALDI du compo%8a

Une étude par spectrométrie de masse haute résohitgalement été effectuée pour
les composés finald9a et 19b. Les résultats (voir partie expérimentale) conéininles

formules brutes attendues.
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8-3 Spectroscopie RMN.

Les porphyrineperacétyléesl8a et 18b ont été analysées par spectroscopie RMN du
proton et du carbone 13. L’attribution des signaugté effectuée sur la base des courbes
d’intégrations et en s’appuyant sur les spectresodelation proton-proton et proton-carbone
ainsi que la séquence DEPT. En revanche, les speabtenus pour les composés
completement déprotég&Saet19b n'ont pas pu étre exploités car ils présententstpsaux
beaucoup trop élargis. Tous les efforts produitsirpaméliorer ces résultats (essais de
plusieurs solvants, augmentation de la températmegchoué. En outre, la méthode utilisée
pour les composélda et 14b décrite précédemment et qui consiste a réalisendsure en
milieu acide (TFA) conduit dans ce cas a une dé&giaa partielle des produits.

Les spectres de RMRH et *°C ont été mesurés dans un mélange de chlorofornue et
méthanol (9/1). Les résultas obtenus sont rassenmddas les tableaux IlI-7 et 11I-8. Les
figures 111-35 et 111-36 présentent a titre d’exelmpes spectres du compakéa

CHsC=0
\ [
H arom. N H brast+
N B
- _CH=CH- , HosesH A.A X
Hp pyrr.

A bLL, MM.N |

T [ T I T ] T I T I
ppm 8 6 4 2 0

Figure 111-35: Spectre RMNH du composé8adans CDCYCD;0OD.
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Tableau I1I-7 :RMN*H des composékBaet18h den ppm J en Hz

H 18a 18b
Pyrroles
HB 8,87 m 8,85m-8,88m
NH - -
Phényle
2 8,11d (8,2) -
3 7,31d (8,2) 7,34 d (8,2)
4 - 7,76 dt (7,4-1,2)
5 7,31d(8,2) 7,35 m
6 8,11d (8,2) 8,10d (8,2)
Aryles-Oses
2,6 8,15d (8,2) 8,15d (8,2)
3,5 7,42 d (8,2) 7,42 d (8,2)
Bras espaceur
a 431m 4,02 m
B 2,30 quint. (6,7) 1,31 m
y 2,611t(7,3) 1,32 m
O-Glucosyles
1 5,58d (7,2) 557d(7,1)
2’ 548 m 548 m
3 548 m 548 m
4 5,30t (9,6) 5,301(9,4)
5 4,15m 4,15 m
6'a 4,42 dd (12,3-5,4) 4,42 dd (12,2-5,6)
6'b 4,30 dd (12,3-2,0) 4,31dd (12,4-2,1)
Acétyles 2,12-2,13-2,23-2,26 s 2,11-2,12-2,13-2,23-2,26 s
allGlycine
a 4,20m 3,78 m
B 251m 1,90 m
Arginine
a 4,16 m 3,86m
B 1,70 m 1,26 m
y 1,63 m 1,13 m
£ 3,20 m 2,80 m
Glycine
a 4,15 m 3,95 m
Ac. Aspartique
a 4,50 m 4,17 m
B 2,65m 2,63 m
AllGlycine
(carboxamide)
a 4,21'm 3,83 m
B 2,50 m 1,92m
Double liaison
-CH=CH- 5,63 m 502m
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Tableau 111-8 :RMN**C des composés3aet18b den ppm .

13C 18¢ 18k
Pyrrole:
a 148,0 146,5
B 130,9 131,3
Méso
5 120,7 120,5
10 119,8 119,7
15 119,7 119,6
20 119,8 119,7
Phényle
1 1349 137,0
2 136,0 155,8
3 113,3 115,5
4 157,2 130,7
5 113,3 119,6
6 136,0 135,1
Aryles-oses
137,2 136,9
2,6 136,0 135,6
3,5 115,5 115,1
4 157,9 156,6
Bras espaceur
a 67,7 67,7
B 24,7 24,3
y 33,0 32,5
O-Glucosides
r 99,3 99,1
2 72,0 71,3
3 72,5 72,8
4 68,9 68,4
5 73,5 72,3
6’ 62,6 62,1
Acétyles
20,7-20,9 20,9-20,8-20,7-20,6
170,5-170,6-170,7 170,3-170,6-171,2-171,4
allGlycine
a 53,7 53,1
B 34,1 33,9
C=0 175,3* 175,1*
Arginine
a 52,8 52,1
B 35,9 35,7
y 26,0 25,7
€ 41,0 40,5
C=0 174,1* 174,1*
C anidina 1572 1571

Fall
GO IO IO E ==y — TIT &
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13C (suite | 18a (suite 18b (suite

Glycine
a 44,5 44,3
C=0 174,7* 174,7*
Ac. Aspartique
a 51,4 51,1
B 37,9 37,8
C=0 172,6* 172,6*
COOH 178,1 178,1
allGlycine(carboxamide
a 53,7 53,0
B 34,5 33,4
C=0 172,9* 172,9*
Double liaison
-C=C- 128,8-128,9 128,6-128,7

*: valeurs interchangeables dans une méme colonne

L I T I ¥ 1 U v T T T T
PEM 180 160 140 120 100 80 i an an b

Figure 111-36: Spectre RMN°C du composé8a

Les spectres de RMRH présentent des figures relativement déforméesaggies,
phénomene couramment observé pour I'analyse de as#sppartiellement ou totalement
déprotégés. Néanmoins, on distingue essentiellengumtre familles de signaux
correspondant au macrocycle tétrapyrrolique, auatrgugroupements phényles, aux unités
glucidiques et au substituant peptidique. Les protde la double liaison interne du cycle

peptidique résonnent tous deux a 5,38 ppm danaslele compospara 18a et a 5,02 ppm

141



dans le cas du composé substituéorho 18b. Malheureusement, la résolution de la figure
n'est pas suffisante pour permettre de détermiaestéréochimie de la double liaison. En
revanche, le spectre du carbone 13 montre, comrue lfgdude du pentapeptide cyclique
allGRGDallG exposée précédemment, qu’'un isomere est tréasnhengt majoritaire. En effet,
on observe pour les carbonescede la double liaison seulement deux signaux saggepar
analogie aux valeurs obtenues pour le peptide gyelinon lié au macrocycle, que seul
I'isomeéretrans est obtenu.

On note par ailleurs que le passage d’'une subetitpaira a ortho se traduit par un blindage
des signaux de l'ordre de 0,2 a 1 ppm ce qui ttadufait que le peptide, dans le cas du
composél8b se positionne dans le céne d’anisotropie du mactecLa RMN du™C n’est

guant a elle pas sensible a ce phénomeéne.
La connaissance des spectres RMN des porphyriréglées18a,b du MALDI et de la

masse exacte des composés déprotéges permet der dans ambiguité les structures des

porphyrines finale§9aet19b.
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SYNTHESE D'UN DIMERE DE PORPHYRINES GLUCOSYLEES
LIEES PAR LE MOTIF RGD

1- Introduction

Rappelons que le Photofrin®|l qui est une fraction purifiée de la HPD est
actuellement commercialisé et son utilisation qglirg a été approuvée dans plusieurs pays. De
plus, dans ce mélange de composés, il semblerag og& soit un dimere de
I’'hnématoporphyrine, formé par I'intermédiaire d’'wont éther, qui induise I'activité la plus
significative en PDT. Nous avons pensé que ledaissocier le motif peptidique RGD a un
dimere de porphyrines glucosylées permettrait dizermger I'activité de cette famille de
photosensibilisateurs en photothérapie des canEersutre, il n’existe dans la littérature, a
notre connaissance, aucun exemple de synthesemuors solide de dimere de porphyrines.

Ainsi, dans la suite de notre travail, nous nousrses propose de synthétiser le dimere de

AcGIcO OGIcAc AcGlcO OGlcAc

QL QLA &

AcGIcO (0] (@) OGIcAc
(0] (@]
H H
HzN\”/P )ﬁ/N N
N \H/\N NHFmoc
H H
(0] (0] (6]
HOOC
HN
HN NH

2

Figure 1V-1: Structure du dimére synthétisé
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2- Stratégie de synthese

Les différentes étapes de synthese sont présentéds schéma rétrosynthétique de la
figure IV-2. La stratégie de synthese que nous s\appliquée consiste a former dans un
premier temps une triglucosylporphyrine portantgnoupement allyle puis dans un second
temps a la faire réagir par réaction de métatheseattenes sur le pentapeptide diallylique
allG-RGD-allG fixé sur support solide.
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Figure IV-2: Schéma rétrosynthétique du dimeg
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3 — Synthese du précurseur allylique.

Ce composé a été synthétisé selon deux méthodaaéthode de Little et la méthode

de Lindsey.
La méthode de Little, qui consiste dans ce cadra faagir un équivalent de para-

allyloxybenzaldéhyde avec trois équivalents de agytaldéhyde?2 en présence de quatre

équivalents de pyrrole dans I'acide propanoiqueflax, permet d’obtenir apres purification

Qo L

le compos&0 pur avec un rendement de 5%.

CHO CHO
3 + + 2 {\  CHCOH
H reflux
OGIcAc (@]
2 IN P [
AcGlcO OGIlcAc

20 : 5%

Figure IV-3: Synthése de la monoallyloxyphénylporphyrineédOrsLittle.

Comme dans le cas des monohydroxyphényltriglucosglprrines 5a et 5b, le
compos&0 ne cristallise pas dans le milieu réactionnelwecgmplique considérablement la
purification. Il est alors nécessaire de réalisee pré-purification par chromatographie sur
colonne de silice suivie d'une purification par @matographie sur plaques préparatives de
silice.

L’utilisation du protocole de Lindsey nous a permhisméliorer le rendement en comp@€e
Ce protocole, nous le rappelons, consiste a faagir quatre équivalents de pyrrole avec trois

équivalents d’'aldéhyde glucosyBet un équivalent deara-allyloxybenzaldéhyde dans le
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dichlorométhane en présence d’'un acide de Lewis duixyder le porphyrinogéne formé par
le para-chloranile.

AcGIcO

CHO 0]

CH
N CHiCla BFOEL, 1n
3 + + 4 - -
N
H
O

OGIcAc

. L

AcGlIcO

p-chloranile \
Reflux, 1h.

AcGlIcO 0]

QLA

o = U

AcGlcO 20 11% OGIcAc

Figure IV-4: Synthése de la monoallyloxyphénylporphy@feelon Lindsey.

Ainsi, la monoallyloxyphénylporphyrine20 est obtenue, apres purification, avec un

rendement de 11%.
4- Essai de synthese du dimere a motif RGD

En nous appuyant sur les résultats de la littéeatoous avons dans la suite de notre
travail tenté de former le dimér@3 par réaction de métathese croisée entre la

monoallyloxyphénylporphyrin20 et le pentapeptidallG-RGD-allG, en phase solide.
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La résine décrite au chapitre précédent, dont kstgution en pentapeptiddl GRGDallG
représente 0,1 mmol’ga été utilisée pour cette étude. De plus, I'edderdes réactions a été

réalisé dans le dichlorométhane.

(0] AcGIcO

I
Z

X
&
O

>—N HN
PBfHN \—\_2:0
" () ®
o — OGIcAc OGIcAc
catalyseur E
FmocHN 20
AcGIcO OGIcAc AcGIcO Y 0GIcAc

AcGIcO OGIcAc

o) o)
H
N
N W/\N
H H

(0]
tBuOOC

Figure 1V-5: Couplage du composé 20 et du peptl&-RGDallG par métathése

Sur la base des résultats obtenus au chapitmollls avons choisi d’'employer le catalyseur de
Grubbs notée (figure IlI-11). En outre, les exemples de métathemisée en phase solide

décrits dans la littérature indiquent que la réactest favorisée par un exces de I'oléfine

148



présente en solutifi®. Plusieurs essais de réaction ont été effectuésnemt compte de ces
différents parameétres. Cependant, pour toutesbegions réalisées, nous n’avons pas obtenu
le produit souhaité. L’'analyse du milieu réactidnagres filtration de la résine, indique dans
tous les cas la formation du dimé&e (figure 1V-6), par homodimérisation du monomexe

par réaction de métathése croisée en solution.

OGIcAc

OGIcAc

AcGlcO

OGlcAc

21
OGIcAc

Figure 1V-6: Structure du composé obtenu par réaction de thése.

L’augmentation du nombre d’équivalent de comp2@@ar fonction allyle portée par
le pentapeptide (jusqu’a 6 équivalents) ou encailution de ce méme composé en solution
n'ont pas permis d’obtenir le produit désiré.

Pour essayer de résoudre ce probleme, nous avoti®e8yé dans une premiére étape, le
dimére21 puis dans un second temps de le faire réagirgaation de métathése croisée sur le

pentapeptide greffé sur résine.
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5- Synthése du dimere précurseur.

Le dimére21 a été synthétisé selon deux méthodes : par méeatles alcénes, et par
réaction de Williamson.

5-1 Réaction de métathése

La réaction d’homodimérisation (figure 1V-7) esfesftuée dans le dichlorométhane
préalablement dégazé par barbotage d’argon, a tatapg ambiante ou a reflux selon les cas.
La monoallyloxyphénylporphyrin0 est tout d’abord dissoute dans le solvant puis le
catalyseur solubilisé dans un minimum de dichlortbage est ajouté par l'intermédiaire
d’'une canne de transfert. L’évolution de la réactest alors suivie par CCM. Pour cette
étude, les catalyseurs de Grubbs n@és E ont été utilisés. Dans tous les cas, 20% molaire
de catalyseur ont été ajoutés au milieu réactioenaleux fois. En outre, la concentration en

porphyrine monomere0 a été fixée pour chaque essai & l.L™.

AcGlcO OGIcAc

QLA

AcGIcO 0=

QL & (> - Q

(e} OGIcAc

catalyseur Grubbs /

CH,CI,
(0] OGIcAc

(o = O QL &

AcGIcO OGIcAc

20

(o =0

AcGIcO OGIcAc
21:63%

Figure IV-7: Synthese du dimegl par métathése.
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Tableau 1V-1: Résultats obtenus pour la réaction d’homodinaiis du compos20

Entrée Catalyseur Température Rendements
1 C 20°C 57%
2 C 40°C 62%
3 E 20°C 59%
4 E 40°C 63%

Les résultats obtenus, rassemblés dans le tabledaydemblent indiquer que la température
de réaction et la nature du catalyseur n'ont que @efluence sur le rendement de la
réaction. Toutefois, les meilleurs résultats ot ébtenus avec le catalyseldy pour une
température de 40°C. (tableau V-1, entrée 4). Daassconditions, le dimer2l est isolé,
apres purification par chromatographie sur plaquéparatives de silice, avec un rendement
de 63%.

Ce composé a été caractérisé par spectrométrieadeemspectroscopie UV-Visible et par
RMN du proton et du carbone 13 (voir paragraphdl Bst bien connu qu’il est possible de
distinguer les isomerass ettransd’'un alcene par I'étude de leur spectre RMN duqraet

du carbone 13. L'analyse des spectres du compbsddique que la réaction de métathese,
dans ce cas, conduit exclusivement a la formatian deul isomere, celui de configuration
trans, 'isomerecis étant tres certainement trop encombreé pour étredo

Toutefois, dans le but de lever toute ambiguitélauiétermination de la nature de I'isomeére
obtenu par réaction de métathése, et avec I'ob@atigmenter le rendement en compég

nous avons synthétisé le dimérans par réaction de Williamson.

5-2 Formation du dimére par la réaction de William®n

La réaction consiste a faire réagir la monohydriwéyyltriglucosylporphyrinesa
avec letrans-1,4-dibromobut-2-ene en présence de carbonate@sgium. Des dimeéres de
porphyrines glucosylées ont déja été synthétisésgite méthode en deux étapes dans notre
laboratoir€*®. Dans ce cas, le monomére hydroxylé réagit aveexses de composé
dihalogéné puis le produit de réaction alkylé astfi¢ et mis a réagir avec un exces de
monomere selon la méme réaction. Nous avons chereinéeliorer ce procédé en formant le
dimere en une seule étape de facon a limiter lefiqations fastidieuses. Le protocole que

nous avons appliqué consiste a faire réagir le Mma@me5a avec un équivalent de dérivé
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dihalogéné en présence d'un large excés de casbom potassium dans le
diméthylformamide a température ambiante. La réactst suivie par CCM. Apres 48
heures, on observe la disparition totale de lalpgipe de départ. On ajoute alors au milieu
réactionnel trois équivalents supplémentaires daam&re5a. La réaction est poursuivie,

toujours a température ambiante, jusqu’a ce qurer’observe plus d’évolution par CCM.

AcGIcO

AcGlcO OH

O &

DMF / K,CO,

- Y

/\/\/Br
Br

O OGIcAc
AcGlcO O

21:54%

(0 =

AcGIcO ba OGIcAc

OGiIcAc
Figure 1V-8 : Synthése du dimé2é par réaction de Williamson.

Au bout de 30 heures, la réaction est stoppée et avons obtenu dans le meilleur des cas
apres purification par chromatographie sur plaquéparatives de silice le composé attendu
avec un rendement de 54%.

Si le protocole de la réaction de Williamson appdic la dimérisation de porphyrine a pu étre
relativement simplifié, le rendement obtenu rest@oyem et inférieur a celui de
I’'homodimérisation par métathese croisée. Toutelimisspectres de RMN du proton et du

carbone 13 du compog24 obtenu par cette méthode sont identiques en winsspa ceux de
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ce méme composé obtenu par métathése ce qui cenfirstéréochimie exclusivemendns

de cette réaction pour le cas étudié.

6- Synthese du dimére a motif RGD

Nous avons par la suite poursuivie I'étude menédasaynthese du dime&8. Nous avons
pour cela utilisé le méme support que celui dgméicedemment sur lequel nous avons fait
réagir, par réaction de métathese croisée, le dirBérselon des conditions opératoires
variées. Pour tous les essais réalisés, le boulgénent de la réaction est contrélé d’'une part
par chromatographie CCM de la phase liquide duemiliéactionnel et d’autre part par
chromatographie CCM du produit de réaction isolétpmtement classique d’une fraction de
la résine a I'acide trifluoroacétique. Dans tous éas, nous avons utilisé 40% molaire de
catalyseur au ruthéniurk et une quantité de dichlorométhane, anhydre et zeéégear
barbotage d’argon, permettant un gonflement optiolla résine et une solubilisation
complete des autres réactifs. Nous avons fait vEiaombre d’équivalent de dime2é par
groupement allyle présent sur le pentapeptide gjnsila température. Les résultats obtenus

sont rassemblés dans le tableau suivant.

Tableau 1V-2: Résultats obtenus pour la syntheése du dir@8re

; Nombre d’équivalent ] Rendement apres
Entrée Température o
de2l/groupement allyle purification

1 3 20°C 0

2 4 20°C traces

3 4 40°C 11%

4 6 20°C traces

5 6 40°C 9%

Par cette méthode, nous avons pu former le dinegteerché aprés 48 heures de réaction avec
un rendement modeste de 11 %. Il est a noter gueeihelements inscrits dans le tableau 1V-2
sont calculés, aprés purification, pour les deap&t métathése/décrochage du support. Cette
derniere étape est réalisée en appliquant les tmmsli classiques exposées au chapitre
précédent par action d’'un mélange d’acide triflacétique et d’anisole dans les proportions
95/5.
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Figure 1V-9: Couplage du compos#l et du pentapeptidallG-RGDallG par métathese.
Le composé23 a été caractérisé par spectroscopie UV-Visiblecspmétrie de masse

MALDI et RMN du proton.
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7- Caractérisation structurale

Les précurseurs glucosyl@® et 21 ont été caractérisés par spectrométrie de masse
MALDI, par spectroscopie UV-Visible et par RMN duopon et du carbon 13. La structure
du dimére23 a quant a elle été caractérisée par spectronaétmeasse MALDI, spectroscopie
UV-Visible et par RMN du proton. Cependant, la ditérde produit obtenu s’est révélée trop

faible pour permettre une mesure fiable du spdRi&l du carbone 13.

7-1 Caractérisation des précurseurs
7-1-1 Spectroscopie UV-Visible

Les spectres UV-Visible des compo&fset 21 ont été mesurés dans le chloroforme.
lIs correspondent tous deux au tygim avec la bande de Soret proche de 420 nm et leégequa
bandes Q situées vers 516, 552, 592 et 648 nmpéetre du dimér@l est trés similaire a
celui du monomeér@0 ce qui semble indiquer, conformément aux résullatsa littérature
pour ce type de composeés, qu’il n’y a pas d’inteoacentre les deux noyaux porphyriniques

du compos@1l. Le spectre obtenu pour le dimere est présentésfity-10.

Tableau IV-3: Bandes caractéristiques des spectres UV-VisiBlemésoporphyring et 21.

Composé|  Soret Qv Qui Qu Q

20 | 421(341,5) 517(13,8) 553(8,6) 592 (4,4) 648)4,2

21 | 421(718,2) 517 (28,1) 553 (17,4) 592 (9,3) 6499,

Amax (NM) [coefficient d’absorptionsx 10° mol™.L.cm?)], & 20°C

20

OGlcAc

OGlcAc

Absorbance
QO
<
O
O
QO

0
3500 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longueur d’onde (nm)

Figure IV-10 :Spectre UV-Visible du compoa# (CHCl;,C= 2,5.10°mol.L™).
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7-1-2 Spectrométrie de masse MALDI

L’analyse structurale du monomeére et du dimere aghyrine triglucosylée a été
poursuivie par I'étude de leur spectre de masse DAL
On observe pour les deux composés un seul picsgmnelant a I'ion quasi-moléculaire
attendu. Les résultats sont présentés dans leatalie4 et le spectre du compo2é est

donné figure IV-11.

Tableau IV-4: Spectrométrie de masse MALDI

] Masse moléculaire Masse de I'ion quasi-
COMPOSES ] ] _ ]
calculée (uma) moléculaire observé (uma)
1708,53
20 ) 1709,61
(calculée pour ggHggO31N4)
3389,02
21 ] 3389,52
(calculée pour gsHggO31N4)

2000( 4 [M+H] "= 3389,52

1500( -

1000( - o -

500( 4
O_dﬂuhuhﬁmmuwwwwnﬂhmH&MMwuuwm-A&uummhwAmdLwmmumkmhwmnﬁhwﬁuhhﬁmhﬂﬂunhmm

T T T T T T T T

100c 150( 200( 250( 300( 350( 400( 450(

Figure 1V-11: Spectre de masse MALDI du compd§é
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7-1-3 Spectroscopie RMN
a- RMN du proton

Les spectres de résonance magnétique nucléairgadonpdu monomer0 et du
dimére 21 ont été realisés dans le chloroforme deutérié. atgbutions des signaux,
rassemblés dans le tableau IV-5 sont basées sudéd'd@e la courbe d’intégration et sur les
spectres 2D de corrélation homonuclédite'H (COSY).

D’une maniere générale, le spectre du com@sgigure IV-13) présente une forte analogie
avec celui de lapara-hydroxyphényltriglucosylporphyrineba. S’ajoutent aux signaux
caractéristiques du macrocycle et des unités gueed les signaux correspondant au
groupement allyle. En effet, le proton de la douialson noté3 sur la figure 1V-12 résonne
sous la forme d’'un double-double-triplet a 6,27 pgwec des constantes de couplage de 6,8
Hz, 10,2 Hz et 17, 2 Hz. Les deux protons notégquivalents, résonnent sous la forme d’un
doublet élargi a 4,82 ppm . Enfin, les deux protoos équivalents du GHerminal, notéya
etyb sur la figure IV-12 résonnent sous la forme ddonble doublet powb situé a 5,61 ppm

et d’'un multiplet poura, situé a 5,46 ppm. Ce dernier résonne a la mégeadnce que les

protons H-, Hy' et Hy des unités glucidiques ce qui compligue la figure.

Figure 1V-12: Numérotation adoptée pour les protons du grougerallyle.

Le spectre de résonance magnétique nucléaire deéreliffil, obtenu par réaction de
métathese, présente également de fortes similitadss celui du monomeR9. Les protons
B-pyrroliques résonnent sous la forme d’'un singal8t84 ppm et de deux doublets & 8,85 et
8,91 ppm. Toutefois, on note une perte d’équivaetes protons aromatiques H2,6 et H3,5
des groupements phényle portant les unités glusédiqAinsi, les protons H2,6 résonnent
sous la forme de deux doublets a 8,14 et 8,12 pyégrant chacun respectivement pour 4
protons et 8 protons et les protons H3,5 résonmeant a eux sous la forme de deux doublets

a 7,39 et 7,37 ppm intégrant respectivement pair8dprotons. Le rapport des intégrations
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des signaux confirme les attributions. En ce quiceone les unités glucidiques, les signaux
difféerent peu de ceux du monome&t@; néanmoins, certains signaux sont dédoublés ce qui
traduit une perte d’équivalence des protons osedighinsi, les protons H4' apparaissent
cette fois ci sous la forme de deux triplets a JpMh et 5,33 ppm. Le massif correspondant
aux protons ki, Hy et Hs situé a 5,47 ppm est également plus complexe pt@®ns des
groupements aceétyles donnent quant a eux six gtgal2,22, 2,21, 2,12, 2,11, 2,10 et 2,09
ppm. La chaine alkyle insaturée, symétrique, fdauseulement deux signaux, un triplet
intégrant pour deux protons a 6,53 ppm et un setgués élargi situé a 5,00 ppm intégrant
pour quatre protons. Le fait de n'observer que de#graux semble indiquer la présence d’un
seul isomere. En outre, compte tenu de la symdéria molécule, les deux protons portés par
la double liaison sont équivalents et donc non Esugntre eux. De ce fait il n’est pas

possible, par I'examen du simple spectre protodéderminer la nature de cet isomere.
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Tableau IV-5: RMN'H (CDCL) des porphyrineg0et 21, den ppmJ en Hertz).

H 20 21
Pyrroles
2,8 8,88 d (4,5) 8,91d (4,7)
3,7 8,83 d (4,5) 8,85d (4,7)
12 8,86 s 8,84 s
13 8,86 s 8,84 s
17 8,86 s 8,84 s
18 8,86 s 8,84 s
NH -2,78 s él. -2,78 s él.
Phényle
2,6 8,10d (8,3) 8,16 d (8,5)
3,5 7,29d (8,3) 7,37 d (8,5)
Aryles-Oses
2,6 8,14 d (8,4) 8,14 d (8,4)-8,12 d (8,4)
3,5 7,38 d (8,4) 7,39 d (8,4)-7,37 d (8,4)
O-allyl
a 4,82 d él (6,5) -
B 6,27 ddd (17,2-10,2-6,8) -
Va 5,46 m -
¥% 5,61dd (17,2-1,3) -
Pont but-2-éne
O-CH,-CH= - 5,00 s él.
-CH=CH- - 6,53 1(3,8)
O-Glucosyles
1 5,46 m 5,47 m
2' 5,46 m 547 m
3 5,46 m 5,47 m
4 5,31t(9,4) 5,301 (9,3)-5,32t(9,4)
5 4,06 ddd (9,6-5,1-2,3) 4,05 ddd (9,9-5,4-2,3)
6'a 4,42 dd (12,0-5,1) 4,42 m
6'b 4,30 d ap. (12,0) 4,30 dd (12,3-2,2)
Acétyles

2,10s
2,11s
2,12 s
2,22s

2,09s
2,10s
2,11s
2,12 s
2,21s
2,22s
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Figure IV-13:Spectres RMRH des composé0 et21 (CDCl).

b- RMN du carbone 13

Nous avons poursuivi 'analyse structurale desymssurs20 et 21 par I'étude de leur
spectres de RMN du carbone 13. Les résultats s@septés dans le tableau 1V-6. Pour
interpréter ces spectres, nous nous sommes apmwedanalyse du spectre de la
monohydroxyphényltriglucosylporphyrirta.

Le spectre obtenu pour le comp@Eest tout a fait semblable a celui de la porphyhaell

comporte essentiellement dix groupes de signauactEistiques du macrocycle, des
groupements phényle, des unités glucidiques ourersho groupement allyle. Ce dernier se
caractérise par trois signaux situés a 69,15 ppb8,0B ppm et 133,32 ppm attribués

respectivement aux carbones natég ety sur la figure 1V-14.
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Figure 1V-14: Numérotation adoptée pour les carbones du grougd allyle du composzd
et du pont but-2-éne du dimézé

En ce qui concerne le dimérl, tres peu de changements sont observés. Le
groupement but-2-éne situé entre les deux unitgshganiques se caractérise par seulement
deux pics ce qui est la conséquence d’'une pad dgnhétrie de la molécule et d’autre part de
la présence d’'un seul isomére. Le carbone ootésonne a 68,2 ppm et le carbone hybridé
sp: B apparait a 128,8 ppm. Il est connu qu’il est gmedie distinguer les deux isomes
et trans dans un mélange par I'examen des signaux des reeshsitués e de la double
liaison. Cette analyse est bien sOr possible l@dgs deux isoméres sont présents dans
I'échantillon étudié. Dans notre cas le spectreR#4N du carbone 13 ne suffit pas pour
conclure sans aucune ambiguité sur la nature slariére formé par réaction de métathése.
Néanmoins, on peut penser que I'absence de dédoebtedes signaux relatifs aux protons
des phényle ou encore des unités glucidiques seigggre les deux macrocycles
tétrapyrroliques n’interagissent pas entre eux que semble favorisé@ priori par une
configurationtransde la double liaison.

Nous avons confirmé cette hypothése en réalisanidé des spectres de RMN du proton et
du carbone 13 de I'isométensdu dimere21 obtenu par réaction de Williamson. Ces deux
spectres sont en tous points parfaitement supdsfassaux spectres décrits précédemment.
On observe par exemple un pic a 128,8 ppm pouarlzooe er de la double liaison, valeur
identique a celle donnée pour le composé issu dEaldion de métathese.

Cette comparaison confirme la nature exclusivemeans du dimere 21 obtenu par

homodimérisation par métathese croisée.
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Tableau IV-5: RMN*C (CDCE) des porphyrineg0et21, den ppm.

13C 2C 21
Pyrrole:
a 146,0 146,5
B 131,1 131,0
Méso
5 120,2 120,1
10 119,2 119,3
15 119,1 119,3
20 119,2 119,3
Phényle
1 134,5 134,7
2,6 135,5 135,5
3,5 113,0 113,0
4 158,5 158,6
Aryles-oses
1 137,2 137,2
2,6 135,5 135,7
3,5 1151 1151
4 156,6 156,6
O-allyl
a 69,15 -
B 133,3 -
y 115,0 -
Pont but-2-ene
a - 68,2
- 128,8
O-Glucosides
r 99,1 99,2
2’ 71,4 71,3
3’ 72,9 72,8
4 68,4 68,4
5’ 72,3 72,3
6’ 62,1 62,1
Acétyles
20,8 20,82
20,7 20,78
170,6 20,68
170,3 20,64
169,5 170,6
170,3
169,5

* : valeurs interchangeables dans une méme colonne
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Figure IV-15 : Spectres RMIKC des composé et21 (CDCL).
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7-2 Caractérisation du dimére a motif RGD.

La structure du dimeéere 23 a été caractérisée pectrgpnétrie de masse MALDI,

spectroscopie UV-Visible et par RMN du proton.
7-2-1 Spectroscopie UV-Visible.

Le spectre UV-Visible du compos3 présenté figure 1V-16, a été mesuré dans un
mélange de chloroforme et de méthanol (90/10). Bofil est de typédtio. Les coefficients

d’absorptiore calculés sont donnés dans le tableau IV-6.

0.394

—

Soret

0.30

QIV

Absorbance

0.20

Qlll
Qll

0.10

Ql

0.009 T T T T . - T
380.0 420 480 540 600 660

Longueur d’onde (nm)

Figure I1V-16: Spectre UV-Visible du compo28 (CHCly/MeOH 9/1, C= 0,6.18 mol.L?) .

Tableau 1V-6: Bandes caractéristiques du spectre UV-Visible dumus&23.

Composé|  Soret Qv Qui Qu Q

21 | 420(686,2) 516 (27,2) 553 (15,1) 592 (10,649 (8,7)
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Les valeurs obtenues pour les coefficients d’aligorpenviron deux fois supérieures a la
valeur classiquement attendue pour un monomereogehyrine, confirment la présence de
deux macrocycles porphyriniques sur la molé@8eEn outre, I'allure de la bande de Soret,
fine et dont le maximum d’absorption est situé ® 42n, semble indiquer que les deux
macrocycles n’interagissent pas entre eux et dahis @ccupent des régions de I'espace bien

différente§°.
7-2-2 Spectrométrie de masse MALDI.

L’'analyse structurale du dime8 a été poursuivie par la mesure de son spectre de
masse MALDI. Celui-ci met en évidence le pic quasiléculaire [M+H] situé a m/z =

4126,99 (valeur calculée pousi@23:N17071 1 m/z = 4126,49).

— #2698

Figure IV-17 Spectre de masse MALDI du comp@3é
7-2-3 Spectroscopie RMNH
Le spectre RMN'H du dimére23, présenté figure IV-19 a été enregistré dans un
mélange de chloroforme et de méthanol deutéridy.(@bmpte tenu de la faible quantité de

produit disponible, il nous a fallu augmenter lmps d’acquisition (environ deux heures) ce
qui engendre une légére déformation des pics @jowge a I'élargissement des signaux
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couramment observés pour les porphyrines portansdlestituants déprotégés (totalement ou
partiellement). Dans ces conditions, I'attributides signaux, basée sur I'étude de la courbe
d’intégration et sur le spectre de corrélation 2Dtgn-proton, est délicate. Ainsi, certaines

valeurs reportées dans le tableau IV-7 et ideesfipar une étoile sont interchangeables.
Toutefois, la courbe d’intégration est en accoredcae nombre de protons du comp@sét

de plus, l'intégration des protons aromatiques hwgement Fmoc comparée a l'intégration

des protons aromatiques des phényle portés pandesocycles confirme bien la présence de
deux groupements porphyrinyles sur la moléculenduaérotation adoptée pour la description

du spectre est présentée figure 1V-18 (les mactesymorphyriniques ont été décrits avec la

méme numeérotation que précédemment).

AcGIcO OGlIcAc AcGIcO OGIcAc

QL QL

(J

AcGIcO OGIcAc

HOOC

(0]
W |s :
H,N )jj/m\ﬂ/\ H
2 a~N a a°N a
H H

HN™™ "NH,

Figure 1V-18 Numérotation adoptée pour le comp@s
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Tableau IV-7: Spectre RMNH du compos@3 (CDCly/CD;0D 9/1)

H Composé 23
Pyrroles
2,8 8,96 m
3,7 8,87 m
12, 13,17 ,18 8,83 s él.
NH -
Phényle
2,6 8,06 d él. (8,0)
3,5 7,24 d él. (8,0)
Aryles-Oses
2,6 8,12d (8,0)-8,12d
(8,0)
3,5 7,38d (8,0)-7,39d
(8,0)
O-Glucosyles
1 5,47 d (7,0)
2’ 5,48 t (7,0)*
3 5,48 t (7,0)*
4 5,30 m
5’ 4,02 m
6'a 4,40 dd (12,1-5,6)
6'b 4,29 dd (12,1-2,0)
acétyles 2,01-2,03-2,4-2,05-

allGlycine(NHFmoc)

2,06-2,09-2,10-2,11

a 4,30 m*
B 2,48 m**
y 6,10 m***
g 5,70 mx***
(.L), 4’73 m*****
CHy(Fmoc) 4,30 m*
9 4,21 tél. (5,80)
1,8 7,71d (7,6)
2,7 7,05m
3,6 7,05m
4,5 7,55d (7,2)
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H(suite) | Composé 23
Arginine
a 4,15m
B 1,80 m
y 1,55m
€ 3,55 m
Glycine
a 4,22 d él.
(5,0)
A. Aspartique
a 4,45 m
B 2,57m
allGlycine
(carboxamide)
o 4,41 m
B 2,48 m**
y 6,09 m***
€ 5,71 m****
w 4’73 m*****
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Figure IV-19 Spectre RMNH du compos&3 (CDCly/CD;0D 9/1).

On observe également un dédoublement des signaugspondant aux protons
aromatiques des phényle liés aux deux macrocyciesigure correspondant aux protos
pyrroliques est également plus complexe que cedlesontrées jusqu’alors. Ce comportement
est vraisemblablement la conséquence d’'une peéguiValence des deux macrocycles. En
outre, on constate que les protons aromatiquesnac Sont |égérement blindés par rapport
aux valeurs classiquement rencontrées ce qui iedgue ce groupement subit l'influence

magneétique d’'une des porphyrines située dans saroanement.
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EVALUATION BIOLOGIQUE

Nous avons effectué une étude préliminaire d’'aetibviologique pour les composés
12a,bet14a,bdont les structures sont rappelées sur la figukaste.
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OH 14a para OH

14b ortho

Structures des composés dont 'activité biologigué étudiée.

Nous avons tout d’abord évalué I'aptitude de cempmsés a produire de I'oxygéne
singulet selon le protocole décrit dans la partigéeimentale. Ce test consiste a controler par
CCM la formation d’endoperoxyde d’acétate d’ergasté partir d'acétate d’ergostérol en
présence de porphyrine, sous bullage d’air compemsgous irradiation lumineu$¥’. Les

résultats obtenus sont comparés a ceux de I'hémgioyrine (Hp) qui est un inducteur
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d’'oxygeéne singulet connu. Ces tests mettent eneécel qualitativement, pour tous les

composés étudiés, la production d’oxygéene singulet.

Porphyrine, O,
—_—

hv

AcO AcO

Nous avons par la suite cherché a déterminer ltofihacité de ces mémes composés
sur la lignée cellulaire leucémique promyélocytdif62 selon la procédure décrite dans la
partie expérimentale. La figure suivante préseptayr les quatre porphyrines testées, la
quantité de cellules mortes, déterminée par cytoenétn flux, juste aprés irradiation
(rectangles vides) et aprés de 24 heures d'incubatil'obscurité a 37°C aprés irradiation
(rectangles hachurés). Les résultats sont comgam@aux obtenus avec le Photoftia la

méme concentration pondérale.

100, 100
801 12a 801  12b
60 60;
40 40
20 20
O_E% ;A , 0+, Fm , , ,
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
100, 100
80; 80
0l 14a sl 14b
404 401
20 20
0L i olmm Him
0 30 0 120
100,
80

601  Photofrin Il ®
401 référence

0 30 60 90 120
Pourcentage d’incorporation de I'iodure de propiditen fonction du temps d’irradiation (rectangledes :

cellules mortes juste aprés irradiation ; rectarggleachurés : aprés 24 heures

d’'incubation dans le noir apres irradiation).
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Le composél2a tritolylporphyrine portant le motif RGD en positi para du
groupement phényle, ne présente aucune photot@xiCittte absence d’activité dans les
conditions de I'expérience peut-étre attribuée @rdp faible solubilité de ce composé. Pour
les trois autres porphyrines testées, on obsen@lgunduisent une mortalité cellulaire
significative. Les résultats obtenus pour le cosdat?b sont qualitativement similaires a
ceux du Photofrin fl. En effet, dans les deux cas, la mortalité cetieleésulte d’une part
d’'une mort immédiate, observée juste apres irraliaet qui peut étre attribuée a un
processus de nécrose et d’autre part d'une maatdet, observée au bout de 24 heures
d’incubation a I'obscurité apres irradiation et geut étre attribuée a un processus d’apoptose
associé a de la nécrose.

Le taux de mortalité induit par les deux porphysiggucosyléed4aet14b apres 120
minutes d'irradiation est comparable & celui ingaat le Photofrin ff; néanmoins ces deux
photosensibilisateurs semblent avoir un mode dadiifférent de celui du témoin. En effet,
nous n'avons pas observé de mortalité immédiateaymeass irradiation mais seulement aprés
24 heures d’incubation a I'obscurité ce qui senmtdigquer que les deux composEtaet14b
induisent une mort cellulaire suivant un processsentiellement apoptotique. Dans le but de
vérifier cette hypothése, une étude complémentastactuellement en cours au sein de notre
laboratoire. Ainsi, nous avons entrepris une séeidests permettant la détection des phases
précoces de I'apoptose par technique de cytomédriffux utilisant I'annexine V, marqueur
de choix pour mesurer la perte d'asymétrie de lanbrane plasmique ; cette perte
d’asymétrie fait partie des étapes précoces depmse*®. Nous cherchons également a
mettre en évidence 'apoptose par mesure du petanémbranaire mitochondrial en utilisant
la technique du marquage au Digd®) (3,3-dihexyloxacarbocyanime). Nous envisageons
enfin d’observer par microscopie confocal la |losation des porphyrines dans les cellules
cancéreuses traittes afin didentifier les sitesactibn spécifiques de ces
photosensibilisateufé”. En outre, 'ensemble de ces tests biologiques aapliqué a toutes
les molécules finales synthétisées au cours decailt
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CONCLUSION GENERALE
ET PERSPECTIVES

Au cours de ce travail, nous avons synthétisé paupremiére fois une série de
mésarylporphyrines glucosylées peptidiques pour lebgsides unités peptidiques a motif
RGD sont reliées au macrocycle par I'intermédiditen bras espaceur. Ces composés ont été
obtenus par condensation en phase solide de cartwphyrines sur, d'une part, la séquence
d’acide aminé arginine-glycine-acide aspartiqudféeesur résine Wang, et d’autre part, sur
un pentapeptide a motif RGD préalablement cyclaxér@action de métathese des alcenes sur
résine rink-amide-MBHA. Nous avons en outre faitieala position des unités peptidiques
sur le macrocycle afin d’obtenir un éventail plasge de photosensibilisateurs. La réaction de
métathese des alcenes a également été appliguéa synthése d'un dimére de
glucosylporphyrines liées par la séquence RGD.noeselles structures ont été caractérisées
par spectrométrie de masse, spectroscopie UV-¥isdil RMN. Les spectres UV des
composes solubles dans I'eau ont révélé I'aptitlelees molécules a former des agrégats en
solution.

Les premiers essais d’activité biologique d’'uneipaite ces porphyrines réalisés sur
une lignée cellulaire K562 ont montré leur activatdéticancéreusm vitro, qui est pour les
composés glucosylés comparable & celle du Photofrin

Nous envisageons par la suite tout d'abord des@raliétude de l'activité biologique
des autres porphyrines glucosylées peptidiquehéiiaées, puis de compléter cette série de
tests par I'étude des interactions intégring@s; / porphyrines a motif RGD complétée d’'une
évaluationin vivo. Le dimere 23, synthétisé en plus grande quantité, sera égatemen
désacétylée de facon a étudier ses propriétés engten photosensibilisateur pour la PDT.
Enfin, la synthese de chlorines, bactériochlorim¢sphthalocyanines a motif RGD est

également envisagée.
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PARTIE EXPERIMENTALE

1 - Réactifs et solvants

L’origine des réactifs et des solvants utiliséscaurs de ce travail et leur traitements

éventuels sont présentés dans le tableau V-1. §date puretés ont été testées avec les

procédures classiques (point de fusion, tracesudissurées par IR...).

Tableau V-1: réactifs et solvants utilisés

Réactifs et solvants Origines
Acétate d'éthyle SDS
Acétone FISHER
Acétonitrile ACROS
Acide acétique LABOSI
Acide 4-bromobutanoique 98% ACROS
Acide bromhydrique a 33% (conservé a 4°C) ALDRICH
Acide chlorhydrique a 35% LABOSI
Acide orthophosphorique 85% VWR
Acide propanoique 99% ACROS
Acide sulfurique concentré 98% FISHER
Acide trifluoroacétique 99% ACROS
4-Allyloxybenzaldéhyde (conservé a 4°C, sous ar§ait¥h LANCASTER
Anisole 99% ACROS
BFs-éthérate (conservé a 4°C) ALDRICH
4-bromobutanoate d’'éthyle 95% ALDRICH
Carbonate de potassium (séché 24 heures a I'étl@6°&) ALDRICH
Chlorure d'acide 4-bromobutanoique 95% ALDRICH
Chloroforme 99,9% SDS
1,4-dibromobuténe 97% ACROS
Dichlorométhane 99,8% (distillé sus® et CaH) SDS
Diisopropylcarbodiimide 99% ACROS
Diméthylformamide SDS
Diméthylsulfoxyde Riedel-deHaén
Ethanol FISHER
Ethanol absolu FISHER
Ether de pétrole SDS
Ether diisopropylique 99% ACROS
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2-hydroxybenzaldéhyde (distillé sous vide sur gaH ALDRICH
4-hydroxybenzaldéhyde 99% ACROS
1-hydroxybenzotriazole (}0<5%) ALDRICH
Hydroxyde de sodium ACROS

Méthanol FISHER
Méthanolate de sodium 0,5M (conservé a 4°C) ACROS
Para-chloranile ACROS
Para-tolualdéhyde (distillé sous vide sur Gl97% ALDRICH

Pyrrole (distillé sous vide sur CaH ALDRICH
Tertiobutanol 99,5% ALDRICH
Tétrahydrofurane 99,9 ACROS

Toluéne SDS
Triéthylamine ALDRICH
Catalyseur de Grublfs (conservé sous argon a 4°C) STREM CHEMICALS
Catalyseur de Grubh3 (conservé sous argon a 4°C) STREM CHEMICALS
1,2,3,4,6-pentaacétylex-D-Glucopyranose 98% ALDRICH

2 - Chromatographie

2-1 Chromatographie Analytique
2-1-1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Des plaques de silice Kieselgel 6@Fde 0,2 mm d’épaisseur (provenance : Merck)
ont été employées pour la chromatographie sur eweimce en phase normale. Pour les
CCM phase inverse, les plagues RP-18HMerck) ont été utilisées. La révélation des
plagues se fait :

v' Par observation directe dans le cas des compok¥8%,0

v Par vaporisation d’'une solution a 1% d’orcinol stlfue dans l'acide sulfurique a 20%
suivie d’un chauffage & 100°C dans le cas desagsci

v' Par vaporisation d'une solution de fluorescéinesdinméthanol/eau (1/1) puis d’'une
solution aqueuse d’eau oxygénée a 30% dans I'addique suivie d’'un chauffage a 100°C
dans le cas de produits bromés,

v Par observation sous une lampe UV pour les produiisatiques.

2-1-2 Chromatographie liquide haute performance (HRC)
Les analyses par chromatographie liquide hautepednce ont été réalisées a l'aide
d’une chaine HPLC constituée d’une pompe isocratlddC/Milton Roy constametric I,
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d'une colonne SUPELCOSMIt LC-18 (L = 25 mm; D.int.= 4,6 mm), d'un détecteur
spectrophotométrique UV-Visible Shimadzu SPD-6A'ah systéeme d’acquisition Shimadzu
C-R4A. Chaque échantillon est injecté par l'intedimée d’'une boucle de 1QL. Pour

chaque analyse, le solvant est préalablement dégamévide et par ultrasons.

2-2 Chromatographie Préparative.
2-2-1 Chromatographie préparative sur plaques de kce
Les plaques de silice sont préparées par dépdoedionche uniforme de silice de 2
mm d’épaisseur (Kieselgel 60F254 Merck) sur dequea de verre (20 cm x 20 cm) que I'on

active, apres séchage, a 100°C durant 2 heures.

2-2-2 Chromatographie sur colonne
Pour les séparations par chromatographie phaseat@rnous avons utilisé de la silice
60 ACC, 20-4Qum provenant de SDS. Dans tous les cas, les col@umequilibrées dans le
systeme d’élution. La quantité de support utilisgs calculée afin que le produit a
chromatographier n'excede pas 1 a 2% en massedtéinsy. Tous les composés a purifier
sont dissous dans un minimum d’éluant puis ils sanbduits en téte de colonne. L’élution
est accélérée par une légere surpression d'air wov@pL’éluant est ensuite fractionné afin

de récupérer le produit pur désire.

2-2-3 Chromatographie sur colonne moyenne pression
L’ ensemble des purifications par chromatograplmiglease inverse a été réalisé sur
colonne moyenne pression. Pour cela, nous avofiséutin systeme de chromatographie
BUCHI comprenant une pompe B688 moyenne pressiotépi par un formeur de gradient
binaire B687 et associée a une colonne BUCHI desdgion (H 23 cm 1,5 cm) ou (H 23
cm x @1,5 cm) selon les quantités a purifier. La sorteela colonne est connectée a un
collecteur de fractions. La phase stationnairdsésl est du LichroprépRP18 (5-20pm)

(Merck). Dans tous les cas, les solvants sont giéahent dégazés sous vide.

2-2-4 Chromatographie d’exclusion stérique
Tous les composés finals décrits dans ce travdil &é@ également purifiés par
chromatographie sur colonne d’exclusion stériquecasomme support le séphadex LH20

(Pharmacia).
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1- Analyses

Température de fusion

Les températures de fusion Tf sont mesurées en dapi#laire sur un appareil de
Thomas Hoover et ne sont pas corrigées.

Pouvoirs rotatoires
Les pouvoirs rotatoiresi]p sont mesurés au polarimétre Jasco (DIP-370) goraié
D du sodium et dans une cuve de 10 cm de long@as.mesures sont effectuées a 22°C en

solution dans le chloroforme.

Analyses élémentaires
Les analyses élémentaires ont été effectuées avicesede microanalyse de

I'Université Pierre et Marie Curie, Paris VI.

Spectroscopie infra-rouge
Les spectres IR sont réalisés sur un appareil ®é&kner 1310 sur des échantillons

conditionnés en pastilles de KBr. Les nombres désrsbnt exprimés en €m

Spectroscopie UltraViolet-Visible

Les spectres sont réalisés sur un spectrophotorndtr¥isible a double faisceau
Perkin Elmer Lambda 25 piloté par le logiciel UVWD. llIs sont effectués dans des cellules
en quartz de 0,1 ou 1 cm de trajet optique & daesectrations comprises entre™16t 10°
mol.L™ . Pour des concentrations inférieures, nous avtitiséuune cuve de 5 cm de trajet
optique. Les longueurs d’onde correspondant auarbbaces maximalégnax sont exprimées

en nanométre (nm) et les coefficients d’absorpgiomol™.L.cm™.

Spectroscopie RMN

Les spectres sont réalisés sur un appareil Brul®X-B00 avec une fréguence de
400,13 MHz pour le proton et de 100,62 MHz pourclbone 13. Les déplacements
chimiquesd sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthpisi(TMS). Les constantes de
couplaged sont quant a elles données en Hertz (Hz). Lesvidbigns retenues sont: s

(singulet), s él. (singulet élargi), d (doublet).él (doublet élargi), dd (double doublet), t
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(triplet), t él. (triplet élargi), dt (double trigl), ddd (double double doublet), ddt (double
double triplet), quad (quadruplet), quint (quinttpl m (muliplet).

Spectrométrie de masse MALDI
Les spectres de masse MALDI ont été effectués laarddoire de Chimie Organique
Structurale de I'Université de Paris VI par les tdocs Jean-Claude Blais et Gérard Bolbach

avec un spectrometre a temps de vol Voyager Elite.

Spectrométrie de masse Haute Résolution.

Les spectres de masse Haute Résolution ont étiéé®aur un appareil ZABSpec.
TOF de Micromass possédant une géomeétrie EBE TOIEenire Régional de Mesure
Physique de I'Ouest (CRMPO) de I'Université de Resin

Spectrométrie de masse par impact électronique (IE)
Les spectres de masse par impact électroniqueréaligés sur un appareil Shimadzu

QP1000 au Laboratoire Départemental D’Analyse dddate Vienne.

Réacteur utilisé pour les syntheses sur support sdé.

] R
Robinet ——8— . ||||I||“|

septum

\

ARGON

disque en verre
fritté

robinet

' / quart de tour
I
ﬂl

Figure V-1: Schéma du réacteur Systémé& 4filisé pour les synthéses sur support solide
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Le réacteur utilisé pour les synthéses sur supgndide est constitué d’'une enceinte en
verre passivé de 20 mL munie a sa base d'un disgquerre fritté associé a un robinet quart
de tour. Le réacteur comporte également une oueeratérale équipée d'un septum
permettant I'introduction de réactifs. En outregumoisieme ouverture située a lI'extrémité
supérieure permet de contrdler 'atmosphére régadimtérieur du dispositif.

Il est a noter que les réactions nécessitant deffelnaa reflux du solvant sont réalisées avec

un montage classique.

Appareillage pour la production d’'oxygéne singulet
Le systéme est constitué d’un bain thermostaté’@ Bans lequel est inséré un tube a
hémolyse contenant I'’échantillon étudié & une cotmation d’environ 19 M. L’ensemble est

maintenu sous bullage d’air comprimé et sous uairdgje fourni par 2 lampes de 100W.

Bullage d'air .
comprimé

porphyrine en solution
avec 1'acétate d"ergosiérol

/—’—/ x\
q—_h——_‘"———..
— : -
T I —
| J—
éclairage L.
100W \\ L T éclairage
g 100w

Bain thermostaté a circulation
20°C d'eau

Figure V-2: Schéma du montage mis au point pour la produafioxygene singulet

Les résultats des tests de production d’oxygengukeh réalisés sur certaines de nos
porphyrines sont qualitativement comparés par CQMux obtenus pour ’'hématoporphyrine
qui est un inducteur connu d’oxygene singulet. Aurs de ces essais, l'acétate d’ergostérol
est utilisé comme accepteur d’'oxygene singulet ainformer I'endoperoxide d’acétate
d’ergostérol. L'analyse des produits formés met @ndence, apres quinze minutes
d’irradiation, la présence de I'endoperoxide et adm formation d’oxygene singulet pour

toutes les porphyrines testées.
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Protocole établi pour I'étude de la phototoxicité és composés 12a,b 14a,b.

Les cellules K562 en phase de croissance expotiensient mises en suspension
(5.1C cellules/mLY) dans un milieu de culture RPMI 1640 & 37°C. Lesphyrinesl2a,b
(solubilisées dans le DMSO) é#la,b (solubilisées dans I'eau) sont ajoutées de facon a
obtenir une concentration en photosensibilisateair2dl0° M. Le Photofriff est utilisé
comme témoin & la concentration pondérale de 1,35mi' ce qui correspond & une
concentration de 2.10M si on considére la masse molaire de 'hématdpgipe (M= 600
g.mol’). Les cellules en suspension sont ensuite irrad@eec une source de lumiére
fluorescente (flux 10mW.ci) pendant 30, 60, 90 et 120 minutes. Les cellulesten sont
perméables a I'iodure de propidium et il est alpossible de mesurer leur taux de mortalité

par cytométrie en flux.

4- Syntheses
1-bromo-2,3,4,6-tétra-O-acéty-D-glucopyranosgl)

OAcC

OAc Q

OAcC

OAc Br

Le glucoseperacétylé (15g, 38,4 mmol) est dissous dans 20 mhedsolution a 33%
d’HBr dans I'acide acétique a 4°C. La réactionlaisisée sous agitation pendant 4 heures puis
le mélange réactionnel est mis au réfrigérateurdgen 12 heures. L'exces d’acide
bromhydrique est chassé a 0°C par barbotage d'asyowi d'une extraction par le
dichlorométhane (50 mL) et I'eau bidistillée (10Q)mpuis une neutralisation rapide avec
une solution saturée de NaHg@acée (2x10 mL). Apres lavage de la phase orgeaniu
I'eau distillée (2x100 mL), séchage sur MgS(ltration et évaporation du solvant, le produit
brut est recristallisé deux fois dans 25 mL d’éttiesopropylique. On isole alors 12,9 g (Rdt
82%) de 1-bromo-2,3,4,6-tétf-acetyla-D-glucopyranose.

Rf : 0,6 (acétate d’'éthyle / éther de pétrole 2/1)
Te= 88°C (litt!°*® T=88-89°C)
[a]p=+196° (C=2, CHG)

179



4-(2',3',4',6'-tétra-O-acétyla-D-glucopyranosyloxy)benzaldéhyd@)

OAcC

OAc 0
OAc O

OAc

CHO

Par réaction de 15 g de 1-bromo-2,3,4,6-tétra-@ykcéD-glucopyranose (36,4
mmol, 1 éqg.) avec 13,2 g de 4-hydroxybenzaldéhg08,7 mmol, 3 éq.), en présence de 30
mL d’acétone et de 20 mL de NaOH a 7%, on obtipresa24 heures une solution a laquelle
on ajoute 400 mL d’eau glacée. Apres une heureitdizan, le précipité formé est récupéré
par filtration. Il est alors recristallisé dananteélange méthanol/eau (1/1). On obtient ainsi 6,6
g (rdt 40%) du composé

R:: 0,31 (acétate d’éthyle/éther de pétrole 1/1)

Te = 144°C (litt"® Tg=144-145°C)

[a]p=-33,5° (C=0,5, CHG)

Analyse élémentaire poun»4011 (452,40 g.mol)

Calculée C =55,75 H=5,31

Trouvée C =55,61 H=5,38

SM (IE) m/z = 452 (M), 121(M-GIcAc)

RMN H (CDCk) & en ppm, 9,90 (s, 1H, CHO), 7,85 (d, J=8,5, 2H,348¥), 7,10 (d, J=8,5,
2H, H2-6 Ar), 5,20-5,40 (m, 4H, H1’, H2’, H3' et Hése), 3,90 (ddd, J=10,0-5,6-2,6, 1H,
H5’ ose), 4,15 (dd, J=12,0-5,6, 1H, H6’a ose), 4&d, J=12,0-2,6, 1H, H6’b ose), 2,06 (s,
3H, CHCO), 2,05 (s, 6H, CECO), 2,03 (s, 3H, CECO).
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4-bromobutanoate de tertiobutyl&)

O CH,
Br\/\)J\O%CHs
CH,

Dans un ballon de 100 mL, on ajoute 0,55 mL (10 iteéq.) d’acide sulfurique concentré a
une suspension, agitée vigoureusement, de suléateaginésium anhydre (4,81 g, 10 mmol,
1 éqg.) dans 40 mL de dichlorométhane fraichemestilldi Aprés 15 minutes d’agitation,
I'acide 4-bromobutanoique (1,66 g, 10 mmol, 1 étle tertiobutanol (4.78 mL, 50 mmol, 5
€g.) sont ajoutés. Le ballon est alors fermé hequément puis le mélange réactionnel est
maintenu sous agitation a température ambianteustargon. Apres 48 heures de réaction, le
contenu du ballon est versé dans 75 mL d'une swmiusiaturée glacée de bicarbonate de
sodium puis agité jusqu’a dissolution compléte dlfase de magnésium. La phase organique
est alors séparée puis lavée successivement avet 28 solution saturée de bicarbonate de
sodium puis avec de I'eau (3x50 mL). Elle est etlessichée sur sulfate de magnésium puis le
dichlorométhane est évaporé sous pression rédyites purification par chromatographie
sur colonne de silice (15x2,5 cm) en éluant avecldaroforme, le composg, liquide de

couleur jaune tres pale, est obtenu avec un rentteniee50% (1,33 g).

Rf: 0,65 ( CHCY)

IR u(cm™) :2973, 2927, 1727 ( C=0), 1364, 1156, 842

RMN 'H (400 MHz, CDC}, 25°C):5 = 1.45 (s, 9H, CHi), 2.13 (quint, 2HJ4 = 6.8 Hz, K
—CHy), 2.40 (t, 2H 4= 7.2 Hz, H—CH,-C=0), 3.45 (t, 2HJ 1= 6.8 Hz, H Br-CHy-).
RMN *°C : (100 MHz, CDGQ, 25°C) : 29,0, 29,3, 31,3, 33,6, 80,1, 172,4
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Procédure générale de synthese desggsemonohydroxyphénylporphyrines

Méthode A :

Dans un bicol surmonté d'un réfrigérant et d’'unedgaa chlorure de calcium, on
dissout, selon les conditions stoechiométriquesivee dans de I'acide propanoique, le 2 ou
4-hydroxybenzaldéhyde (1 é€q.) et Iparatolualdéhyde (3 éq.) dans le cas des
tritolylporphyrines, ou l'aldéhyde glucosyl (3 éq.) pour les porphyrines glucosylées. Le
mélange est alors porté a 140°C puis maintenu agitstion a cette température pendant 45
minutes. Le pyrrole (4 éq.) fraichement distillé essuite introduit goutte a goutte. La
réaction se poursuit pendant 90 minutes a l'abriladéumiere. Les tritolylporphyrines
précipitent dans le milieu réactionnel aprés 18réewa 4°C. Apres filtration et lavage a
I'éthanol, ces composés sont purifiés par chrommapge sur colonne de silice. Dans le cas
des glucosylporphyrines, le mélange est refroidis pe solvant est évaporé sous vide. Le

résidu est chromatographié sur colonne de siliceureplagues préparatives de silice.

Méthode B :

Dans un tricol muni d’un réfrigérant et d’'une gaalchlorure de calcium on dissout le
pyrrole (4 €g.), le 2 ou 4-hydroxybenzaldéehyde qJ) ét I'aldéhyde glucosyl2 (3 €qg.) dans
du dichlorométhane sous courant d’argon. Ce mélastiainsi agité pendant une heure a
température ambiante puis 0,01 éq de@H; est ajouté au milieu. La réaction est poursuivie
pendant 18 heures sous agitation paea-chloranile (0,75 éq. par pyrrole) est alors ajauié
mélange et 'ensemble est porté a reflux pendaatha&ure. Le solvant est évaporé sous vide

et le résidu obtenu est purifié sur colonne desesitiuis sur plaques préparatives de silice.
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5-(4-hydroxyphényl)-10,15,20-tri(4-méthylphényl)gryrine (4a)

H,C OH

QLA

o = U

H,C CH,

Méthode A :

La réaction de 3,4 g de 4-hydroxybenzaldéhyde (281 éq.) avec 10,1 mL de para-
tolualdéhyde (85 mmol, 3 éq.) et 8,0 mL de pyrrld4 mmol, 4 éq.) fournit, apres
purification sur colonne de silice (éluant CH€ther de pétrole 8/2 a 10/0), le compdsé

avec un rendement de 6% (1,12 g).
Rf: 0,33 (CHCL).
UV-Visible (tableau II-2).

RMN H (tableau II-4).
SM (MALDI) (tableau II-3).

Les données physiques de ce composé sont confarnedkes de la littératuf&®.
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5-(2-hydroxyphényl)-10,15,20-tri(4-méthylphényl)garyrine (4b)

Rel s
H,C O O CH,

Méthode A :

La réaction de 3 mL de 2-hydroxybenzaldéhyde (28oimi €q.) avec 10,1 mL de
para-tolualdéhyde (85 mmol, 3 éq.) et 8,0 mL de pyrrd&4 mmol, 4 éq.) fournit, apres
purification sur colonne de silice (éluant CH€ther de pétrole 7/3 a 10/0), le compdsé

avec un rendement de 4% (752 mg).

Rf: 0,70 (CHCI,)

UV-Visible (tableau 11-2)

RMN 1H (tableau I11-5)

SM (MALDI) (tableau 1I-3)

Les données physiques de ce composé sont confaroetes de la littératufe”.
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5-(4-hydroxyphényl)-10,15,20-tri[4-(2’,3’,4’,6’-téh-O-acétyl,#-D-glucopyranosyloxy)-

phényl]porphyrine(5a)
AcGlcO OH
AcGIcO OGlcAc
Méthode A :

La réaction de 200 mg de 4-hydroxybenzaldéhydé4(dnmol, 1 éq.) avec 2,2 g de
glucosylbenzaldéhyd2 (4,92 mmol, 3 éq.) et 0,454 mL de pyrrole (6,56 ahm €qg.) fournit,
apres purification sur colonne de silice (€luantGTd€thanol 100/0 a 98/2) puis purification
sur plagues préparatives de silice (éluant GH@lanol 95/5), le composBa avec un
rendement de 6,5% (176 mg).

Méthode B :
En suivant la procédure générale et en utilisamtrhémes quantités de réactifs que dans la
méthode A, on isole 325 mg du compbsgrdt 12%).

Rf : 0,43 (CHCYEtOH 95/5)
UV-Visible (tableau 11-2)
RMN H (tableau I1-6)
RMN *3C (tableau 1I-8)

SM (MALDI) (tableau 11-3)

Les données physiques de ce composé sont confaroetes de la littératufe’™.

185



5-(2-hydroxyphényl)-10,15,20-tri[4-(2’,3’,4’,6’-téh-O-acétyl,#-D-glucopyranosyloxy)-

phényl]porphyrine(5b)
AcGlcO
OH
AcGIcO OGlcAc
Méthode A :

La réaction de 214ul de 2-hydroxybenzaldéhyde (2 mmol, 1 éq.) avec §,&e
glucosylbenzaldéhyd2 (6 mmol, 3 éq.) et 0,58 mL de pyrrole (8 mmol,id) dournit, apres
purification sur colonne de silice (éluant CH€thanol 100/0 a 99/1) et purification sur
plaques préparatives de silice (éluant Cifthanol 95/5), le compodh avec un rendement
de 4% (133 mg).

Méthode B :
En suivant la procédure générale et en utilisemtrhémes quantités de réactifs que dans la
méthode A, on isole 266 mg du comp&sgrdt 8%).

Rf : 0,49 (CHCYEtOH 95/5)
UV-Visible (tableau 11-2)
RMN H (tableau II-7)
RMN *3C (tableau 11-8)

SM (MALDI) (tableau II-3)

Les données physiques de ce composé sont confaroetes de la littératufe’™.
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5-(4-[3-éthoxycarbonylpropyloxy]phényl)-10,15,20¢%-méthylphényl)porphyring 6a)

H.C

Q)

(

H,C

()

&

O(CH

CH

,);COOEt

3

Par réaction de 150 mg dearahydroxyphényltritolylporphyrine 4a (0,22 mmol,
1 éq.) et 159l de 4-bromobutanoate d’éthyle (1,1 mmol, 5 égrjsdd mL de DMF anhydre

en présence de 615 mg de carbonate de potassidnm(dol, 20 éq.), on obtient apres 24

heures a température ambiante un mélange que Xwaiteau chloroforme (50 mL). Cette

phase organique est lavée a I'eau (3x75 mL), sediieée et le chloroforme ainsi que le

DMF restant sont évaporés sous pression

réduite. b est alors purifié par

chromatographie sur plaques préparatives de diéiteant CHCY) et on isole 167 mg de

composéa (90%).

Rf: 0,56 (CHCY)
UV-Visible (tableau 11-2)
RMN H (tableau I1-4)

SM (MALDI) (tableau 11-3)
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5-(2-[3-éthoxycarbonylpropyloxy]phényl)-10,15,20¢#-méthylphényl)porphyring 6b)

H.C
O(CH,),COOEt
H,C CH,

La réaction de 150 mg aftho-hydroxyphényltritolylporphyrine4b (0,22 mmol,
1 éq.) avec 0,16 mL de 4-bromobutanoate d’éthyj& fdmol, 5 éq.) dans 8 mL de DMF
anhydre en présence de 615 mg de carbonate desipata@,4 mmol, 20 €g.) comme décrit
précédemment meéne, aprés traitement et purificafian chromatographie sur plaques

préparatives (éluant CHgJ a 85% de compo$b (158 mg).

Rf: 0,66 (CHCY)
UV-Visible (tableau 1I-2)
RMN *H (tableau II-5)

SM (MALDI) (tableau 11-3)
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5-(4-[3-terbutoxycarbonylpropyloxy]phényl)-10,15,20[4-(2’,3',4’,6'-tétra-O-acétyl-5-D-
glucopyranosyloxy)phényl]porphyriné7a)

AcGlcO O(CH

Cl

,);COOtBU

o = O

AcGlcO OGiIcAc

La réaction de 100 mg aftho-hydroxyphényltriglucosylporphyrinéb (0,06 mmaol,
1 éq.) avec 66 mg de compd@€,3 mmol, 5 €g.) dans 6 mL de DMF anhydre engirés de
165 mg de carbonate de potassium (1,2 mmol, 20cémme décrit précédemment méne,
apres traitement et purification par chromatograpBur plagues préparatives (éluant
CHCI/EtOH 95/5), a 85% de compoga (92 mg).

Rf : 0,48 (CHCY/EtOH 95/5)
UV-Visible (tableau 11-2)
RMN H (tableau I1-6)
RMN *3C (tableau 1I-8)

SM (MALDI) (tableau 11-3)
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5-(2-[3-terbutoxycarbonylpropyloxy]phényl)-10,15,260[4-(2’,3',4’,6'-tétra-O-acétyl-5-D-
glucopyranosyloxy)phényl]porphyriné7b)

AcGlcO
O(CH,),COO0tBu
AcGlcO OGiIcAc

La réaction de 100 mg aftho-hydroxyphényltriglucosylporphyrinéb (0,06 mmaol,
1 éq.) avec 66 mg de compd@E,3 mmol, 5 €g.) dans 6 mL de DMF anhydre engirés de
165 mg de carbonate de potassium (1,2 mmol, 20cémme décrit précédemment méne,
apres traitement et purification par chromatograpBur plagues préparatives (éluant
CHCI/EtOH 95/5), a 82% de compogk (88 mg).

Rf: 0,52 (CHCYEtOH 95/5)
UV-Visible (tableau 11-2)
RMN H (tableau II-7)
RMN *3C (tableau 1I-8)

SM (MALDI) (tableau 11-3)
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5-(4-[3-carboxypropyloxy]phényl)-10, 15,20-tri(4-nlrt§/tlphényl)porphyrine(8a)

H,C O(CH

G

,);COOH

o = U

H,C CH

3 3

Dans un bicol surmonté d’un réfrigérant, 150 mgcdmposésa sont dissous dans 8
mL de DMF puis 2 mL d’une solution éthanolique dingxyde de potassium & 1 mot.kont
ajoutés. Le mélange est agité pendant deux heweftua. Aprés refroidissement, le solvant
est évaporé sous vide et le résidu est redissaus BamL de dichlorométhane. La solution
est neutralisée par addition d’une solution aqueleselCl & 1 mol.L* et lavée avec de I'eau
(2 x 50 mL). Aprés séchage sur Mgs@t purification sur colonne de silice (éluant
CHCls/éthanol de 100/0 a 90/10), le comp@séest isolé avec un rendement de 98% (141

mg).

Rf: 0,53 (CHCYEtOH 95/5)
UV-Visible (tableau 11-2)
RMN H (tableau I1-4)

SM (MALDI) (tableau 1I-3)
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5-(2-[3-carboxypropyloxy]phényl)-10,15,20-tri(4-nigtphényl)porphyrine(8b)

H,C
O(CH,),COOH
H,C CH,

La réaction de 150 mg de compd®,dissous dans 8 mL de DMF, avec 2 mL d’une
solution éthanolique d’hydroxyde de potassium & dl.Ift dans les conditions décrites
précédemment, fournit apres purification, 139 mgalmposeb (rdt 97%).

Rf: 0,49 (CHCYEtOH 95/5)
UV-Visible (tableau 11-2)
RMN *H (tableau II-5)

SM (MALDI) (tableau II-3)
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5-(4-[3-carboxypropyloxy]phényl)-10,15,20-tri[4-(&",4’,6’-tétra-O-acétyl 5-D-
glucopyranosyloxy)phényl]porphyrinéda)

AcGlcO O(CH,),COO0H

Q)

o = U

AcGlcO OGiIcAc

Dans un bicol, 120 mg de porphyrine estar(0,06 mmol 1 éq.) sont dissous dans
8mL de dichlorométhane puis 2 mL d’acide trifluaréaques sont ajoutés. Apres 2 heures de
réaction a température ambiante et sous agitatioajoute 30 mL de dichlorométhane puis la
phase organique est neutralisée avec une soluionés d’ hydrogénocarbonate de sodium.
Apres un lavage a I'eau (50mL) puis séchage sur®jgle solvant est évaporé sous pression
réduite. Le résidu est alors purifié par chromapfre sur colonne de silice (éluant
CHCls/éthanol 100/0 a 90/10). Le compdaa est obtenu avec un rendement de 95% (110

mgQ).

Rf : 0,54 (CHCYEtOH 90/10)
UV-Visible (tableau 11-2)
RMN *H (tableau I1-6)

RMN *3C (tableau 1I-8)

SM (MALDI) (tableau 1I-3)
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5-(2-[3-carboxypropyloxy]phényl)-10,15,20-tri[4-(&",4’,6’-tétra-O-acétyl5-D-
glucopyranosyloxy)phényl]porphyrin€db)

AcGlcO
O(CH,),COOH
AcGlcO OGiIcAc

La réaction de 130 mg de composge (0,07 mmol 1 éq.), dissous dans 8 mL de
dichlorométhane, avec 2 mL d'acide trifluoroacésiqdans les conditions décrites

précédemment, fournit apres purification, 119 mgal@poséb (rdt 95%).

Rf: 0,57 (CHCYEtOH 90/10)
UV-Visible (tableau 1I-2)
RMN 1H (tableau 11-7)

RMN *3C (tableau 1I-8)

SM (MALDI) (tableau 1I-3)
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Procédure générale de condensation des carboxypomgines sur le peptide RGD en

phase solide

La résine portant le motif RGD est placée dans éacteursystéme 45 puis
I'ensemble est placé sous courant d’argon. ApremBiltes, la résine est gonflée dans un
volume approprié de solvant, un mélange de dichiéthane et de diméthylformamide 1/1.
Les carboxyporphyrine8a, 8b, 9a ou 9b (2 éq. par rapport au peptide), préalablement
solubilisées dans un minimum de solvant sont alatsoduites dans le réacteur par
I'intermédiaire d’'une seringue. Apres ajout de 2dmdiisopropylcarbodiimide et de 2 ég. de
1-hydroxybenzotriazole, le mélange réactionnelnegintenu sous argon pendant 24 heures a
température ambiante a I'abri de la lumiére. Apéztion, le solvant et les réactifs en exces
sont éliminés par filtration. La résine est alomscée avec du DMF (2x15 mL) et du

dichlorométhane (3x15 mL) puis elle est séchéeeagidcateur.

Procédure générale de décrochage des porphyrinesptigliques du support.

Les produits fixés sur résind®a,b et 11a,b sont traités avec une solution d’acide
trifluoroacétique (9,5 mL) et d’anisole (0,5 mL)rdaun réacteusystéme 4% . Aprés deux
heures de réaction, le mélange réactionnel egt,fiks billes de résine sont rincées avec de
I'acide trifluoroacétique (2 mL) et du dichloromatie (2x5 mL). Aprés évaporation des
solvants sous pression réduite, le résidu estasdans du chloroforme et lavé avec de I'eau
jusqu’a obtention d’'un pH neutre. Les produits srainsi obtenus sont purifies par
chromatographie sur plaques préparatives de sdiec des €luants de nature variable selon

les porphyrines considérées.
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RésinelOa

COOtBu

La réaction de 100 mg de résine (0,058 mmol deigeeRGD, 1€q.) avec 88 mg de
porphyrine8a (0,11 mmol, 2 €q.) en présence de DIC|{1,8,11 mmol, 2 éq.) et de HOBt (8
mg, 0,11 mmol, 2 éq.) fournit la résid®a avec un rendement, déterminé par augmentation

de masse aprés séchage sous vide, de 85% (136,5 mg)

RésinelOb

La réaction de 100 mg de résine (0,058 mmol deigeRGD, 1 éq.) avec 88 mg de
porphyrine8b (0,11mmol, 2 éq.) en présence de DIC |1,8),11 mmol, 2 éq.) et de HOBt (8
mg, 0,11 mmol, 2 éq.) fournit la résia®b avec un rendement, déterminé par augmentation

de masse apres séchage sous vide, de 84% (136 mg).
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Résinella

OGIcAc

¢ CriryO O
COOtBu

N NHPBf
H

OGIcAc

La réaction de 100 mg de résine (0,058 mmol deigeRGD, 1 éq.) avec 203 mg de
porphyrine9a (0,11 mmol, 2 éq.) en présence de DIC|{1,8,11 mmol, 2 ég.) et de HOBt (8
mg, 0,11 mmol, 2 éq.) fournit la résifdda avec un rendement, déterminé par augmentation

de masse apres séchage sous vide, de 81% (181 mg).

Résinellb

OGIcAc

H

COOtBu

PBfNH NH

OGlIcAc

La réaction de 100 mg de résine (0,058 mmol deigeRGD, 1 éq.) avec 88 mg de
porphyrinedb (0,11 mmol, 2 éq.) en présence de DIC {1,&,11 mmol, 2 ég.) et de HOBt (8
mg, 0,11 mmol, 2 éq.) fournit la résidéb avec un rendement, déterminé par augmentation

de masse apres séchage sous vide, de 80% (180 mg).
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5-(4-[3-((L)-Arg-(L)-Gly-(L)-Asp)amidopropyloxy]phényl)-10,15,20-tri(4-méthignyl)-

porphyrine (12a)
COOH
COOH
HN
H NH
0 DI
HN NH
NH
O
O
O CH

H.C CH

La réaction de 100 mg de résih@a (0,049 mmol de porphyrine peptidique) avec 10
mL d’une solution d’acide trifluoroacétique (9,5 jnét d’anisole (0,5 mL) conduit apres
traitement et purification sur plaques préparatoesilice (éluant CHGIEtOH/TFA 60/40/1)
au composéd2aavec un rendement de 70% (37 mg). Ce composés apréralisation n’est

pas soluble dans les solvants usuels mais seulgradigllement soluble dans le DMSO.

Rf: 0,42 (CHCYEtOH/TFA 60/40/1)
UV-Visible (tableau 11-9)

SM (MALDI) (tableau 11-10)

SM Haute Résolution (tableau I1-11)
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5-(2-[3-((L)-Arg-(L)-Gly-(L)-Asp)amidopropyloxy]phényl)-10,15,20-tri(4-méthignyl)-
porphyrine (12b)

COOH
COOH

HN NH

H,C CH

La réaction de 100 mg de résib@b (0,049 mmol de porphyrine peptidique) avec 10
mL d’'une solution d’acide trifluoroacétique (9,5 nét d’anisole (0,5 mL) conduit apres
traitement et purification sur plaques préparatokesilice (éluant CHGIEtOH/TFA 60/40/1)

au composé2b avec un rendement de 64% (34 mg).

Rf : 0,44 (CHCYEtOH/TFA 60/40/1)
UV-Visible (tableau 11-9)

RMN H (tableau 1I-12)

SM (MALDI) (tableau 11-10)

SM Haute Résolution (tableau 11-11)
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5-(4-[3-((L)-Arg-(L)-Gly-(L)-Asp)amidopropyloxy]phényl)-10,15,20-tri[4-(2', &,6'-tétra-
O-acétyl-D-glucopyranosyloxy)phényl]porphyrin€l 3a)

COOH

COOH
HN
H NH
° T
HN NH
NH
O
fo
O

OGIcAc

()

o = U

AcGlcO OGlIcAc

La réaction de 100 mg de résihga (0,049 mmol de porphyrine peptidique) avec 10
mL d’une solution d’acide trifluoroacétique (9,5 jnét d’anisole (0,5 mL) conduit apres
traitement et purification sur plaques préparatoesilice (éluant CHGIEtOH/TFA 80/20/1)

au composé3aavec un rendement de 67% (68 mg).

Rf 0,48 (CHCYEtOH/TFA 80/20/1)
UV-Visible (tableau 11-9)

RMN H (tableau 1I-12)

SM (MALDI) (tableau 11-10)

SM Haute Résolution (tableau 11-11)
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5-(2-[3-((L)-Arg-(L)-Gly-(L)-Asp)amidopropyloxy]phényl)-10,15,20-tri[4-(2', &,6’-tétra-
O-acétyl-D-glucopyranosyloxy)phényl]porphyrin€l 3b)

COOH
COOH

HN NH

AcGIcO OGIcAc

La réaction de 100 mg de résihgb (0,049 mmol de porphyrine peptidique) avec 10
mL d’une solution d’acide trifluoroacétique (9,5 jnét d’anisole (0,5 mL) conduit apres
traitement et purification sur plaques préparatiesilice (éluant CHGIEtOH/TFA 80/20/1)

au composé3b avec un rendement de 65% (66 mgQ).

Rf: 0,48 (CHCYEtOH/TFA 80/20/1)
UV-Visible (tableau 11-9)

RMN *H (tableau 1I-12)

SM (MALDI) (tableau 11-10)

SM Haute Résolution (tableau 11-11)
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5-(4-[3-((L)-Arg-(L)-Gly-(L)-Asp)amidopropyloxy]phényl)-10,15,20-tri[4B{D-
glucopyranosyloxy)phényl]porphyrinél4a)

HN NH

H%&&o o%%

OH OH

40 mg de porphyrine peptidique glucosypracétyléel3a (0,020 mmol, 1 éq.) sont
dissous dans 4 mL d’'une solution de dichlorométretnée méthanol (80/20) a laquelle on
ajoute 0,69 mL (0,34 mmol, 1,5 éqg. par groupemardtydée) de solution méthanolique
0,5 M de méthylate de sodium. Le milieu réactiorestlagité a température ambiante durant
une heure puis la porphyrine est précipitée corapiént par addition d’éther diisopropylique
froid. Apres filtration, lavage a I'éther diisopdmue (4x10 mL), la porphyrind4a est
redissoute dans de I'eau puis neutralisée a I'didee résine basique. Apres purification par
chromatographie moyenne pression en phase inv@tsn{ eau/méthanol 70/30 a 90/10) puis
par chromatographie d’exclusion stérique sur séghati20 le composédaest obtenu avec
un rendement de 95% (28 mg). Cette porphyeseconservée a 0°C apres lyophilisation.

Rf : 0,64 (eau/méthanol 90/10)
UV-Visible (tableau 11-9)

RMN *H (tableau 1I-12)

SM (MALDI) (tableau 11-10)

SM Haute Résolution (tableau I1-11)
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5-(2[3-((L)-Arg-(L)-Gly-(L)-Asp)amidopropyloxy]phényl)-10,15,20-tri[43{D-
glucopyranosyloxy)phényl]porphyrin€l4b)

COOH

COOH

HN
N _NH
° A
HN NH
NH
o

o O o

H%&&o o%%

OH OH

40 mg de porphyrine peptidique glucosyparacétyléel3b (0,020 mmol, 1 ég.) sont
dissous dans 4 mL d’'une solution de dichlorométretngée méthanol (80/20) a laquelle on
ajoute 69¢l (0,34 mmol, 1,5 ég. par groupement acétyle) déhpidte de sodium en solution
(2 0,5 M) dans le méthanol. Le milieu réactionrslagyité a température ambiante durant une
heure puis la porphyrine est précipitée completénpan addition d’éther diisopropylique
froid. Apres filtration, lavage a I'éther diisopndigue (4x10 mL), la porphyrind4b est
redissoute dans de I'eau puis neutralisée a I'didee résine basique. Apres purification par
chromatographie moyenne pression en phase inv@tsn{ eau/méthanol 70/30 a 90/10) puis
par chromatographie d’exclusion stérique sur séghati20 le composé4b est obtenu avec
un rendement de 93% (27 mg). La porphyfddé est conservée a 0°C aprés lyophilisation.
Rf: 0,70 (eau/méthanol 90/10)

UV-Visible (tableau 11-9)

RMN *H (tableau 1I-12)

SM (MALDI) (tableau 11-10)

SM Haute Résolution (tableau 11-11)
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Cyclisation du pentapeptideall Glycine-Arginine-Glycine-A.Aspartique-All Glycine
3S-9S-12S-14E-17S-12-((9-fluorénylméthoxycarbomyt)a)-9-(3-guanidinopropyl)-3-
(tertiobutyloxycarbonylméthyl)-2,5,8,11-tétraox@.¥,10-tétraazacycloheptadec-14-éne-17-
carbonylgreffé sur résine Rink-Amide-MBHALS)

tBuOOC

NHO
HN-©
0 NH
NHFmoc
(@]

Dans un ballon de 25 mL, on place 200 mg de répimeant le pentapeptide

allGRGDallG (0,02 mmol, 1 éq.). L'ensemble est maintenu sowsant d’argon pendant 30
minutes. On introduit alors 5 mL de dichlorométhaiitillé et rigoureusement dégazé par
barbotage d’argon. On ajoute par l'intermédiainend@ canne de transfert 1 mL d’une solution
a 210° molL* de (4,5-dihydro-1,3-dimésityl-imidazolin-2-ylidén@jicyclohexyl-
phosphine)dichlororuthénium (IV) benzylidene (cgseur E) dans le dichlorométhane
distillé et dégazé (0,002 mmol, 0,1 éq.). Le méangactionnel est agité tres légerement a
température ambiante. Apres 16 heures de réactianL supplémentaire de solution de
catalyseurE est introduit. On effectue la méme opération s82 heures de réaction. La
quantité totale de catalyseur de Grubbs mise arrésigalors de 0,3 €q. par unité peptidique.
Au bout de 48 heures de réaction, la résine d@sédilpuis rincée au dichlorométhane (4x10
mL), au méthanol (2x10 mL) et a nouveau au dicharthane (2x5 mL). Aprés séchage au
dessiccateur, une fraction du support est traiek an mélange de TFA et d’anisole (95/5)
selon le protocole classique. Le produit brut obtest analysé par chromatographie HPLC de
maniére a évaluer le rendement de la réaction. basonditions, la résirb est obtenue
avec un rendement de 71%.

HPLC : temps de rétention = 11,87 min. (éluangCMN / H,O (HsPOJTEA 1/1 0,1%) :6/4)

SM MALDI : m/z calculé pour @Ha3NgOs : 733,31 ; m/z trouvé : 734,71 [M+H]

RMN H : (tableau 111-3)

RMN *3C : (tableau II1-4)
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Procédure de déprotection du N-Fmoc-pentapeptide
3S-9S-12S-14E-17S-12-(amino)-9-(3-guanidinoproyertiobutyloxycarbonylméthyl)-
2,5,8,11-tétraoxo-1,4,7,10-tétraazacycloheptade@iid-17-carbonypreffé sur résine Rink-
Amide-MBHA (16)

tBuOOC
NH &
LAy
0 NH
NH,
O

Un échantillon de résing5 (400 mg, 0,04 mmol de peptide 1éq.) préalableméstiés

au dessiccateur est introduit dans un réacteuymiesystem 48. On ajoute 12 mL d’'une
solution de pipéridine a 20% dans le diméthylforntan Le mélange réactionnel est
maintenu a température ambiante sous agitation edoli@ réaction est suivie par
spectroscopie UV-Visible (mesure effectuée enti@ &0320 nm). Au bout de 5 minutes, la
résine est filtrée puis on ajoute a nouveau 12 mlsalution de pipéridine a 20%. Aprés 5
minutes supplémentaires de réaction, on répete optration. Le chromophore résultant de
la réaction de la pipéridine avec le dibenzofulvébéré n’est plus détecté par spectroscopie
UV-Visible pour un temps de réaction de 15 minutes.résine est alors filtrée puis rincée
avec 15 mL de diméthylformamide et avec du dichigéthane (5x 15 mL) de facon a
éliminer toutes traces de diméthylformamide. Oneuibtainsi la résin&6 aprés séchage sous
pression réduite avec un rendement, estimé paekura de variation de masse, supérieur a
95% (391,5 mg)
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Résinel7a

NHPBf

HNY
HN

N
[EH
H

0

O" ™NH
H
tBuOOC\)HW/N

O

OGIcAc

o
-y
H (0] OGIcAc

OGiIcAc

La réaction de condensation est effectuée selprotlecole décrit précédemment pour
les supportd.0a,bet1la,h La réaction de 160 mg (0,016 mmol, 1 é€qg.) denegkb avec 53

mg (0,032 mmol, 2 éq.) de porphyri@a auxquels on ajoute 0,5 mL d’une solution a 0,06
mol.L* de DIC (0,032 mmol, 2 éq.) et 2,3 mg de HOBt (@,88mol, 2 éq.) préalablement

solubilisé dans 0,5 mL dans le DMF, fournit la nésisouhaitée avec un rendement brut,

déterminé par augmentation de masse du suppors &@ehage au dessiccateur, de 82%

(182,9 mgq).

Résinel7b

tBuOOC

OGIcAc

OGIcAc

La réaction de 160 mg (0,016 mmol, 1 éq.) de résthavec 53 mg de porphyrirgb en

présence de 2 equivalents de DIC et de 2 équiwatentHOBt fournit la résine souhaitée avec

un rendement brut, déterminé par augmentation ésendu support, de 79% (182,1 mg).
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Acide [3S,9S,12S,14E,17S-17-carbamoyle-12-{4-(12Q4%ris(4-[2',3',4',6'-tétra-O-acétyl-
[B-D-glucopyranosyloxy]phényl)porphyrin-5-yl)phényloxybanalamido}-9-(3-guanidino-
propyl)-2,5,8,11-tétraoxo-1,4,7,10-tétraazacyclotazi@c-14-ényl]-3-acétiqu€l8a)

NH HN
% 2 o /K/\/o OGIcAc

3
S
&

I—C|) HN (0]
N
(0] (0] NH,
HOOC
AcGlIcO OGIcAc

La résinel7a (150 mg, 0,0087 mmol de porphyrine a motif peptidi cyclisé) est introduite
dans un réactewsystem 4% On ajoute 10 mL d’une solution & 10% (en volurd&cide
trifluoroaceétique dans le dichlorométhane. Apresaps de temps de 5 minutes permettant le
gonflement du polymére, le robinet quart de tourrélacteur est ouvert légérement pour
permettre un écoulement lent du réactif. L'ouvertinférieure du réacteur étant maintenue
entrouverte, on introduit alors 60 mL supplémeetdee réactif, par fractions de 10 mL. Ainsi,
la réaction se déroule en flux quasi continu peh8@mminutes. Les fractions collectées sont
alors regroupées puis on évapore le dichlorométhans pression réduite. On obtient ainsi 5
mL de solution auxquels on rajoute 4,5 mL d'acidtubroacétique et 0,5 mL d’anisole de
fagcon a poursuivre la réaction de déprotection dednes latérales des unités peptidiques.
Apres une heure de réaction supplémentaire, leasblest évaporé, le résidu est solubilisé
dans du chloroforme (30 mL) et neutralisé avec 2B wiune solution saturée
d’hydrogénocarbonate de sodium puis lavé aveceal(3x50 mL) jusqu’a obtention d’'un
pH neutre. Apres purification sur plaques prépaeatide silice (éluant CHg&thanol/TFA

80/20/1) et chromatographie sur colonne séphade20l.l¢ composéd8aest obtenu avec un
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rendement de 70% (13,7 mg). Ce rendement est égbaul rapport au nombre de moles reel
de porphyrines a motif peptidique cyclisé grefféesla résind.7a

Rf : 0,32 (CHCYEtOH/TFA 80/20/1)

UV-Visible (tableaulll-5)

RMN 1H (tableau I1I-7)

RMN *3C (tableau 111-8)

SM (MALDI) (tableau I11-6)

Acide [3S,9S,12S,14E,17S-17-carbamoyle-12-{2-(1204%ris(4-[2',3',4',6'-tétra-O-acétyl-
[B-D-glucopyranosyloxy]phényl)porphyrin-5-yl)phényloxybanalamido}-9-(3-guanidino-
propyl)-2,5,8,11-tétraoxo-1,4,7,10-tétraazacycloteiec-14-enyl]-3-acétiquél 8b)

HNYNHZ
HN
OGIcAc
(@] H
(0]
H e () &
N N
. °
O TNH
H /
HOOC
O o)
() [
AcGlcO AcGIcO

Selon le méme protocole que celui décrit pour lmposél8a la réaction de 150 mg
(0,0084 mmol de porphyrine a motif peptidique c3€l) de résin&7b fournit la porphyrine
18b avec un rendement de 71% (13,4 mg)

Rf: 0,37 (CHCYEtOH/TFA 80/20/1)
UV-Visible (tableau 111-5)

RMN 1H (tableau I11-7)

RMN *3C (tableau I11-8)

SM (MALDI) (tableau I1I-6)
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Acide [3S,9S,12S,14E,17S-17-carbamoyle-12-{4-(1@Q4ris(4-[F-D-glucopyranosyloxy]-
phényl)porphyrin-5-yl)phényloxybutanalamido}-9-(3ugnidinopropyl)-2,5,8,11-tétraoxo-

1,4,7,10-tétraazacycloheptadec-14-ényl]-3-acéti¢lifa)

0
OH
NH, HN/M\//\\/ HO OH
44\ o) 0 0-LO
OH
HNZN
H NH \
HN
l-(lJ HN e}
N
0 0 NH,
HoOC
!'i; ‘l!i o OH
0 Y o=t/ ~on
HO O OH
OH
HOHO

La réaction de 14 mg (0,0062 mmol, 1 éq.) de paipbyglucosylégeracétyléel8a
solubilisée dans 2 mL d’ un mélange de dichloromé¢het de méthanol (80/20) avec 0,30
mL (0,148 mmol, 24 éqg.) de solution de méthylatesddium (0,5 M dans le méthanol)
fournit le composél9a aprés purification par chromatographie moyennesgion phase

inverse, avec un rendement de 80% (8,6 mg)

Rf : 0,37 (éluant méthanol/eau 70/30)
UV-VISIBLE (tableau IlI-5)

SM MALDI (tableau I1I-6)

SM Haute Résolution :

Calculée pour gHg7N130,7: m/z = 1743,6615
Trouvée : m/z = 1744,6710 [M+H]
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Acide [3S,9S,12S,14E,17S-17-carbamoyle-12-{2-(1@04ris(4-[F-D-glucopyranosyloxy]-
phényl)porphyrin-5-yl)phényloxybutanalamido}-9-(3ugnidinopropyl)-2,5,8,11-tétraoxo-
1,4,7,10-tétraazacycloheptadec-14-ényl]-3-acéti¢liBb)

NH

HN 2
?l\/l HO oM
8 07 on
OH
O H
N ¢
H
s
{5 °
0”NH
N /
HoOC
o o)
() )
OH
HO
o o P OMOH
OH
OH
HOHO

Le protocole décrit pour le compo&8a appliqué a 12 mg de compo$8b permet

d’obtenir la porphyrine glucosylée désacétyl®b avec un rendement aprés purification de
80% (7,3 mQ).

Rf: 0,41 (éluant méthanol/eau 70/30)
UV-VISIBLE (tableau IlI-5)

SM MALDI (tableau 1l1-6)

SM Haute Résolution :

Calculée pour gHg7N130,7: m/z = 1743,6615
Trouvée : m/z = 1767,6496 [M+H+Na]
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5-(4-allyloxyphényl)-10,15,20-tri[4-(2’,3",4’,6’-t#Fa-O-aceétylF-D-glucopyranosyloxy)
phényl]porphyrine(20)

AcGIcO o/ =

QL

(> = O

AcGIcO OGIcAc

Ce composé a été synthétisé selon les deux méthdéigstes pour la synthese des
monohydroxyphényltriglucosylporphyrinés et 5b (méthodeA et méthode).

Méthode A :

La réaction de 362 mg de 4-allyloxybenzaldéhyde232mmol, 1 €q.) avec 3 g de
glucosylbenzaldéhyde 2 (6,7 mmol, 3 é€q.) et 0,618dm pyrrole (8,94 mmol, 4 éq.) fournit,
aprés purification sur colonne de silice (éluantGI#éthanol 100/0 a 98/2) et purification
sur plagues préparatives de silice (éluant GH@lanol 98/2), le composg0 avec un
rendement de 5% (190 mg).

Méthode B :
En suivant la procédure générale et en utilisasmtmémes quantités de réactifs que dans la
méthode A, on isole 418 mg du comp@8&rdt 11%).

Rf: 0,52 (CHCYEtOH 98/2)
UV-Visible (tableau 1V-3)
RMN *H (tableau IV-5)
RMN *3C (tableau IV-6)

SM (MALDI) (tableau IV-4)
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2,4-Bis-(4-(10,15,20-tri[4-(2",3',4’,6'-tétra-O-adgl- #-D-glucopyranosyloxy)phényl]-
porphyrin-5-yl)phényloxy)-but-2-én€21)

OGIcAc

AcGIcO

OGIcAc

OGIcAc

Ce composé est synthétisé selon deux méthodes :

Méthode 1 :

Dans un bicol de 25 mL surmonté d’'un réfrigérantjrdroduit sous atmosphere d’argon 100
mg de monomere0 solubilisé dans 5 mL de dichlorométhane préalabtendistillé et
dégazé par barbotage d'argon. On ajoute par liméeiaire d’'une canne de transfert
4,8 mg (0,0058 mmol, 10% molairde (4,5-dihydro-1,3-dimésityl-imidazolin-2-ylidene)
(tricyclohexyl-phosphine)dichlororuthénium (IV) baidene ( catalyseug) solubilisé dans
0,5 mL de dichlorométhane distillé et dégazé. lactién, a reflux du solvant et sous argon,
est suivie par CCM. Aprés 5 heures, on ajoute 4g8sapplémentaires de catalysélisoit
10% molaire. Au bout de 18 heures, on évaporellasbet le résidu est chromatographié sur
plagques préparatives de silice (€luant Ciithanol 98/2). On obtient le dime2& avec un
rendement de 63% (125 mg).

Méthode 2 :

Dans un ballon de 25 mL, on introduit 50 mg (0,08ah 1 éq.) de porphyringa solubilisée

dans 5 mL de diméthylformamide anhydre. On ajoldesa880 mg de carbonate de potassium
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(0,60 mmol, 20 éq.) puis 7 mg (0,03 mmol, 1 éq.}rdas1,4-dibromobut-2-éne. Aprées 48
heures de réaction a température ambiante, on eajButéquivalents de compodta
(150 mg, 0,09 mmol). La réaction est suivie par CGM bout de 30 heures de réaction
supplémentaires, le solvant est évaporé sous pres&iuite puis le résidu est dissous dans
du chloroforme (50 mL) et lavé a I'eau (3x75 mLg dimere21 est obtenu aprés purification

sur plaques préparatives de silice avec un rendetegsvd% (55 mg)

Rf: 0,47 (CHCYEtOH 98/2)
UV-Visible (tableau 1V-3)
RMN *H (tableau IV-5)
RMN *3C (tableau IV-6)
SM (MALDI) (tableau IV-4)
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Résine (22)

;.; ;.i

o) o)
H H
N N
N j(\N NHFmoc
H H
o) o)
j\

AcGIcO OGIcAc

tBuOOC

HN NHPBf

80 mg de résine MBHA Rink amide portant le pentéigemllG-RGD-allG ( 0,008 mmol de
peptide, 1 éq.) sont introduits dans un bicol sunté@al’'un réfrigérant. L’ensemble est placé
sous courant d’argon pendant 30 minutes. On ajalates 216 mg (0,064 mmol, 8 éq.) de
composeé2l solubilisé dans 5 mL de dichlorométhane anhydrelégazé par barbotage
d’argon puis 1 mL d’une solution & 1,6 mmét.de catalyseur de Grubbs ndfédans le
dichlorométhane anhydre et dégazé , par l'intermiéslid’'une canne de transfert. Aprés 24
heures de réaction, on ajoute a nouveau 1 mL de setution. Au bout de 48 heures, la
résine est filtrée, rincée au dichlorométhane (1ril), au méthanol (2x20 mL) puis a
nouveau au dichlorométhane (2x10 mL). Le rendenestimé par mesure de 'augmentation
de masse, est de 19% (masse de résine récupéee smhage sous pression réduite :
85,1 mg)
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N-[N-[N-[N-[N-(Fmoc)-5-(10,15,20-tri[4-(2’,3’,4’,6™-tétra-O-acétylBD-
glucopyranosyloxy]phényl)porphyrin-5-ylphényloxyéth-4,5-didéhydrot-Norvalyl]-L-
Arginyl]-L-Glycyl]-L-Aspartyl]-5-(10,15,20-tri[4-(2’,3",4’,6'-tétra-O-aéty|3-D-

glucopyranosyloxy]phényl)porphyrin-5-ylphényloxyéth-4,5-didéhydrot-Norvaline-

carbamoyle(23)

AcGIcO

O

AcGIcO

OGIcAc

AcGIcO

()

(J

2

OGIcAc

OGIcAc

NHFmoc

HOOC

o)
o) o)

H H
HZNYP )ﬁ/N N

N \W/A\N

H H

o) o)
HN

HN™ “NH,

La résine22 (85,1 mg, 0,00152 mmol de porphyrine peptidiquégd est introduite dans un
réacteur system 45 On ajoute 10 mL d'une solution & 10% (en volumiicide
trifluoroacétique dans le dichlorométhane. Apresaps de temps de 5 minutes permettant le
gonflement du polymére, le robinet quart de tourrdacteur est ouvert légerement pour
permettre un écoulement lent du réactif. L'ouvertinférieure du réacteur étant maintenue
entrouverte, on introduit alors 60 mL supplémeptaide réactif, par fractions de 10 mL.
Ainsi, la réaction se déroule en flux quasi contipendant 30 minutes. Les fractions
collectées sont alors regroupées puis on évapaliehrométhane sous pression réduite. On
obtient ainsi 5 mL de solution auxquels on rajeutemL d’acide trifluoroacétique et 0,5 mL
d’anisole de facon a poursuivre la réaction de aéption des chaines latérales de l'unité

peptidique. Aprés une heure de réaction supplénnenta solvant est évaporé, le résidu est
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solubilisé dans du chloroforme (20 mL) et neutéalesec 15 mL d’une solution saturée
d’hydrogénocarbonate de sodium puis lavé aveceail(3x40 mL) jusqu’a obtention d’un
pH neutre. Aprés purification sur plaques prépaeatide silice (éluant CHgéthanol 80/20)

et chromatographie sur colonne séphadex LH20,ngosé23 est obtenu avec un rendement
de 11% (4 mg). Le rendement est calculé pour les dgapes couplage par métathese /
décrochage du support.

Rf : 0,41 (CHCY/éthanol 80/20)

SM MALDI : calculé pour G;0H231N17071 m/z = 4126,49 ; trouvée m/z = 4126,99
RMN *H (tableau IV-7).
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